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“Think about an experience from your childhood.
Something you remember clearly, something you
can see, feel, maybe even smell, as if you were
really there. After all, you really were there at the
time, weren’t you? How else would you remember
it? But here is the bombshell: you weren’t there.
Not a single atom that is in your body today was
there when that event took place... Matter flows
from place to place and momentarily comes
together to be you. Whatever you are, therefore,
you are not the stuff what you are made.”

Steve Grand (1958 —)



RESUMO

Uma busca por novas proteinas entomotoxicas de Bacillus thuringiensis S811 indicou
que a atividade enzimatica quitinolitica contribuia para a toxicidade dessa cepa contra o bicudo-
do-algodoeiro (Anthonomus grandis). Durante os experimentos para a construcdo de uma
molécula recombinante efetiva contra A. grandis ¢ que fosse formada pela fusdo de uma
quitinase com uma toxina Cry, uma nova classe de Proteinas Inibidoras de Xilanases (XIP) foi
descoberta dentro da familia 8 de Proteinas Relacionadas a Patogénese (PR-8) de Café (Coffea
arabica), a qual compreende as quitinases de classe III de plantas. Tal proteina foi denominada
CaclXIP (Coffea arabica Chitinase-Like Xylanase Inhibitor Protein). O gene codificador da
proteina inibidora de xilanase paraloga a quitinases de classe III de café (CaclXIP) foi isolado a
partir de folhas e subclonado no vetor pGAPZa-B para expressdo em Pichia pastoris. Sua
seqiiéncia de aminoacidos, que prediz uma topologia do tipo barril (B/a)s, comum a quitinases
de classe III de plantas (familia 18 das glicosil hidrolases (GH18)), partilha alta similaridade
com outros membros da familia GH18, embora ela care¢a do 4cido glutdmico catalitico, que
encontra-se substituido por uma glutamina. Ensaios de atividade enzimética com a proteina
recombinante purificada mostraram que CaclXIP ndo apresenta atividade quitinolitica, contudo
esta molécula mostrou-se capaz de inibir em 57% a atividade de xilanases de Acrophialophora
nainiana em uma propor¢ao de 12:1 (enzima:inibidor). Adicionalmente, quando testada a 1,5
ng/uL, CaclXIP foi capaz de inibir em 45% a germinagao de esporos de Phakopsora pachyrhizi,
o agente causador da Ferrugem asiatica, uma doenca de dificil controle que afeta severamente
os campos de soja no Brasil. Estes resultados indicam que CaclXIP pertence a uma classe de
proteinas sem atividade enzimatica que evoluiu dentro da familia das quitinase de classe III de
plantas. Assim como as quitinases, essas novas proteinas também atuam na defesa vegetal,
porém como inibidores de xilanases. Seu papel na interferéncia da germinagao de esporos de P.
pachyrhizi faz dela uma molécula candidata em potencial para programas biotecnoldgicos que

visem o controle da Ferrugem asiatica.
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ABSTRACT

Looking for a new entomotoxins from Bacillus thuringiensis S811, It has been realized
that chitinolytic activity of those bacterial protein extracts could contribute to the strain toxicity
towards the cotton boll-weevil (Anthonomus grandis). During experiments to construct one
recombinant molecule lethal to 4. grandis, and formed by a fusion between a chitinase and a
Cry toxin, a new class of Xylanase Inhibitor Proteins (XIP) was discovered into Pathogenesis
Related Proteins family 8 (PR-8) from Coftee (Coffea arabica), comprehending plants Class II1
Chitinases. This molecule was named CaclXIP (Coffea arabica Chitinase-Like Xylanase
Inhibitor Protein). The gene for a xylanase inhibitor protein (XIP), which is paralogous to class
III chitinase from coffee (CaclXIP), has been isolated from leaves and subcloned into pGAPZa-
B vector to be expressed in Pichia pastoris. Its amino acid sequence, that predicts a (B/a)s
topology common to Class III Chitinases (glycoside hydrolase family 18 proteins (GH18)),
share high similarity with other GH18 members although it lack the catalytic glutamic acid,
which is replaced by a glutamine amino acid residue. Enzymatic assay using purified
recombinant CaclXIP showed no chitinolytic activity. On the other hand, it has been capable to
inhibit xylanases from Acrophialophora nainiana in a 57% rate when assayed at a 12:1
(enzyme:inhibitor) ratio. Additionally, when tested at 1.5 pg/uL, CaclXIP was able to inhibit
about 45% the germination of spores of Phakopsora pachyrhizi, the agent of Soybean Asian
rust, a harsh disease difficult to control in Brazilian soybean fields. These achievements indicate
that CaclXIP belongs to a class of proteins without enzymatic activity, which evolved from
plants class III quitinase family. Like chitinases, theses new proteins works on plant defence
too, but as xylanase inhibitors. Moreover, its role in arresting P. pachyrhizi spores germination

makes it an eligible candidate to biotechnological programs aiming the asian rust control.
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PROLOGO

Prologo:
1) “discurso ou adverténcia que antecede a obra escrita”;
2) “Parte introdutéria ou prefacio de um discurso”;

3) “Qualquer ato, evento introdutério”.

Dadas as possiveis defini¢des, ficara claro aqui o porqué desta tese tanto precisar de um
discurso ou adverténcia que a anteceda, de um ato introdutdrio, afinal, nos primeiros 2 anos e
meio do meu doutoramento, de 2006 a metade de 2008, investiguei nuances moleculares
responsaveis pela toxicidade de uma cepa de Bacillus thuringiensis para o bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis) e, ao final, apresento uma tese sobre uma nova molécula com atividade
inibitdria para xilanases de fungos. Ndo, ndo se trata de um arranjo burocratico para salvar o
doutorado de um estudante incompetente. Este prologo justificara tamanha guinada.

Foram 2 anos e meio ao lado do colega Tiago Siqueira Silva, entdo estudante de
iniciagdo cientifica, que renderam aproximadamente 10 comunicagdes em workshops,
congressos € encontros nacionais e internacionais, incluindo o Encontro do Talento Estudantil
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, de 2007, no qual Tiago ganhou o prémio de
melhor trabalho pelo nosso poster. Renderam ainda um manuscrito que, depois de pronto, a
equipe decidiu por nao publicar. Foram 2 anos e meio trabalhando com uma bactéria (B.
thuringiensis), um inseto (4. grandis) e uma planta (Gossypium hirsutum), o algodoeiro.

Na segunda metade de 2008 realizei um estdgio de doutorado no exterior, mais
precisamente na Universidade de Durham, no Reino Unido. Nos seis meses que se passaram ali,
muitos experimentos foram feitos e todos os resultados apenas desacreditavam os planos que eu
tinha para o B. thuringiensis, o A. grandis e o G. hirsutum. Todos os resultados mostravam que
ndo seria possivel, ou ndo faria sentido, executar o que eu planejara. Em novembro de 2008 eu
j& imaginava ter de voltar ao Brasil dali a pouco mais de um més para, no ano seguinte, concluir
minha tese com os dados que eu ja dispunha antes de iniciar o estagio sandwich. A estada em
Durham, entdo, de nada serviria, sendo apenas como um estagio técnico em um laboratdrio, em
um pais distante, em uma cidade fria. E teria sido exatamente assim, se ndo fosse a perspicécia
do meu orientador no exterior, Dr. John A. Gatehouse, que me mostrou que o motivo da faléncia
do meu projeto era um elegante mecanismo de evolugdo molecular na interagao planta-praga. A
molécula da qual eu dispunha e para a qual reservara grandes planos ndo era exatamente o que

parecia ser. Era sim uma “parente” evolutivamente muito proxima daquela molécula que eu
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imaginara. Um novo paradigma surgia entdo na vida deste doutorando: valeria a pena engavetar
os trabalhos com o B. thuringiensis, o A. grandis € o G. hirsutum para no ultimo ano de
doutoramento investigar mais a fundo e escrever sobre aquele elegante mecanismo de evolugdo
molecular? Em janeiro de 2009 desembarquei no aeroporto internacional de Brasilia com tudo o
que havia levado, porém na cabega a bagagem era diferente. A preocupagdo com o inseto (A.
grandis) foi direcionada para um fungo (Phakopsora pachyrhizi), e a vontade de defender o
algodoeiro (G. hirsutum) daquele inseto, agora havia sido mobilizada para a soja (Glycine max)
e a protecdo dela contra o P. pachyrhizi, causador da Ferrugem asiatica. Eu ndo mais queria
escrever sobre as proteinas entomotdxicas de B. thuringiensis na interagdo entre o bicudo e o
algodoeiro, mas sim sobre uma peculiar proteina do café, cujo gene havia sido erroneamente
anotado no banco de dados do Projeto Genoma Café, e que se apresentava com potencial para
aplicacdo em programas biotecnologicos de melhoramento da soja contra a Ferrugem asiatica.
No ano de 2009, com o auxilio do Prof. Edivaldo Ximenes, do Laboratorio de Enzimologia da
Universidade de Brasilia, e da Dra. Marilia Silva, da Embrapa Cerrados, junto a pesquisadores
da Embrapa Soja, de Londrina, consegui resultados que justificaram a publicagdo do artigo “A
new chitinase-like xylanase inhibitor protein (XIP) from coffee (Coffea arabica) affects
Soybean Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) spore germination”, na revista BMC
Biotechnology. Os dados publicados foram os utilizados na elaboragao desta tese.

Vejo este prologo mais como uma carta ao leitor que justifique o modo pelo qual a idéia
inicial se transformou tdo bruscamente no ultimo ano de doutorado. De como eu transformei um
inseto em fungo, ¢ algodao em soja. Nos itens seguintes apresentarei todos os dados que obtive
com o B. thuringiensis € com 0 A. grandis, € como esses dados me levaram a descobrir a nova

molécula sobre a qual esta tese foi escrita.
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I.I. BIOQUIMICA DA DEFESA VEGETAL

I.I.1. Fisiologia do estresse vegetal a fatores abidoticos

Estresse vegetal é freqlientemente definido como um fator externo que exerce uma
desvantagem sobre a planta, seja no referente ao crescimento (acumulo de biomassa), seja no
referente aos processos primarios de assimilacdo de CO; e minerais. O conceito de estresse esta
intimamente associado a resisténcia ao estresse, que consiste na aclimatagdo da planta as novas
condi¢des ambientais, que podem variar no tocante a disponibilidade de agua, temperatura e
salinidade. Aqui serdao apresentados mecanismos fisiologicos pelos quais as plantas respondem

as variacoes destas condicoes.

[.I.I.I. Déficit hidrico

Existem pelo menos trés tipos de plantas que utilizam diferentes mecanismos para
contornar situagdes de déficit hidrico: i) plantas que mantém seus tecidos hidratados mesmo
com baixa disponibilidade de agua, ii) plantas que desempenham suas fung¢des metabolicas
normais mesmo desidratadas, iii) plantas que completam todo o seu ciclo de vida durante a
estagdo imida. Em cada um desses casos as respostas apresentadas pelas plantas seguem alguns
padrdes basicos, como a diminui¢ao da area foliar (Gheysari ef al., 2009) com possivel abscisao
foliar como meio de ajuste da diminuicdo da area (Escudero, et al., 2008) e conseqiiente
diminui¢do da taxa fotossintética (Rao et al., 1987); diminui¢do da capacidade foliar de dissipar
energia (Lauriano et al., 2006); extensdo radicular (Ito et al., 2006); fechamento dos estdmatos

(Souza et al., 2005) e espessamento da camada de cera na cuticula (Kim et al., 2007).

[.I.LII. Baixas temperaturas e congelamento

Plantas respondem a queda moderada de temperatura alterando a composi¢do de acidos
graxos em suas membranas celulares. Plantas resistentes a baixas temperaturas apresentardo
uma razado de acidos graxos saturados/insaturados menor que as sensiveis, o que eleva a fluidez
da membrana a baixas temperaturas, impedindo que ela se solidifique em um estado semi-
cristalino (Gulen et al., 2009). A retirada de 4gua do protoplasto, que impede a formagdo de
cristais de gelo dentro da célula, também ¢ uma estratégia utilizada por plantas que crescem em
altas latitudes (Pearce, 2001). Proteinas também estdo envolvidas com a aclimatagdo e
resisténcia as baixas temperaturas, seja pelo alivio direto do estresse, com a sintese de proteinas
enticongelamento; seja na transducio de sinais com as proteinas de ligacdio ao Ca®’
(calmodulina e proteinas quinase dependentes de Ca®"). Recentemente Winfield e colaboradores
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fizeram uma revisao sobre os mecanismos bioquimicos de resposta das plantas a baixas

tempertaturas (Winfield ez al., 2010).

[.ILLIII. Altas temperaturas e choque térmico

A medida que a temperatura se eleva, tanto a fotossintese como a respiragao sdo inibidas,
sendo que a taxa de queda fotossintética ¢ mais elevada que a taxa de queda respiratoria. A
temperatura na qual a quantidade de CO, fixado pela fotossintese ndo € mais suficiente para
compensar o CO; liberado na respiracdo ¢ denominada ponto de compensagdo de temperatura.
Neste ponto as reservas de carboidratos das plantas comecam a declinar. Este desbalanceamento
entre a taxa fotossintética e a respiragdo celular ¢ uma das principais causas dos efeitos
deletérios das altas temperaturas (Taiz & Zeiger, 1991). Assim como no estresse por baixas
temperaturas, a composicdo de fosfolipidios da membrana celular em altas temperaturas
também sofre alteracdo, sendo que neste caso a razao de acidos graxos saturados/insaturados €
maior nas plantas resistentes (Raison et al., 1982). Uma classe especial de proteinas conhecidas
como Heat Shock Proteins (HSPs) s3o sintetizadas poucos minutos ap6s uma elevagdo abrupta

de temperatura, fazendo com que certas plantas tolerem temperaturas antes letais (Viswanathan

& KhannaChopra, 1996; Hua, 2009).

L.ILI.IV. Salinidade

As plantas colonizam diferentes regides do planeta onde a composi¢ao salina no solo e
na agua varia, desde regides maritimas e estuarinas, com alta concentracao salina, até florestas
tropicais, com baixa concentracdo salina. Plantas que naturalmente toleram altas concentragdes
salinas sdo ditas halofitas, enquanto as que dependem de um ambiente com baixas
concentragdes de sais sdo ditas glicofitas. Acima de uma concentragdo salina limite, plantas
glicofitas apresentardo sintomas como inibi¢do do crescimento, descoloragdo foliar, e perda de
massa seca. Com o aumento da concentracdo salina na rizosfera ha uma conseqiiente queda do
potencial hidrostatico naquela regido, o que faz com que as células vegetais devam realizar um
ajuste osmotico para baixar ainda mais seus potenciais hidricos a fim de se manter o fluxo de
agua da rizosfera para os tecidos vegetais (Taiz & Zeiger, 1991). As plantas utilizam diferentes
estratégias para diminuir o potencial hidrostatico intracelular, dentre elas o acimulo de sais de
Na“, CI" e 4cidos organicos nos vacuolos (Flowers & Colmer, 2008), a inibi¢io da sintese de
sacarose e utilizagdo da frutose para a sintese de manitol, o qual se acumula no citoplasma para
aumentar o potencial osmotico celular (Buchanan et al., 2000); e a sintese de proteinas

associadas com o aumento da tolerancia a NaCl (Tada & Kashimura, 2009).
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[.ILI.V. Estresse oxidativo

Diversos fatores abiodticos além dos ja citados aqui, como luminosidade intensa, trauma
mecanico, herbicidas e 0zonio; tanto quanto fatores bidticos como patégenos, podem induzir a
produgio de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelas células vegetais, tais como 'O, H,O5 e
O, (Buchanan et al., 2000). Para se proteger dessas moléculas altamente reativas as células
vegetais se utilizam de moléculas antioxidantes como catalase, superoxido dismutase, vitamina
C, glutationa reduzida, vitamina E, carotendides, poliaminas, e flavonoides, cuja sintese e

atividade sdo aumentadas em situagdes de estresse (Lall et al., 1999).

I.I.II. Resposta celular vegetal a estresses bidticos

Além dos fatores abidticos apresentados no item anterior (intempéries ambientais fisicas
e quimicas, e extremos de temperatura), as plantas, nos seus habitats naturais também se
encontram rodeadas por um grande nimero de predadores e patdgenos em potencial, como
mamiferos, insetos, nematodides, fungos, bactérias e virus. Diferente dos animais as plantas nao
podem simplesmente mover-se para evitar tais fatores, por tanto, ao longo da historia evolutiva
desse grupo de organismos, fez-se necessario o desenvolvimento de sofisticados mecanismos de
defesa contra estresses de ordem bidtica e abidtica, que vao desde adaptacdes estruturais na
anatomia vegetal a respostas bioquimicas que compoem a fisiologia do estresse (Taiz & Zeiger,

1991; Sebanek, 1992).

[.L.IL.I. Protecao superficial

Cutina, suberina e ceras sao compostos de longas cadeias saturadas de carbono que
compdem a cuticula vegetal, uma estrutura de multiplas camadas que recobre a parede celular
externa da epiderme vegetal. Com carater hidrofobico, esta estrutura ajuda a reduzir a perda de
agua por transpiracdo além de compor a primeira barreira fisica contra a invasdo de patdgenos.
A cutina ¢ o principal componente da cuticula, sendo o primeiro alvo das cutinases secretadas
por fungos durante o processo de infec¢do (Koller ez al., 1995). Estudos recentes tém mostrado
a importancia dessa classe de lipase na capacidade infectiva de alguns fungos fitopatogénicos
(Skamnioti & Gurr, 2007, Li ef al., 2003). A suberina, similar a cutina, ¢ um polimero de longas
cadeias de acidos graxos, hidroxiacidos e alcodis. Porém, diferente da ultima, ndo possui acidos
dicarboxilicos e ¢ um componente da parede celular vegetal bastante abundante em tecidos

internos das raizes, onde atuam na regulacao da absor¢ao e do transporte de agua (Baxter ef al.,
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2009). A suberinizagdo ¢ fundamental para o crescimento secundario de troncos e raizes.
Tecidos suberinizados também sdo formados nas zonas de abscisdo de folhas e em regides
lesionadas (Taiz & Zeiger, 1991). A figura 1 mostra um esquema da localizagdo das camadas de
cutina e suberina em partes aéreas e radiculares de plantas. Recentemente a estrutura e o
processo de biossintese destes polimeros foram revistos por Pollard e colaboradores (Pollard et
al., 2008). As ceras nao sao macromoléculas, como a cutina ¢ a suberina, mas misturas de
lipidios de cadeia longa extremamente hidrofobicos sintetizados por glandulas das células
epidermais. O papel destas moléculas, juntamente com as outras duas componentes da cuticula
na defesa e imunidade vegetal foi revisto recentemente por Pinto e Yephremov (Pinto &
Yephremos, 2009). Como componentes das ceras, metabodlitos secundarios como terpenos,
compostos fendlicos, e alcaldides, sdo freqiientemente encontrados compondo uma nova linha

de defesa vegetal (Jetter ef al., 2006).

[.LIL.II. Compostos secundarios de defesa

Os compostos secundarios de defesa diferem dos metabodlitos primarios (proteinas,
carboidratos, lipidios e 4cidos nucléicos) por ndo possuirem papel nos mecanismos metabolicos
basicos como assimilacio de CO,, respiragdo, transporte e diferenciagdo celular. Estas
moléculas atuam principalmente na defesa vegetal contra herbivoria e ataque de patdégenos, bem
como em processos ecologicos, como a atragdo de agentes polinizadores e animais dispersores
de frutos. Existem quatro grupos principais de metabolitos secundarios: terpendides, compostos
fenolicos, flavonoides e alcaloides (Taiz & Zeiger, 1991; Sebanek, 1992).

Terpenoides sao derivados do mevalonato e podem ser classificados como: 1)
monoterpenos, que compreendem os Oleos essenciais com propriedades de repeléncia para
insetos (Lucia et al., 2009); ii) diterpenos, como o acido abiético, componente das resinas de
plantas que impedem a formag¢do de canais de alimentacdo por insetos (Martin et al., 2002); iii)
triterpernos, que compreendem os esterdis vegetais, como o sitosterol (com fungdo analoga ao
colesterol das membranas celulares animais) e as fitoecdisonas, que interferem na formagao do
exoesqueleto dos insetos (Zeleny et al., 1997); iv) Politerpenos, que compreendem terpenos de
alta massa molecular que compdem o latex de algumas plantas, como a seringueira (Hevea
brasiliensis) (Hagel et al., 2008).

Compostos fenolicos compdem um grupo de metabodlitos secundérios quimicamente
heterogéneo, possuindo tanto representantes hidrofobicos quanto hidrofilicos. A
furanocoumarina ¢ um composto fendlico de especial interesse, pois quando ativada por

radiagdes excitantes (UV-A), pode se ligar as bases nitrogenadas pirimidinicas do DNA
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*Modificado de Pollard, M. (2008), Trends in Plant Science

Figura 1: Esquema da deposicio de cutina e suberina. Exemplo da deposi¢ao
de cutina nas folhas. Deposi¢des ricas em lignina e celulose formam as paredes
celulares secundarias, localizada entre a lamela de suberina ¢ a membrana

plasmatica. (EWs) Epicuticular waxes: Ceras epicuticulares; (C): Cuticula; (CL) cuticular
layer: Camada cuticular; (ML) Middle lamellae: Lamela media; (PWs) Primary cell walls:
Paredes celulares primarias; (PM) Plasma membrane: Membrana plasmatica; (Cy) Cytoplasm:
Citoplasma; (V) Vacuolo.
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bloqueando a transcricdo e os mecanismos de reparos, levando a morte celular. O nivel de
producdo desses compostos ¢ aumentado em plantas estressadas ou doentes (Gijsegem et al.,
1995). Além de atuar na defesa vegetal contra herbivoria, compostos fenolicos também podem
combater a competicdo com outras plantas. O &cido caféico e o acido ferrulico, que se
acumulam no solo, podem afetar a germinag¢ao de sementes e o crescimento de algumas plantas
com diferente alelopatia (Kong et al., 2008).

Flavondides compreendem o mais vasto grupo de metabolitos secundarios, onde se
encontram as antocianinas, as flavonas, os flavonois e os isoflavonoides. Enquanto as
antocianinas desempenham mais uma func¢do ecologica de atracdo de agentes polinizadores e
dispersores de sementes, as flavonas e os flavonoéis protegem tecidos como folhas da radiagdo
UV. Isoflavonoides, como as fitoalexinas, possuem atividade antimicrobiana e sdo rapidamente
sintetizados no local de uma infec¢ao (Pedras et al., 2009).

Alcaldides sao compostos heterociclicos que contém nitrogénio. Durante muito tempo
acreditou-se que esses compostos pertenciam a alguma classe de excretas nitrogenados (como
uréia e acido Urico), ou compostos de armazenagem de nitrogénio. Hoje diversos alcaldides sdao
conhecidos por sua neuroatividade em mamiferos, sendo a morfina o mais conhecido alcal6ide
neuroativo utilizado farmacologicamente. Na defesa vegetal, essa classe de molécula encontra-

se envolvida na contengdo da herbivoria (Vilarino & Ravetta, 2008).

[.L.IL.IIL. Proteinas relacionadas a patogénese

Compreendem um grupo de proteinas codificadas por genes ndo homologos cuja
expressdo ¢ induzida por contato com patdgenos ou situagdes semelhantes. A sintese dessas
proteinas pode se dar unicamente no local da infec¢do ou pode ser induzida sistemicamente,
associada ao desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida (Van Loon et al., 1999).
Atualmente as proteinas relacionadas a patogénese (PRP) encontram-se organizadas em 17
familias, cujos critérios de classificagdo levam em conta o grau de identidade entre as
seqliéncias de aminoacidos, o relacionamento sorologico e a atividade biologica/enzimatica
(Tabela 1). O mecanismo de ac¢do pelo qual essas PRPs atuam na defesa vegetal ¢ variavel,
podendo-se encontrar proteinas que degradam a parede celular, ou a membrana celular;
proteinases e ribonucleases; inibidores de proteases e proteinas envolvidas no metabolismo
oxidativo (Sels, et al., 2008). Dentre as 17 familias listadas na tabela 1, as familias PR-3, 4, 8 ¢
11 compreendem diversas classes de quitinases, um grupo heterogéneo de moléculas que atuam
na defesa vegetal contra o ataque de fungos e patdogenos. Essa complexa familia de PRP sera

discutida nos itens seguintes.
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Tabela 1: Principais propriedades das familias de proteinas relacionadas a patogénese.

Familia ;I'kaér;l?nho Propriedade Alvo Referéncia
PR-1 15 Antifangica Desconhecido Antoniw (1980)
PR-2 30 B-1,3- Glucanase B-1,3-Glucano Antoniw (1980)
PR-3 25-30 Quitinase (Classe LILIV,V,VI,VII) Quitina Van Loon (1982)
PR-4 15-20 Quitinase (Classe 1,11) Quitina Van Loon (1982)
PR-5 25 Similar a Taumatina Membrana Van Loon (1982)
PR-6 8 Inibidor de proteinase @ Green (1972)
PR-7 75 Endoproteinase @ Vera (1988)
PR-8 28 Quitinase (Classe Ill) Quitina Métraux (1988)
PR-9 35 Peroxidase @ Lagrimini (1987)
PR-10 17 Similar a Ribonuclease @ Somssich (1986)
PR-11 40 Quitinase (Classe ) Quitina Melchers (1994)
PR-12 5 Defensina Membrana Terras (1995)
PR-13 5 Tionina Membrana Epple (1995)
PR-14 9 Proteina transportadora de lipidios Membrana Garcia-Olmedo (1995)
PR-15 20 Oxalato oxidase _a Zhang (1995)
PR-16 20 Similar a Oxalato oxidase @ Wei (1998)
PR-17 27 Desconhecida a Okushima (2000)

_*Atividade « in vitro » ainda ndo detectada.
*Modificado de J. Sels et al. (2008), Plant Physiology and Biochemistry
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I.I.III. Quitinases de plantas na defesa vegetal

Dentre as diversas familias de proteinas relacionadas a patogénese vegetal apresentadas
no topico anterior, aqui serdo abordados maiores detalhes sobre a natureza bioquimica e
aspectos da agdo fisioldgica na interacdo planta-praga das classes de proteinas PR que
compreendem as quitinases.

Quitinases (EC 3.2.1.14) pertencem a um grupo heterogéneo de proteinas hidroliticas que
clivam ligacdes glicosidicas do tipo B(1-4) em biopolimeros de N-acetilglicosamina. A clivagem
pode se dar internamente no polissacarideo (endoquitinases), formando pequenos oligdmeros de
N-acetilglicosamina; ou nas extremidades ndo redutoras do polissacarideo (exoquitinases),
liberando mondmeros de N-acetilglicosamina (Kasprzewska, 2003). Atualmente sao
reconhecidas 7 familias de quitinases subdivididas em dois grupos de Glicosil-hidrolases (GH),
GHI18 e GH19; de acordo com caracteristicas estruturais € com o mecanismo de catalise (Tabela
2). A presenga de enzimas com atividade quitinolitica ja foi detectada nos mais diferentes
grupos taxondmicos cuja morfogenia ¢ independente de quitina, como peixes, moluscos,
anfibios, mamiferos e plantas, incluindo virus; organismos estes nos quais quitinases
desempenham um papel na defesa celular, ou, no caso dos virus, na infec¢do. Adicionalmente,
em plantas, o papel dessas moléculas vai além da atuagdo nos mecanismos de defesa, atuando
também em processos de crescimento e desenvolvimento (de Jong et al.,1992). Em alguns casos
a inducao da expressao de genes de quitinases parece nao responder a um estimulo primario
bem definido, como, por exemplo, no caso da indugdo por etileno, onde genes de quitinases sdo
ativados por encontrarem-se sob o controle de “elementos de resposta ao etileno” (ERE —
Ethilene responsive elements) (Shimono et al., 2002). Em situacdes de cultivo de células in
vitro, quitinases sao freqlientemente acumuladas de forma abundante no meio de cultura
(Vasconcelos, et al., 2005), porém a inducao dessas moléculas, parece ser reprimida por auxinas
e citocinas (Kasprzewska, 2003).

A inducao de genes de quitinases durante processos de infec¢ao pode se dar de forma local
ou sistémica, dependendo do patogeno, da viruléncia apresentada por ele e da classe de
quitinase induzida (Passarinho ef al., 2001). O acumulo dessas moléculas acontece no apoplasto
ou nos vacuolos, sendo as quitinases do apoplasto mais envolvidas com os estagios iniciais da
infecgdo, liberando moléculas elicitoras relacionadas a transdugdo de sinais. Ja as quitinases

vacuolares atuam nos estagios tardios da infec¢do, quando a hifa penetra e destroi a célula
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Tabela 2: Diferencas entre quitinases das familias de glicosil-hidrolases 18 e 19.

Configuracéao

Familia GH Cla_s_se de Mecam’s‘mo Intermediario  anomérica do Inibidores
Quitinase de catalise
produto
18 lev Substrato- ion oxazolinico B allosamidina
dependente
I, 1,1V, Vle . fon amidinas e
19 acidica - o )
Vil oxocarbénico amidrazonas

*Modificado de Kasprzewska ( 2003), Cellular & Molecular Biology Letters
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Neste estagio, por meio da degradagao das cadeias de quitina recém-sintetizadas o crescimento
da hifa ¢ contido (Collinge ef al., 1993).

Classificagdo e estrutura das quitinases de plantas. Até¢ 1993 eram reconhecidas 4 classes
de quitinases de plantas (Collinge et al., 1993). Quitinases de classe I, que possuem um dominio
rico em cisteina na regido N-terminal com aproximadamente 40 aminoacidos, que atua como
um dominio de ligacdo a quitina; Quitinases de classe II, com alto grau de identidade de
seqiiéncia com as de classe I, porém carecendo da regido N-terminal rica em cisteina; Quitinases
de classe IIlI, que apresentam uma topologia em barril (B/a)s € um mecanismo de catalise
diferenciado (Tabela 2); e quitinases de classe IV, que apresentam estrutura similar a de
qutinases de classe I, porém sdo significativamente menores devido a quatro delegdes
(Rasmussen et al., 1992; Ubhayasekera et al., 2009). Em 1994 novas classes de quitinases
foram descritas: as quitinases de classe V, que partilham a mesma topologia e tipo de catalise
das quitinases de classe III, porém a seqiiéncia de aminoé4cido possui maior identidade com as
de quitinases bacterianas (Heitz et al., 1994; Taira et al., 2009); Quitinases de classe VI, que
possuem um dominio de ligagdo a quitina com alto grau de identidade ao das qutinases de classe
I e uma regido C-Terminal similar a das quitinases de classe IV (Ponstein et al., 1994);
Qutinases de classe VII, cuja seqiiéncia de aminodcidos possui alto grau de similaridade com as
de quitinases de classe IV, porém carecendo do dominio de ligagdo a quitina na regido N-
terminal (Singh et al., 2007).

Esse eclético grupo de moléculas indica pelo menos duas origens diferentes para o
surgimento da atividade quitinolitica em plantas: o grupo que deu origem as Glicosil-hidrolases
da familia 18 (Quitinases de classe III e V); e o que deu origem as Glicosil-hidrolases da familia
19 (Quitinases de classe I, II, IV, VI e VII). Tamanha heterogeneidade reflete a importancia,
para a defesa vegetal, do metabolismo de polimeros de N-acetilglicosamina, que compdem a
quitina da parede celular de fungos e a membrana peritréfica do intestino dos insetos (Ryerse et
al., 1994), bem como a camada de peptideoglicano (polimero de N-acetilglicosamina e 4acido N-
acetilmuramico unidos por uma malha de peptideos) que compde a parede celular de algumas
bactérias (Kasprzewska, 2003).

Assim como as plantas lancam mao de enzimas hidroliticas para lesionar a parede
celular dos patogenos, estes também se utilizam do mesmo artificio para infectar a célula
vegetal. Patdégenos de plantas sintetizam celulases, pectinases, mananases, xilanases, dentre
outras enzimas, para degradar a parede celular vegetal. As plantas também devem estar

preparadas para se defender desse ataque enzimatico.
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I.I.IV. Inibidores de enzimas que degradam a parede celular no contra-
ataque da célula vegetal

A parede celular vegetal ¢ composta por uma complexa malha de polissacarideos
hidrofobicos, ligninas e proteinas, que t€ém como finalidade o suporte mecéanico da célula
vegetal, a prote¢do desta contra o ataque de patdgenos, e a regulacdo do transporte de materiais
(dgua e solutos) entre o citoplasma e o meio extra-celular (Wei et al, 2009). Dentre os
polissacarideos que compdem a parede celular, os mais abundantes sdo a celulose (35-50%) e os
polimeros de hemicelulose (20-35%) (Himmel et al., 2007), que encontram-se imersos numa
matriz de polissacarideos nao-celuldsicos, dentre eles a lignina e a pectina. E a interagio entre
as fibras de lignina, hemicelulose e pectina que tornam a parede celular vegetal hidrofébica e
mais resistente a degradagdo enzimatica (Davin & Lewis, 2005). A hemicelulose ¢ composta
por polimeros de glicomanana, xiloglucana e xilana (Jarvis, 2009), que, junto a celulose, sdo os
principais alvos das enzimas hidroliticas produzidas por fungos e bactérias para a degradacao da
parede celular vegetal (Camassola & Dillon, 2007).

Durante o processo de infeccdo as plantas iniciam uma contra-resposta sintetizando e
secretando inibidores de enzimas que degradam a parede celular vegetal, como as xilanases,
pectina metil-esterases, pectina liases e xilo-glucana endoglucanase. Diversos grupos de
inibidores dessas enzimas sdo conhecidos, como os PMEI (Pectin Methyl-esterase Inhibitor), os
PLIP (Pectin lyase Inhibitor Protein), os XEGIP (Xylogucan Endoglucanase Inhibitor Protein),
os TAXI (Triticum aestivum Xylanase Inhibitor), os TL-XI (Thaumatin-Like Xylanase
Inhibitor) e os XIP (Xylanase Inhibitor Protein). Esses inibidores sdo conhecidos por inibirem
enzimas de fungos e bactérias que degradam a parede celular de plantas, porém ndo afetam a
atividade de xilanases vegetais. Alguns desses inibidores sdo considerados ‘“Relacionados a
Patogénese (PR)” enquanto outros podem agir como uma defesa basal pré-existente contra o
ataque de patdgenos. A expressdo de alguns genes dessa familia ¢ significativamente induzida
por fatores biodticos, como fungos fitopatdgenos; e abidticos como fitohormonios relacionados a
defesa vegetal (acido jasmonico) (Igawa et al., 2004).

A evolucdo desses inibidores de enzimas que degradam a parede celular vegetal a partir
de proteinas PR pré-existentes indica uma corrida armamentista molecular na interagcdo planta-
patdégeno. Os intricados mecanismos de dobramento molecular e inibicdo enzimatica por
mimetismo do substrato sdo indicativos de como os genes podem adquirir novos padrdes de
expressdo ¢ de como as proteinas podem adquirir novas fungdes. Os processos de evolugdo
molecular que levam a diversificacdo bioquimica da célula serdo apresentados no topico a
seguir.
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I.I.V. Defesa externa: bactérias entomopatogénicas - Bacillus
thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria gram-positiva esporulante que forma inclusdes
protéicas paraesporais durante a fase estaciondria do seu crescimento. O nicho ecoldgico dessa
bactéria pode variar da superficie de folhas ao solo, sendo que ela ¢ freqiientemente encontrada
em cadaveres de insetos. Sua atividade entomotoxica ¢ conferida por proteinas que compdem os
cristais paraesporais (Toxinas Cry), embora seja sabido que outros compostos extracelulares,
como fosfolipases (Bednarczyk & Kozon, 2008), -exotoxinas (Efimtsev et al., 2002), Proteinas
Inseticidas Vegetativas (Vegetative Insecticidal Proteins - VIPs) (Lee et al., 2003) e glicosil
hidrolases como quitinases (Brar et al, 2008), também contribuam para a sua atividade
inseticida.

Em 1989, Hofte e Whiteley revisaram os genes cry conhecidos € propuseram uma
nomenclatura sistematica para estes genes (Hofte & Whiteley, 1989). Desde entdo o niimero de
genes de proteinas Cry cresceu de 14 para mais de 300, e em 1998 Crickmore e colaboradores
propuseram uma revisdo da nomenclatura para acomodar os novos dados de seqiiéncias.
Atualmente as proteinas Cry compreendem pelo menos 50 subgrupos com mais de 200
membros com pesos moleculares variando de 65 a 140 kDa.

O mais aceito mecanismo de acdo das toxinas Cry é o proposto por Bravo, onde os
insetos (ou larvas) ingerem esporos e cristais em suspensao na agua e, no trato digestivo, sob a
acdo do pH alcalino e de proteases intestinais, as protoxinas encontradas nos cristais sdo
solubilizadas e ativadas. Dessa maneira as toxinas liberadas ligam-se a receptores no topo das
microvilosidades das células do epitélio intestinal causando alteragdes citopatologicas e
matando o inseto (Figura 2) (Bravo et al., 2007). Desde a década de 1930, formulagdes de
esporos e cristais de Bt sdo utilizadas no controle de pragas agricolas (Federici, 2005).

Além das toxinas Cry muitas cepas de B. thuringiensis produzem proteinas toxicas
durante a fase vegetativa do seu crescimento, isto €, antes do processo de esporulagdo, quando
os cristais contendo as toxinas Cry sdo formados. Essas proteinas sdo conhecidas como
Proteinas Inseticidas Vegetativas (VIPs), e sdo toxicas para algumas ordens de insetos,

principalmente a Lepidoptera (Rivera et al, 2004). O Mecanismo de agdo dessas
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*Fonte: Bravo, A. (2007), Toxicon

Figura 2: Modelo de a¢ao das toxinas Cry. (1) Solubilizacdo e ativacdo da toxina; (2);
Ligacdo das toxinas monoméricas a um primeiro receptor, que induz uma modificacdo
conformacional na toxina; (3) Formac¢dao de um oligdbmero; (4) Ligacdo da toxina
oligomérica a um segundo receptor, que acarreta uma nova modificacdo conformacional;
(5) inser¢do da toxina oligomérica na membrana celular e formagao de poro.
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proteinas inclui ligagdo em sitios especificos na superficie do epitélio do trato digestivo, sitios
estes que nao sao os mesmos das toxinas Cry, levando a formagao de poros cation-especificos
que geram um desbalanceamento eletrolitico e levam a paralisia e morte do inseto (Lee et al.,

2006).

%

I.II. EVOLUCAO MOLECULAR NA INTERACAO PLANTA-PRAGA

I.IL.I. Como os genomas evoluem?

Processos de evolucao molecular pré-bidticos levaram ao surgimento de uma molécula
replicante primitiva, que hoje acredita-se ter sido um ancestral dos atuais Acidos Ribonucléicos
(RNAs). Tais moléculas centralizavam em si as duas fungdes basicas dos sistemas bioldgicos: 1)
manuten¢do da informacdo genética a ser replicada e ii) capacidade de catalisar reagdes
quimicas. Aquele era o antigo e famoso “Mundo de RNA” (RNA World) (Orgel, 2000; Spirin,
2005). Em algum momento nos primodrdios da evolugdo bioldgica, esse replicante primitivo
sofreu um processo de celularizagdo ao ser envolvido por um invdlucro lipidico anfipatico. A

celularizagdo foi um dos grandes marcos no processo de evolugdo biologica.

[.II.I.I. Da bioquimica pré-bioética aos genomas, pelo mundo de RNA

E facil imaginar algumas vantagens que a celularizagio tenha trazido a vida que surgia; o
volume restrito pelo involucro lipidico aumentava a probabilidade de que determinadas reagdes
acontecessem e os produtos dessas reagdes encontravam-se protegidos da degradagdo imposta
pelo meio exterior. Os mecanismos de evolugdo pré-bidtica que levaram a celularizacdo da
molécula replicante ancestral, bem como os eventos posteriores que levaram ao surgimento de
uma estrutura proto-celular estavel, ainda sdo dificeis de imaginar até mesmo pelos tedricos
mais sagazes da evolugdo molecular (De Duve, 2009). Porém ha um consenso de que, apos a
estabilizacao do proto-metabolismo celular, a estrutura genético-bioquimica daquela forma de
vida primitiva sofreu seu primeiro processo de diferenciacdo bioquimica. A molécula replicante
ancestral, aquele RNA mantenedor da informacdo genética e capaz de catalisar reagdes
quimicas, aos poucos foi sendo substituido em suas fun¢des por novas moléculas mais estaveis e
eficientes nos papéis a serem realizados. Primeiramente a catalise das reagdes quimicas ficou a

cargo de polipeptideos. Naquele momento, moléculas de RNA catalisavam a formagdo de
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ligagdes peptidicas ao acaso, pois o coddigo genético ainda ndo teria evoluido. A catalise da
formagdo das ligacdes peptidicas por ribonucleotideos foi um passo tdo crucial no
desenvolvimento da bioquimica celular que essa reacdo continua acontecendo até hoje, em todas
as células, na subunidade maior dos ribossomos, como um testemunho de um acontecimento
historico na evolucdo bioquimica. Atualmente, ribozimas artificiais capazes de catalisar reagdes
de aminoacilagdes, ligando um aminoacido a um RNA transportador especifico, nos permite
especular como um primitivo coédigo genético teria evoluido, tendo como molde uma seqiiéncia
linear de RNA fita simples (Alberts, et al., 2008). Naquele momento a historia da breve vida
comecava a adentrar o “Mundo de RNA-Proteinas” (Figura 3), e um cédigo genético, que
relacionava a seqiiéncia de ribonucleotideos de um RNA com a seqiiéncia de um polipeptideo
codificado por ele, estava prestes a surgir.

Uma das evidéncias que aponta 0 RNA como precursor do DNA como mantenedor da
informagdo genética vem do agucar que compdem esses dois acidos nucléicos. A ribose,
presente no RNA, assim como a glicose e outros aglcares simples, pode ser facilmente
produzida a partir de formaldeido, um elemento bastante comum nos primoérdios do nosso
planeta. Em contrapartida a desoxiribose, componente do DNA, ¢ um pouco mais complicada
de se obter, e nos sistemas bioldgicos atuais esse agucar s6 ¢ produzido a partir de uma ribose
pré-existente, com auxilio de enzimas que retiram o oxigénio da hidroxila ligada ao carbono 2
da ribose (Figura 4). Essa dependéncia sugere que acidos nucléicos compostos por desoxriboses
s6 devam ter surgido apds os peptideos terem tomado as rédeas das catalises enzimaticas nos
sistemas bioquimicos primitivos. A hidroxila no carbono 2 da ribose faz do RNA uma molécula
muito instavel, altamente reativa (hoje sabemos que essa hidroxila participa de algumas reagoes,
como as de autosplicing dos introns (Alberts et al., 2008; Nelson & Cox, 2008). Dessa forma
ndo ¢ dificil imaginar a pressdo evolutiva que pudesse levar ao surgimento de uma enzima
especialista em retirar oxigénio das hidroxilas ligadas ao carbono 2 das riboses dos RNAs
primitivos que ao longo de geragdes substituiria as seqiiéncias de RNA codificantes de
peptideos por DNA, uma molécula mais estavel. Certamente, durante a transi¢do do Mundo de
RNA para o Mundo de DNA alguns replicantes primitivos devem ter experimentado formas de
hibridismo, alguns acidos nucléicos poderiam ser formados por riboses intercaladas com
desoxiriboses, outros poderiam ser formados por fitas antiparalelas de DNA e RNA, que por
algum motivo ndo se separaram durante os processos de replicagcdo. Este primitivo erro
replicativo foi um outro grande marco na histéria da evolugao molecular. Um &cido nucléico em
fita-dupla tras consigo, além da informagdo para a sintese de proteinas, um “back-up” da

informacao que pode ser acessado quando a c€lula detectar algum erro na mensagem a ser lida.
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Figura 3: A hipotese de que 0 RNA precede
o DNA e as proteinas na evolucio molecular.
Nas células primitivas, moléculas ancestrais ao
RNA (Pré-RNA) poderiam ter combinado as
funcdes genéticas, estruturais e cataliticas.
Gradualmente o RNA assumiu essas fungdes
do proto-metabolismo. Nas células atuais as
proteinas desempenham as fungdes estruturais
e cataliticas, enquanto o DNA ¢ o repositdrio
da informagdo genética.
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Figura 4: Estrutura elementar de um
ribonucleotideo componente do RNA. Os cinco
carbonos da ribose encontram-se descriminados
em vermelho. Nas desoxiriboses que compdes o
DNA a hidroxila ligada ao carbono 2 ¢
substituida por um hidrogénio.
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Esse erro podera entdo ser reparado de acordo com informacao contida na fita complementar.
Novamente, devido as vantagens oferecidas pelo novo replicante estavel (DNA) com sua
estrutura em fita-dupla, a histéria da vida entrou no capitulo do nosso Mundo de DNA'. Mais
tarde a substituicao da base nitrogenada uracila (U), presente nos nucleotideos que compdem o
RNA, pela timina (T), encontrada atualmente apenas nos DNAs, foi conseqiiéncia da mesma
pressao evolutiva que selecionava a estabilidade da manutengao da informagao genética no novo
replicante.

Muitos nucleotideos sofrem uma perda espontidnea dos seus aminogrupos exociclicos
(desaminagdo). Citosinas desaminadas convertem-se em uracilas (Figura 5) numa taxa que
chega a uma citosina desaminada em cada 10’ citidinas (nucleotideo que carrega citosina) em 24
horas, o que corresponde a 100 desaminagdes por dia numa célula de mamifero (Nelson e Cox,
2008). Caso o DNA mantivesse a uracila na sua composicdo, a integridade da informacao
genética seria prejudicada ndo sé pela alta taxa de mutagdo, mas também por dificultar os
processos de reparo. “Como a célula primitiva distinguiria uma uracila que realmente faria
parte da informagdo genética, daquela que foi gerada por uma citosina desaminada?”.
Certamente a substituicdo de U por T, no DNA, ocorreu apds a transi¢do do mundo de RNA
para o mundo de DNA, quando esta ultima molécula ja era a responsavel pela manutencao da
informacao genética. O RNA, que ndo mais precisava se ocupar de tal cargo, continuou com
suas uracilas até hoje.

Os confiaveis genomas de DNA fita-dupla surgiram entdo na historia da vida.
Certamente eram genomas bem pequenos, capazes de codificar toda a informagdo necessaria
para a construcao e manutencdo das células primitivas que, mais tarde, dariam origem aos
organismos dos trés dominios conhecidos hoje: bacteria, archea e o nosso eucharya. Os atuais
organismos do dominio eucharya, possuem genomas enormes, como o genoma de mais de 3
bilhdes de pares de bases nitrogenadas dos humanos. Porém, segundo a teoria evolucionista
Darwiniana, os genomas complexos e grandes atuais se desenvolveram a partir dos genomas
simples e pequenos dos primeiros organismos celulares, cujos semelhantes mais proximos vivos
hoje sdo as bactérias como a Escherichia coli, que possui um genoma com pouco mais que 4,5

milhdes de pares de bases. Certamente os genomas das proto-células eram ainda menores. Tal

! Recentemente a descoberta de vias para a regulagdo da expressdo génica e defesa celular baseadas em RNAs nio-
codificantes chamou a ateng¢@o da comunidade cientifica para os conhecidos RNAs, que desde os primordios da
biologia molecular moderna eram moléculas subestimadas, cujos papéis no metabolismo celular eram tidos apenas
de intermediarios entre a informagdo genética contida no DNA e a expressdo dessa informacdo na forma de
proteinas. A descoberta das vias de RNA interferente (Hannon, 2002) ¢ dos pequenos RNAs nucleares (Matera et
al., 2007) geraram um novo paradigma na biologia, como se um novo velho mundo de RNA estivesse sendo
redescoberto.
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Figura 5: Conversiao de uma citosina em uracila por desaminac¢io. Esta
reagdo ocorre espontaneamente e a uracila resultante ¢ prontamente reconhecida
como um produto de mutagdo e removida pelos sistemas de reparo do DNA. Em
primitivos genomas de RNA tal erro ndo seria detectado tdo facilmente.
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observagdo levanta uma questdo fundamental: “Como, ao longo do processo de evolugdo e
especiagdo, os genomas cresceram?”, visto que o processo de replicagdo do DNA, que ocorre
antes de toda divisdo celular, primordialmente visa apenas a copia daquela molécula e ndo a sua
extensao?

Hoje conhecemos bem alguns processos moleculares que podem levar a pequenas
ampliacdes nos genomas, entre eles, a duplicagdo e divergéncia de genes, um dos principais
fatores a levar a um aumento do genoma de acordo com o aumento da complexidade dos
organismos. Acredita-se hoje que todos os genes atuais descendam — via processos de
duplicacdo, divergéncia e rearranjo de segmentos — de uns poucos genes ancestrais que existiam
nas formas primitivas de vida (Alberts et al., 2008). Processos como este, ao acontecerem,
promovem varia¢des bioquimicas na célula, podendo gerar alteracdes no fenotipo que sofrerad
com as pressdes da selecdo natural para a eliminagdo ou perpetuagdo. Com o passar das
geragoes, essas pequenas ampliagcdes podem resultar em genomas com bilhdes de pares de bases
divididos em dezenas de cromossomos. Tudo de que a vida precisa para isso ¢ tempo e chance

de errar.

[.II.LIL. Erros de disjuncao e rearranjos nao balanceados na meiose

Erro de ndo-disjun¢do ¢ o nome dado a um fendmeno caracterizado pela separacio
incorreta dos cromossomos homoélogos durante a meiose. O resultado disso ¢ que um dos
gametas hapldides produzidos carece de um dos cromossomos, enquanto o outro possui um
cromossomo a mais. Em mamiferos esse tipo de aneoploidia® ¢ bastante comum, acontecendo
em 5% das gestagcdes de humanos, porém geralmente ¢ incompativel com a vida. Espécimes
com apenas parte de um cromossomo a menos ou a mais sdo mais viaveis, e esse tipo de
variacdo acontece devido a rearranjos ndo balanceados durante o crossing-over da meiose
(Nussbaum et al., 2008). Animais sdo mais sensiveis a variagdes no niumero de cromossomos,
sejam aneuploidias ou poliploidias’. Em contrapartida plantas sio mais tolerantes a esses
eventos. Estimativas apontam que 30-80% das espécies de plantas existentes hoje sdo
poliploides, algumas delas possuindo um genoma composto pela fusdo de diversos genomas de
espécies relacionadas. Em plantas a poliploidia ¢ considerada um dos principais fatores de

especiacao (Wood et al., 2009), para tanto, foi necessaria a evolucdo de intricados mecanismos

? Quantidade anormal de cromossomos em um cariétipo devido a um cromossomo extra ou a falta de um deles.
Geralmente associada a mal formagdes fisicas.

? Variagdes em miltiplos exatos do niimero haploide (n) de um organismo, ex.: 2n (dipléide), 3n (triploide), 4n
(tetraploide). Geralmente gerada por fusdo de gametas ndo reduzidos (2n).
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de compensacdo para aliviar o desbalanceamento génico causado pela multiplicagdo de

genomas (Edger & Pires, 2009).

LILLIIL Elementos Genéticos Transponiveis (Transposons), infeccoes

virais e transferéncia genética horizontal.

Transposons sao seqiiéncias de DNA capazes de se mover, ou “saltar”, de um sitio em
um cromosssomo (sitio doador) para outro sitio no mesmo cromossomo ou €m um cromossomo
diferente (sitio alvo). Transposons sdo encontrados em todos os organismos e, dependendo de
sua estrutura e do mecanismo de transposicdo, serdo classificados de diferentes formas (ex:
Transposons simples: contém apenas a seqliéncia requerida para transposi¢do e genes
codificadores das enzimas (transposases) que promovem o processo; Transposons compostos:
Contém um ou mais genes além daqueles necessarios para o evento de transposi¢do). O
processo de transposicdo pode acontecer de forma direta (Transposicdo Direta), quando as
transposases fazem cortes nas seqiliéncias que flanqueiam os transposons excisando-os do sitio
doador e inserindo-os entre um novo corte realizado no sitio alvo; ou de forma replicativa
(Transposons Replicativos), quando durante o processo de inser¢ao no sitio alvo o transposon
inteiro ¢ replicado (para maiores detalhes sobre os tipos de elementos genéticos transponiveis €
seus mecanismos de transposicao, ver Nelson & Cox, 2008). Em todos os tipos de transposi¢ao
a replicagdo do sitio alvo € constante, pois os cortes realizados pelas transposases geram sempre
extremidades coesivas no sitio alvo, enquanto que o mecanismo de excisao gera extremidades
cegas nos transposons, que se ligam diretamente apenas as extremidades protuberantes dos
sitios alvos. Sendo assim as extremidades retraidas daqueles sitios devem ser elongadas e
ligadas ao transposon (Figura 6). As regides replicadas no sitio alvo permanecerdo como uma
“cicatriz” naquele sitio mesmo quando, centenas de geragdes depois, aquele transposon realizar
mais um evento de transposi¢do. Eventos de transposicdo sdo extremamente raros, por exemplo:
estima-se que a razdo de transposi¢do do transposon Alu, do qual existem hoje 1 milhdo de
copias no genoma humano, ¢ de uma em cada 150 nascimentos (Deininger & Daniels, 1986).

Ao longo das geragdes as transposicoes genéticas contribuiram muito para o crescimento
dos genomas, seja pela replicagdo do elemento genético em si, seja pela duplicacdo dos sitios
alvo. S¢ para citar um exemplo, 40% do genoma humano hoje ¢ constituido por seqiiéncias

relacionadas a elementos genéticos transponiveis ou suas “cicatrizes” (Alberts et al., 2008).
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Figura 6: Evento de transposi¢ao direta com replicacio do sitio de alvo. Os transposons
sdo reconhecidos pelas transposases através da interacdo destas com os sitios de
transposi¢ao (vermelho). Transposases catalisam a excisdo do transposon gerando
extremidades cegas e em seguida inserem-no no sitio alvo clivando-o e gerando
extremidades coesivas. Durante a integracao a extremidade da fita retraida do sitio alvo

deve ser amplificada (azul escuro) ligada ao transposon.
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Infecgoes virais podem transcorrer por duas vias: 1) Via litica, quando apds infectar a
célula e integrar seu genoma ao do hospedeiro o genoma viral ja inicia a sintese das moléculas
responsaveis pela sua replicag@o e se propaga para o meio extracelular ou para outras células; ii)
Via profagica, quando o virus apenas integra o seu genoma ao genoma hospedeiro e aguarda
algum sinal (estresse fisico ou quimico) para iniciar o ciclo litico (Rockney et al., 2008).
Geragdes podem se passar até¢ que virus latentes nos genomas iniciem seus ciclos liticos.
Segundo dados do Projeto Genoma Humano, 8% do genoma humano compreende seqiiéncias
de transposons evolutivamente relacionados a virus (retroviruslike transposons) (Nelson & Cox,
2008).

Transferéncia genética horizontal acontece quando parte de um genoma ¢ transferido
para outro genoma, mesmo sendo este outro genoma de uma espécie diferente. A transferéncia
genética horizontal ¢ bastante comum em procariotos, sendo por essa via que genes de
resisténcia a antibidticos ou genes codificadores de toxinas, freqlientemente encontrados no
DNA plasmidial, podem ser transmitidos entre linhagens de bactérias, por exemplo: as bactérias
do género bacillus sdo praticamente indistinguiveis geneticamente quando considerado apenas o
DNA cromossomal, sendo o DNA plasmidial o responsavel pela diferenca entre as espécies B.
cereus (patdégenos humano), B. anthracis (produtor de proteinas toxicas para mamiferos) e B.
thuringiensis (produtor de proteinas toxicas para insetos). Na natureza ou em laboratério uma
dessas espécies pode ser convertida em uma das outras por troca de DNA plasmidial (Rasko et
al., 2005). A transferéncia genética horizontal de procariotos para eucariotos ¢ um fendmeno um
pouco mais raro, porém bem relatado no tocante aos genes mitocondriais e plastidiais
encontrados no genoma nuclear dos eucariotos (Kleine ef al., 2009). A existéncia de um grande
nimero de genes codificadores de enzimas que degradam a parede celular vegetal em
fitonematdides também ¢ creditada a eventos de transferéncia genética horizontal entre bactérias

e nematoides (Abad et al., 2008).

LILLLLIV. Falhas no mecanismo natural de replicacdo e manutencao do

DNA

Erros nos processos de replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA podem levar a
alteracdes simples na seqiiéncia de nucleotideos, como substituicdes de bases, inversoes,
delecdes e duplicagdes de seqiiéncias. Quando genomas de duas espécies filogeneticamente

distintas sdo comparados, como o genoma de um roedor com o de um peixe, raramente sao
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encontrados genes num organismo que ndo tenham homodlogos® no outro. Genes sem
homologos sdo raros na natureza, em contrapartida freqiientemente sdo encontradas familias
multigénicas que possuem diferentes niimeros de membros em diferentes espécies. Para a
formagao dessas familias os genes devem sofrer sucessivos processos de duplicacdo, o que
permite que as copias excedentes sejam selecionadas para a realizacdo de novas fungdes,
divergindo entre si, sem que a funcao do gene ancestral seja afetada (Figura 7). Duplicacdes de
segmentos de genomas ocorrem com alta freqiiéncia em todas as linhagens evolutivas. Em um
estudo sobre duplicacdes cromossdmicas em leveduras, duplicacdes de 50.000 a 250.000 pares
de bases foram comumente encontradas, muitas das quais eram repeticdes em tandem (Figura 8)
(Koszul et al., 2004). Duplicagdes de genomas inteiros sdo um exemplo dramatico do ciclo
“duplicacdo-divergéncia” de genes, e isso pode ocorrer de uma maneira muito simples: tudo do
que se precisa ¢ de um ciclo de replicacdo do genoma numa linhagem de célula germinativa
sem que haja divisdo celular. Inicialmente o nimero de cromossomos dobrara e todos os genes
daquele genoma existirdo em duplicata permitindo entdo o surgimento e selecdo de mutagoes.
Estima-se que eventos de duplicacdo no genoma da soja tenham ocorrido entre 59 e 13 milhdes
de anos atras, resultando no genoma atual onde aproximadamente 75% dos genes da soja

existem em multiplas copias (Schumtz et al., 2010).

Independente do modo pelo qual um genoma qualquer tenha crescido, se esse processo
tiver produzido mais de uma copia de um mesmo gene, isso sera tudo o que a natureza precisara
para que a estrutura genética se diversifique sem que a funcdo ancestral seja eliminada.
Contudo, ¢ importante distinguir esse processo da divergéncia genética que ocorre quando uma
espécie gera duas novas espécies diferentes. Neste caso, os genes das novas espécies
gradualmente se tornardo diferentes, porém muitos deles continuardo desempenhando as
mesmas fungdes nas diferentes espécies. Genes relacionados dessa maneira, isto é, genes com a
mesma funcao, encontrados em duas espécies distintas que descendem de um mesmo ancestral,
sdo denominados genes ortdlogos. J& genes encontrados em um mesmo genoma e que foram
gerados por duplicagdo génica, se estes divergirem a ponto de desempenharem fungdes distintas

naquele organismo, serdo entdo denominados pardlogos (Alberts et al., 2008).

* Homologia entre genes é representada por certo grau de identidade na seqiiéncia de nucleotideos. Genes
homologos sdo aqueles gerados pela duplicagdo de um gene ancestral ¢ que com o passar das geragdes foram
divergindo um do outro por mutagdes ao acaso. Quanto maior o grau de identidade entre a seqiiéncia de
nucleotideos de genes homologos, menor foi o tempo transcorrido a partir do momento no qual o gene ancestral se
duplicou e os genes resultantes iniciaram o processo de divergéncia.
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Figura 7: Duplicacio e mutacio de genes: uma via para a geracdo da diversidade
bioquimica. Um tUnico gene em um organismo hipotético pode ocasionalmente, por
acidente, ter sido copiado duas vezes durante a replicacio do DNA. Apods diversas
geragdes, com o DNA contendo dois genes de hexoquinase sendo replicado
repetidamente, novos erros podem ocorrer no gene adicional alterando a sua seqii€éncia
de nucleotideos e conseqiientemente alterando também a proteina codificada por ele.
Um erro raro pode levar a proteina codificada pelo gene mutado a desempenhar uma
nova funcao.
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Figura 8: Organizacio em tandem de um segmento intracromossomal de
levedura duplicado. As regides em vermelho e verde correspondem aos sitios de
hibridizac¢do para sondas marcadas com biotina e digoxigenina respectivamente.
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Os conceitos de genes ortdlogos e paralogos sao de especial importancia para a predicao
da funcao génica a partir de seqiiéncias de genes depositadas em bancos de dados. Por exemplo:
se um pesquisador procura por um gene codificador de uma xilanase no genoma do
fitonematdide Meloidogyne incognita, certamente ele estara procurando por um gene ortdlogo a
genes de xilanases. Ao encontrar o gene elegivel, o pesquisador ainda estard sob severo risco de
ter encontrado nao um gene de xilanase, mas sim um gene paralogo aquele ortdlogo de xilanase
que ele procurava. Se a divergéncia paralogica tiver ocorrido ha pouco tempo, pode ser bem
dificil reconhecer o gene elegivel como pardlogo, assim, certamente os responsaveis pela
anotagdo do genoma de M. incognita ndo atentariam para uma recente sutil variagao paraldgica
e anotariam aquele gene como uma xilanase mesmo. Passando isso despercebido, o pesquisador
que procurava por genes de xilanases, se ndo atentar para sutis variagdes na seqiiéncia primaria
da proteina codificada pelo gene elegivel, podera gastar tempo e dinheiro na clonagem de um

gene cuja proteina codificada ndo apresentaria a atividade desejada.

Os mecanismos para a diversificagdo molecular inter e intraespecificos sdo muitos, sdo
bem conhecidos e sdo, inclusive, manipuldveis. A vida, desde seu inicio, s6 pode se proliferar e
recobrir todo esse pequeno planeta devido a capacidade de variacdo, que ao longo de geragdes
lhe permitiu mudar de habitos e forma. Essa capacidade de variagdo mostra-se elegante quando
observada sob a otica da interagdo molecular entre plantas e pragas. O que serd apresentado no

topico seguinte.

I.IL.II. Evolucao dos genes de resisténcia em plantas

A superficie de uma planta transforma-se num verdadeiro campo de batalha bioquimico
durante o ataque de um patdgeno. Ali enzimas hidroliticas estdo prontas para atacar o inimigo,
seja ele a célula vegetal que deva ser invadida, seja a célula de um fungo invasor que deva ser
detido. Além disso, inibidores de enzimas hidroliticas sdo também produzidos por ambas as
partes como um escudo de protecdo. Este jogo de ataque e contra-ataque envolve mais que
enzimas hidroliticas e inibidores, compondo um complexo mecanismo em “zig-zag” que gera
uma “corrida armamentista” entre as plantas e os patdégenos (Salvaudon et al., 2008). Segundo
Misas-Villamil, a interagdo extra-celular entre planta e patdégeno pode ser simplificada
assumindo que ela evoluiu pelos seguintes estagios: 1) microrganismos se tornam patdogenos por
atacarem a parede celular vegetal utilizando enzimas que degradam a parede celular, ou outras

enzimas hidroliticas; i1) em resposta as plantas secretam inibidores para suprimir a agdo das
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hidrolases dos proto-patdgenos; iii) além da supressao, um mecanismo de contra-ataque evolui
nas plantas, que passam a produzir enzimas hidroliticas que t€m como alvo a parede celular dos
proto-patogenos; iv) em contrapartida esses microrganismos produzem inibidores que afetam a
acdo das enzimas produzidas pelas plantas; v) como um ultimo passo hé a evolucao, nas plantas,
de um complexo e refinado sistema de reconhecimento do patdégeno baseado nos genes de
resisténcia (Genes R), que identificam alvos na célula vegetal manipulados pelos patogenos e
induzem uma severa resposta de defesa que inclui a morte celular (Figura 9) (Misas-Villamil &
van der Hoorn, 2008).

A pressdo evolutiva em um sistema como esse ¢ tamanha que hoje é possivel avaliar a
evolugdo de genes de resisténcia quando comparados a outros genes que evoluem sem a pressao
exercida pela “corrida armamentista” tipica do modelo em “zig-zag”. Recentemente Moeller e
Tiffin mostraram que, dentre 17 genes relacionados a patogénese em duas espécies de milho,
dois deles apresentavam evidéncias de sele¢do positiva, enquanto os outros 15 possuiam um
padrao de evolugao neutro (Moeller & Tiffin, 2005). Ao avaliar cinco genes de inibidores de
proteinases em duas espécies do género Populus (P. balsamifera e P. tremula), Neiman e
colaboradores identificaram diversos mecanismos de evolucdo como selecdo positiva e
constri¢do seletiva relaxada, que levaram a divergéncia desses inibidores dentro de uma unica
espécie e entre as duas espécies analisadas (Neiman et al., 2009). Ao longo do processo de
domesticacdo do milho, genes de quitinases foram alvos de intenso processo de evolugdo por
selecdo positiva, o que explica a diversidade desse grupo de moléculas naquela espécie (Wright,
2005). O mesmo foi observado nos mais de 300 membros de uma familia de defensinas de
Arabdopsis thaliana, cuja divergéncia genética também foi explicada pelo processo de selecao

positiva direcionada pelo patogeno (Silverstein et al., 2005).

LILIL.I. De quitinases a inibidores de xilanases

A forca da selecdo positiva sobre as moléculas que atuam na interagdo planta-praga,
além de aprimorar funcdes pela selecdo de variantes moleculares mais reativos, também
influenciam o surgimento de novas fungdes em proteinas codificadas por copias de um mesmo
gene que iniciaram o processo de divergéncia por paralogia. Um caso cldssico que ilustra essa
colocagdo ¢ o do surgimento da atividade inibitéria de enzimas xilanasicas entre as quitinases de

Classe III de plantas.
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Figura 9: Evolucio da interacio molecular planta-patégeno em cinco estagios.
(A) Patégenos atacam a parede celular vegetal usando enzimas que degradam a
parede celular; (B) plantas secretam inibidores que suprimem a atividade das
hidrolases secretadas pelos patdgenos; (C) Plantas secretam hidrolases (proteinas
PR, glucanases, quitinases e proteases) que degradam componentes do patdégeno;
(D) patégenos secretam inibidores que suprimem a atividade das hidrolases de
plantas; (E) Proteinas R detectam a manipulagdo das proteinas vegetais pelo
patogeno e desencadeiam uma resposta mais efetiva que pode incluir a morte
celular. Exemplos do papel exercido pelas moléculas designadas a direita na
interacdo planta-patogeno sao descritos em Misas-Villamil & van der Hoorn, 2008.

47



Ao final dos anos 1990, a atividade inibitéria para xilanases foi constatada em
preparados de farinha de trigo (Debyser et al., 1997) sendo mais tarde atribuida a um inibidor
proteindceo (Rouau & Surget, 1998). O gene para o inibidor de xilanases proteinaceo, XIP-I
(Xylanase Inhibitor Protein I), foi clonado (Elliott et al., 2002) e logo se constatou que a
seqiiéncia de aminoacidos predita a partir da seqliéncia de nucleotideos clonada exibia alta
similaridade com quitinases de classe III da familia 18 das Glicosil Hidrolases (GH18). A
determinagdo da estrutura tridimensional por difragdo de raios-X confirmou a topologia (B/a)s
tipica das GH18 (Figura 10) (Payan et al., 2003). Contudo, uma analise mais detalhada
mostrava diferencas significantes na regido homologa aquela correspondente ao sitio ativo das
verdadeiras quitinases de classe III, como a Hevamina (Scheltinga et al., 1994). Na Hevamina e
em outras quitinases de classe III, um 4cido glutdmico conservado no sitio catalitico doa prétons
para o oxigénio envolvido na ligagdo entre os residuos de N-Acetilglicosamina nos primeiros
estagios da catalise. Nas proteinas pertencentes a familia GH18 e que sabidamente ndo
apresentam atividade quitindsica, como a Concanavalina-B e Narbonina, o acido glutamico
catalitico € substituido por uma glutamina (Henning et al., 1995; Payan ef al., 2003). Ensaios de
mutacao sitio dirigida também confirmaram a importancia deste e de outros residuos envolvidos
no mecanismo de catalise das quitinases de classe IIl de plantas (Papanikolau et al., 2001).
Interessantemente, XIP-I, apesar de possuir o acido glutamico catalitico na posi¢do conservada,
ndo apresenta atividade quitinasica (Mclauchlan ef al., 1999). Davies e colegas justificaram essa
observacao de duas maneiras: i) propondo um engajamento da cadeia lateral do acido glutdmico
catalitico em pontes de sal com dois residuos de arginina proximos que o impediriam de atuar
como doador de prétons (Davies et al., 1997) e, ii) considerando que a cadeia lateral da Tyr-80
bloquearia o acesso do substrato ao sitio ativo.

A alta similaridade topologica e entre as seqiiéncias primarias das XIP e das quitinases
de classe III de plantas sugerem que elas tiveram uma origem evolutiva comum, e que o
processo de divergéncia entre os genes duplicados comegou hd pouco tempo (Durand et al.,
2006). Porém, como explicar um salto evolutivo tdo vertiginoso que levasse uma enzima
glicosil-hidrolitica da familia 18 (quitinase) a desempenhar a fun¢do de um inibidor de uma
enzima glicosil-hidrolitica de outra familia (xilanases: GH10, 11)? Payan e colaboradores, ao
propor o mecanismo de inibicdo das XIP sobre as xilanases, langam luz sobre a evolucao das
XIP dentro da GH18. Segundo Payan, o mecanismo de inibi¢do ¢ baseado na mimetizagdo do
substrato e no bloqueio do sitio ativo, promovendo uma inibicdo reversivel competitiva. Para
tanto o fator preponderante encontra-se na topologia (/a)s das GH18, cujos “loopings” entre as

folhas-f e as hélices-a interagem e bloqueiam o sitio ativo das xilanases (Figura 11) (Payan et
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Figura 10: Estrutura secundaria e terciaria de XIP-I. (A) Diagrama de XIP-I com
os components das estruturas secunddrias numerados. Pontes disulfeto sdo mostradas
em verde (B). Rotacdo da molécula em 90° ao longo do eixo vertical relative a
orientagao mostrada em (A).
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Payan, F. (2004), The Journal of Biological Chemistry

Figure 11: Modelo do complexo ternirio entre XIP-I e duas xilanases das
familias GH10 e 11. Regides da molécula inibidora envolvidas no mecanismo de
inibi¢do sdo representadas por tubos vermelhos.

49



al., 2004). Assim sendo, a selegdo positiva atuaria na conservacao da expressao de genes
pardlogos a genes de quitinases de classe III que houvessem sofrido mutacdes sutis no sitio
ativo, mesmo que estas mutagdes eliminassem a funcdo catalitica, contanto que a topologia
(B/a)s fosse mantida, pois as proteinas codificadas por estes genes continuariam atuando na
“batalha molecular” do apoplasto, s6 que dessa vez ndo mais como quitinases (na rota C da

figura 9), e sim como inibidores de xilanases (na rota B da figura 9).

I.III. ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA O CONTROLE DE PRAGAS NOS
CAMPOS DE ALGODAO

LIII.I. O algodao: aspectos botanicos, producao e agronegoécio no
Brasil e no mundo
A atual classificacao filogenética do algodao, segundo o ‘“Angiosperm Phylogeny

Group” (APQG), da-se segundo descrito no esquema abaixo:

Dominio: Eukarya
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Malvales
Familia: Malvacea
Género: Gossypium

Espécie: Gossypium hirsutum

onde a divisdo Magnoliophyta compreende todas as plantas que produzem flores durante o seu
ciclo reprodutivo; e a classe Magnoliopsida compreende as Magnoliophytas cujas sementes
apresentam dois cotilédones. A ordem Malvales se distingue das demais Magnoliopsidas por
caracteristicas como folhas palmadas, sépalas em forma de cone e um cortex fibroso,
constituido de finas camadas de floema. Na familia Malvacea, as folhas sdo geralmente
alternadas e ha presenga de estipulas. O caule apresenta canais e cavidades mucosas, ¢ “pilus”

também sdo encontrados. As flores podem ser unisexuadas ou bissexuadas, geralmente
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actinomorfas e associadas a bracteas conspicuas, formando um epicélice. Os pistilos sdo
compostos por dois ou mais carpelos conados. O ovario ¢ superior com placentagdo axial.

Existem 4 espécies de algoddo com importincia econdmica, a primeira (G. hirsutum), é
natural da América Central e atualmente vem sendo cultivada de forma extensiva em varios
paises, dentre eles, os Estados Unidos, onde responde por mais de 95% dos campos de algodao.
A segunda (G. barbadense) ¢ originario da América do Sul e bastante cultivado no Peru, onde,
acredita-se, tenha se originado. Essa espécie ¢ mais conhecida pelo alto teor de Gossypol, um
composto toxico com atividade inseticida. Em terceiro e quarto lugar respectivamente
encontram-se o G. herbaceum e o G. harboreum, sendo o primeiro natural do norte da Africa,
mais precisamente nas zonas Saarianas; ¢ o segundo natural das regides entre a India e o
Paquistao (Sauer, 1993).

No Brasil a espécie G. hirsutum (Figura 12) ¢ a mais cultivada, sendo este um
importante cultivar para o agronegdcio brasileiro. A agricultura do algoddo no Brasil ocupa
atualmente uma area de 843 mil de hectares com producao estimada em 1,8 milhdes de
toneladas em caroco e 1,2 milhdes de toneladas em pluma, conforme o quarto levantamento de
graos da Companhia Nacional de Abastecimento 2008/2009. Em 2009 esta cultura gerou um
saldo liquido de 432 milhdes de Dolares para o Brasil, que ocupa o quarto lugar entre os
maiores exportadores de algodao no mundo, segundo estatisticas do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (Conab, 2009). Os trés maiores produtores mundiais sdo: China (32,5

milhdes de sacas), india (24,3 milhdes de sacas) e os E.U.A (13 milhdes de sacas).

LIIL.II. Principais pragas nos campos de algodao do Brasil

Como todas as culturas o algodao esta sujeito ao ataque de pragas. No Brasil, dentre as 6
pragas mais comuns nos campos de algoddo encontram-se: 1) o pulgdo (4Aphis gossypii), uma
das primeiras pragas a atacar o algodoeiro, que suga a seiva da planta causando deformagdes ¢
paralisacao do crescimento; i) as tripes (Frankliniella schultzei), favorecidas por condi¢des de
baixa umidade, geram areas descoradas nas folhas podendo levar a paralisia do crescimento da
planta; iii) o curuqueré-do-algodoeiro (Alabama argillacea), uma mariposa vermelha que
deposita seus ovos na face abaxial das folhas. As larvas, quando eclodem se alimentam de todo
o tecido foliar ao longo das nervuras principais; iv) a lagarta-das-magas (Heliothis virescens),
uma mariposa que deposita seus ovos de forma isolada nos ponteiros das plantas. As lagartas,
quando eclodem, se alimentam de tecidos novos, folhas ou botdes florais; v) a lagarta-militar

(Spodoptera frugiperda), uma mariposa que deposita seus ovos sob as folhas e as bracteas dos
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botdes florais. Quando eclodem as lagartas raspam a superficie abaxial das folhas deixando-as
necrosadas e em seguida infestam as plantas ao redor soltando-se ao vento pelo foi de seda; e vi)
o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis, Coleoptera) (Figura 13), que apresenta o maior
potencial de dano, pois se abate sobre a planta durante diversas fases do seu desenvolvimento

(Tabela 3), atacando e danificando o botao floral (PAPA, 2006).

L.IIL.III. Controle de pragas nos campos de algodao do Brasil

Os cultivares de algodao convivem com uma grande diversidade de insetos-praga que
atacam diferentes partes da planta, como raizes, folhas, flores, botdes florais e frutos. O controle
dessas pragas, na grande maioria dos casos, ¢ feito por métodos convencionais, isto €, por
monitoramento e uso de inseticidas quimicos como Alfa-cipermetrina, Beta-ciflutrina e
Carbaryl, que além de toxicos para células de vertebrados, permanecem por muito tempo no
ambiente podendo contaminar cursos d’agua e assim gerar maiores problemas ambientais.
Alternativas menos danosas, como o controle bioldgico e utilizagdo de feromonios sao
abordagens que, em menor escala, também sdo utilizadas por produtores brasileiros (PAPA,
2006). Variedades transgénicas resistentes a determinadas pragas ja sdo uma realidade nos
campos brasileiros e estdo disponiveis para o produtor desde a safra de 2006 (Diario Oficial da
Uniao, 2005). Nos EUA essa abordagem gerou uma diminui¢do no uso de pesticidas entre 1996
e 2006 da ordem de 289.000 toneladas métricas, equivalente a uma redu¢do de 15,5% (James,
2008). Na China, onde a aplicacdo de pesticidas ¢ feita manualmente, a intoxicagdo de técnicos
agricolas por agroquimicos caiu em 75% (Grossi de Sa & Giband, 2006). Com a liberagdo do
cultivo de algoddes transgénicos em 2005, nos ultimos 5 anos o Brasil passou a se beneficiar de

tais vantagens.

LIIL.IV. Estratégias moleculares para o controle de pragas que
afetam o algodao

Desde que a primeira planta transgénica tornou-se comercialmente disponivel, a
aplicacdo da tecnologia do DNA recombinante para a obtengdo de organismos geneticamente
modificados vem contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de protecdao
agricola. Durante o periodo de 2006 a 2007 o carater preferencialmente desenvolvido dentre os
cultivares transgénicos foi a tolerancia a herbicidas e a insetos. Desde entdo, variedades

transformadas com um unico gene que conferia tais caracteristicas deram lugar a variedades que
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(A) (B)

*Fonte: (A) Forest & Kim Starr (starrimages@hear.org);
(B) khfirdavs.files.wordpress.com/2009/09/cotton

Figura 12: O Algodoeiro (Gossypium hirsutum). (A) Detalhe de uma maca e de
um capulho do algodoeiro. (B) Campo de algodoeiros pronto para a colheita.

*Fonte: http://www.senasa.gov.ar

Figura 13: Bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis). Detalhe do inseto
sobre o botdo floral do algodoeiro.

53



Tabela 3: Esquema geral da ocorréncia de pragas na cultura do algodoeiro.

*Fonte: Belot (2006); adaptado de Gallo, 2002.
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carregam mais de um desses genes (Stacked traits), um exemplo ¢ o algoddo Roundup
Ready®/INGARD®, da companhia Monsanto, que apresenta tolerancia a insetos e resisténcia a
herbicida simultaneamente.

As buscas na natureza por novos genes que possam ser utilizados em programas
biotecnoldgicos, em especial visando o melhoramento do algodao, ¢ constante, bem como o
desenvolvimento de novas estratégias moleculares para a obtencdo de plantas transgénicas mais

produtivas, como sera mostrado a seguir.

[.III.IV.I. Moléculas candidatas

Toxinas Cry. Toxinas Cry tém sido extensivamente exploradas no controle bioldgico de
insetos-praga (Frankenhuyzen, 2009), trazendo grandes vantagens sobre o uso de agentes
agroquimicos, como a alta especificidade e toxicidade contra os insetos alvo, sendo menos
danosas para as plantas, vertebrados e demais invertebrados, incluindo insetos ndo-alvo
(Schnepf et al., 1998). Algumas toxinas Cry foram utilizadas para gerar variedades transgénicas
de algodao resistentes a insetos, como o Bollgard I (CryAc), resistente a Alabama argillacea,
Pectinophora gossypiella e Heliothis virescens; o Bollgard II ( CrylAc + Cry2Ab), resistente a
Helicoverpa caterpillars; e o WideStrike (CrylFa2 + CrylAc), resistente a Hlicoverpa. zea, H.
virescens, Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Pseudoplusia includens, Trichoplusia ni
e P. gossypiella. Como percebe-se, nenhuma dessas variedades disponiveis apresenta resisténcia
ao bicudo-do-algodoeiro (4. grandis), nem mesmo a nenhum outro inseto da ordem coleoptera,
o que justifica as pesquisas que vem sendo realizadas no Brasil em busca de toxinas Cry com
atividade contra coledpteros (Grossi-de-Sa et al., 2007; Martins et al., 2007).

Proteinas Vegetativas Inseticidas (Vegetative Insecticidal Proteins) — VIPs. Como as
toxinas Cry, as VIPs apresentam um restrito e diferenciado espectro de atividade. Alguns
insetos ndo susceptiveis a toxinas Cry sucumbem a algumas VIPs (Bhalla et al., 2005), o que
faz dessas moléculas boas candidatas para serem utilizadas junto as toxinas Cry em programas
de melhoramento do algoddao. Atualmente duas variedades de algoddo transgénicos da
Syngenta, resistentes a lepidopteros, estdo sendo avaliadas para comercializagdo, uma delas
carregando unicamente o gene vip34, € uma outra os genes vip34 e crylAb, que conferem

resisténcia a H. virescens e S. frugiperda (Adamczyk & Mahaffey, 2008).

LIII.IV.II. Técnicas e aplicacoes

Genes piramidados (Stacked genes). Por esta abordagem dois ou mais genes,
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preferencialmente codificando proteinas com diferentes mecanismos de acdo, podem ser
incorporados em um vetor e inseridos em plantas para reenforgar o carater desejado ou atrasar o
surgimento de resisténcia entre as pragas (Maruthasalam et al., 2007). Algodao transgénico
expressando o gene crylAc junto a um gene que codifica para CpTI (Cowpea Trypsin Inhibitor)
resultou em maiores niveis de resisténcia a Helicoverpa zea (Shirong, 2004), ja a variedade
Bollgard II foi construida pela piramidinizagdo de dois genes de B. thuringiensis (crylAc e
cry2A4b), e foi aprovado para o controle de lepidopteros. Algodao transgénico resistente a
insetos e tolerante a herbicida também foi desenvolvido por essa técnica e ja ¢ um produto de
mercado (Halpin, 2005). Mais recentemente as empresas Monsanto e Dow Agroscience
lancaram um milho com 8 genes piramidados, sendo 6 de resisténcia a insetos (cry34A4bl,
cry354bl1, cry3Bbl modificado, crylF, crylA.105 e cry24b) e dois genes de tolerancia aos
herbicidas glifosato e glifosinato de amonio (Gatehouse, 2008).

Proteinas de fusdo. Uma outra abordagem para elevar a toxicidade de um organismo
transgénico por meio da inser¢do de multiplos aspectos ¢ fundir diferentes genes criando
proteinas de fusdo, as quais se encontrardo covalentemente associadas. Fitches e colaboradores
reportaram a constru¢do de uma proteina de fusdo composta por uma lectina (GNA), fundida a
uma neurotoxina de veneno de aranha (Segestria florentina toxin: SFI1). Essa molécula
recombinante mostrou-se capaz de ser transportada para a hemolinfa de Lacanobia oleracea
causando 100% de mortalidade depois de 6 dias (Fitches ef al., 2004a). Mais tarde o mesmo
grupo descreveu a fusdo de uma toxina de escorpido (ButalT) com a mesma GNA gerando uma
proteina de fusdo ativa contra Lacanobia oleracea (Trung et al., 2006).

Evolugao molecular “in vitro”. Além da mutagénese sitio-dirigida, que consiste na
mudan¢a pontual de algum residuo de uma macromolécula a fim de se estudar aspectos
estruturais da atividade, a evolugdo molecular in vitro com selecdo de variantes ¢ uma poderosa
e versatil nova tecnologia que serve ao mesmo proposito. Esta metodologia tem sido utilizada
para aumentar a atividade de algumas moléculas contra insetos-praga através de DNA Shuffling,
como descrito por Stemmer (1994) e Zhao & Arnold (1997). Essa técnica de evolugdo in vitro
consiste em um conjunto de 4cidos nucléicos homodlogos que sdo fragmentados e submetidos a
sucessivos ciclos amplificagdo sem a utilizagdo de primers propriamente ditos, onde os homo e
heteroduplex gerados pelo pareamento dos fragmentos homologos funcionam como primers
gerando bibliotecas de seqiiéncias aleatérias que podem ser avaliadas em busca de mutantes
promissores. Diferentes genes podem ser combinados usando-se essa metodologia gerando
proteinas quiméricas, as quais sdo selecionadas utilizando-se um sistema altamente eficiente de

expressao de proteinas, como o Phage Display (Barbas ef al., 2001). Como um exemplo o grupo
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do Laboratoério Planta-Praga I da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia utilizou DNA
Shuffling e Phage Display para gerar e selecionar variantes do gene cry8Kal numa biblioteca
combinatorial. Quando comparados ao gene parental, alguns mutantes mostraram maior
toxicidade ao A. grandis (Grossi-de-Sa et al., patente em preparacdo, 2008). Da mesma forma, a
busca por variantes de um inibidor de a-amilase em uma biblioteca combinatorial construida a
partir de genes de inibidores de a-amilase a-Al-1 e a-Al-2, isolados de feijado comum
(Phaseolus vulgaris) produziu variantes ativas contra enzimas digestivas de 4. grandis (Grossi-
de-Sa, 2005).

RNA interferente. Recentemente a descoberta de vias de regulacdo da expressdo génica e
de defesa celular baseadas em RNAs nao codificantes chamaram a atencdo da comunidade
cientifica para essas velhas conhecidas moléculas, os RNAs, como se um “novo velho mundo de
RNA” estivesse sendo descoberto.

RNA interferente, ou silenciamento por RNA, refere-se coletivamente a diversos
processos mediados por moléculas de RNA que ocorrem na maior parte das células eucarioticas
e resultam na inibi¢do seqiiéncia-especifica de um gene. Tal inibicdo pode se dar no nivel
transcricional, traducional ou simplesmente afetando a estabilidade do mRNA. Esses processos
compartilham trés passos bioquimicos basicos: i) formacdo de RNA fita-dupla (double strand -
ds)RNA; ii) processamento de dsRNA a pequenos (small — s) 20-24 nucleotideos dsRNA; e iii)
acdo inibitdria das fitas de SRNAs selecionadas no complexo efetor agindo sobre um RNA ou
DNA complementar (Figura 14). Essa maquinaria pode funcionar como um mecanismo
regulador sobre RNAs enddgenos ou, no caso de RNAs exdgenos, como uma resposta imune
baseada em RNA.

No tocante a biotecnologia do algoddo essa técnica ¢ bastante util para gerar plantas
transgénicas resistentes a insetos ou com modificagdes quimicas para melhorar a qualidade da
fibra. Um milho resistente a coledpteros foi desenvolvido pela expressdo de (ds)RNA de
Diabrotica virgifera, onde a ingestao do (ds)RNA pelo coledptero desencadeou a Via de RNALI,
confirmando o seu potencial para o controle de insetos praga (Baum et al., 2007). Contudo,
devido ao curto comprimento do siRNA, a interagio com RNA enddgenos ndo-alvo e
silenciamento de genes ndo-alvo ¢ impredizivel, o que acarreta num importante risco dessa

abordagem, como revisto por Echeverri e colaboradores (Echeverri et al., 2006).
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Figura 14: Vias de RNAi em plantas. RNAi pode ser induzido em plantas pela
expressdo de micro RNAs artificiais (amiRNA) ou pela introdu¢do de um pequeno
RNA interferente sintético (siRNA), dentre outros modos. amiRNAs sdo
processados pela enzima Dicer-like 1 (DCL1), enquanto siRNA sdo
predominantemente processados pela DCL4, produzindo siRNAs de 21
nucleotideos, os quais sdo metilados pela HUA ENHANCER1 (HEN1), uma metil
transferase especifica de plantas. O siRNAs metilado é acoplado a um complexo de
silenciamento onde a proteina AGO1 ¢ o maior componente. O complexo AGO1-
siRNA inibe a expressdo dos mRNAs que carregam as seqii€éncias complementares
pela clivagem do RNA alvo ou prevenindo sua tradugdo. Alguns dos efeitos do
RNAI podem resultar da producdo de siRNAs por meio das vias DCL2 e DCL3; por
exemplo, o siRNA de 24 nucleotideos produzido pela DCL3 causa modificagdes na
cromatina que podem levar ao silenciamento transcricional do gene alvo (Modified
from Small, 2007 and Kanazawa, 2008).
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I.IV. ALVOS MOLECULARES PARA O CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

I.IV.I. Atividade xilanasica na interacao planta-fungos

Fungos secretam uma gama de enzimas como proteases, lipases, a-amilases, celulases e
xilanases no intuito de transformar a matéria organica ambiental em fonte de carbono ou obter
espago para a infec¢do da célula a ser invadida. Em alguns casos xilanases compreendem 75%
de todas as proteinas secretadas por esses microrganismos (Khandke ef al, 1989), sendo a
sintese e secrecao destas enzimas induzidas por xilana ou compostos contendo xilana, como
polpa da beterraba, bagaco de cana de actcar, papel, dentre outros (Maheshwari et al., 2000).

Uma multiplicidade de isoformas de xilanases ¢ conhecida em fungos mesofilicos e
termofilicos. Essas isoformas diferem entre si no que diz respeito a estabilidade, eficiéncia
catalitica, atividade sobre o substrato ¢ massa molecular. Tamanha variabilidade bioquimica
levou alguns autores a desacreditar a importancia de tais enzimas na viruléncia dos patogenos,
pois experimentos de delegdo de genes de xilanases ndo mostravam alteragdo na capacidade
infectiva de fungos (Juge, 2006). Mais tarde essa observagao foi justificada pela multiplicidade
de genes que codificam proteinas funcionalmente redundantes. Hatsch e colegas mostraram que
quando Fusarium cresce em um meio rico em xilana, mais de 30 genes relacionados a xilanases
sdo transcritos (Hatsch et al., 2006). Apesar disso, a importdncia dessas moléculas para a
infectividade de fungos se tornou patente quando a delecdo de um gene codificador de uma
endoxilanase de B. cinera levou a uma queda significativa na viruléncia do fungo, retardando o
surgimento de lesdes secundérias em folhas de tomate (Brito ef al., 2006), A grande diversidade
dessa familia de enzimas hidroliticas pode ser explicada pela necessidade de difusdo dessas
moléculas nas diferentes estruturas das paredes celulares dos mais variados 6rgdos (folhas,
troncos, raizes) e espécies vegetais (Prabhu & Maheshwari, 1999).

Até o momento nenhuma outra atividade para essa classe de enzima foi descrita além da
degradagdo de compostos contendo xilana para a utilizagdo, por parte do fungo (ou bactéria)
desse aguicar como fonte de carbono ou para invasao das células hospedeiras. Xilanases parecem
ndo desempenhar nenhuma fungdo reguladora nos organismos que as produzem, porém
organismos infectados por patdgenos secretores de xilanases desenvolveram um sistema de
defesa no qual tais enzimas atuam como elicitores de resposta de defesa como resultado de uma

interacdo “ligante-receptor” (Ron & Avni, 2004).
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I.IV.II. Xilanases como alvo para o controle de fungos
fitopatogénicos

Sendo os polimeros de xilana os segundos mais abundantes na parede celular vegetal,
compondo 40% da parede celular primaria de monocotiledoneas e atras apenas da celulose, a
degradacgdo desses polimeros pelas xilanases dos patdégenos ¢ um passo crucial para a infec¢ao
da célula vegetal, o que faz da inibicdo dessas xilanases, por parte da célula hospedeira, uma
estratégia de defesa fundamental no modelo em “zig-zag” da interagdo planta-patdgeno.

Xilanases sdo enzimas pertencentes as familias 8, 10 e 11 das Glicosil-hidrolases (GHS,
10 e 11) capazes de clivar ligacdes xilosidicas do tipo B(1-4) ou B(1-3) entre os residuos de
xilopiranose que compdem a xilana (Collins et al., 2002; 2005). Diversas xilanases de fungos,
bactérias e nematdides fitopatogénicos ja foram isoladas e caracterizadas (Lo ef al., 2009; Khan
& Sims, 2005; Dautova et al., 2006). Alguns inibidores de enzimas que degradam a parede
celular vegetal, j& foram descritos no topico L.IIV. As XIPs, as TAXI e as TL-XI sdo capazes de
inibir xilanases de patogenos sem afetar a atividade dessas enzimas hidroliticas endogenas dos
vegetais. Tal tarefa mostra-se extremamente dificil de ser cumprida, devido a grande quantidade
de genes codificadores de xilanases e a diversidade de isoformas dessas enzimas encontrados
em um Unico microrganismo fitopatogénico (Prabhu & Maheshwari, 1999; Hatsch et al., 2006).
Um inibidor capaz de suprimir significativamente a atividade xilanasica dos patogenos devera
apresentar atividade sobre diversas formas de xilanases. Neste ponto as TAXIs e as TL-XI
encontram-se em desvantagem em relacao as XIP, pois as primeiras sdo capazes de inibir
apenas xilanases da familia GH11, enquanto as XIP inibem tanto xilanases da familia GHI1
quanto as da GH10 (Juge, 2006). Outros resultados também pdem as XIPs a frente de TAXIs e
TL-XI, como os apresentados por Igawa e colaboradores que sugeriram papéis diferentes para
XIPs e TAXIs na defesa vegetal, visto que a expressao de genes codificadores de XIPs ¢
induzida por fatores que desencadeiam respostas de defesa por parte das plantas, enquanto os
genes para TAXIs analisados, ndo (Igawa et al., 2005). XIPs também se mostraram inibidores
mais potentes que as TAXIs sobre uma xilanase de Penicillium (Furniss et al., 2002). Para
nenhum dos trés tipos de inibidores, até o momento, foi relatada atividade inibitéria para as
xilanases da familia GHS.

Apesar do importante papel das enzimas xilandsicas no processo de infeccdo das plantas,
essas moléculas ainda s3o subestimadas como alvo para programas biotecnologicos que visem a

geracao de resisténcia em plantas suscetiveis a patogenos como fungos, bactérias e nematoides.
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I.V. O PROJETO GENOMA CAFE

I.V.I. Historico

Devido a importancia econdmica do café, produzido em mais de 60 paises e que
movimenta um mercado de 10 & 12 milhdes de délares por ano, o seqiienciamento do seu
genoma pela comunidade cientifica constituia um marco bastante esperado pelos setores de
producdo, industria e comércio mundial dessa cultura. Sendo o Brasil um dos trés maiores
produtores mundiais — Brasil (46 milhdes de sacas), Vietnam (16 milhdes) e Colombia (10,5
milhdes) respondem por mais de 50% da produgdo mundial, sendo o Brasil sozinho responsavel
por mais de um terco da produgdo (International Coffee Organization, 2008) - foi dos
pesquisadores brasileiros a iniciativa de seqiienciar o genoma do café a partir de bibliotecas de
cDNA de trés espécies: Coffea arabica, Coffea canephora e Coffea racemosa; cujos
germoplasmas foram disponibilizados por centros de pesquisas brasileiros (Vieira et al., 2006).

O Projeto Genoma Café Brasileiro foi formulado em 2002 através de um acordo de
cooperagdo assinado entre o Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café
(CBP&D-Café), um consorcio nacional de 40 universidades e institutos de pesquisa, a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sdao Paulo (FAPESP) e o Férum Permanente das Relagdes Universidade-Empresa
(UNIEMP), sendo o CBP&D o responsavel pela coordenagdo central do projeto. Em um passo
inicial o projeto compos um banco de dados com mais de 200.000 “reads”, contendo 25.000
genes, 0 que representa em torno de 2/3 de todos os genes do café. O acesso ao banco de dados
¢ livre para 6 universidades publicas ligadas a FAPESP e para organizagdes e institutos de
pesquisa membros do CBP&D, contudo qualquer outro usuario pode utilizar o banco de dados
com acesso limitado apos aprovacdo por parte do comité de diretrizes do Projeto Genoma Cafg,
conquanto que um contrato de condicdes especificas seja lavrado para a protecdo dos direitos de
propriedade intelectual do projeto (Vieira et al., 2006).

O Projeto Genoma Café Brasileiro foi desenvolvido com o intuito de disponibilizar a
comunidade cientifica recursos da gendmica moderna que permitissem o desenvolvimento de
programas biotecnoldgicos voltados para o incremento do agronegocio do café. Para isso, foram
seqiienciados 214.964 clones escolhidos aleatoriamente de 37 bibliotecas de cDNA de C.
arabica, C. canephora ¢ C. racemosa representando estadios especificos do desenvolvimento de
células e de tecidos do cafeeiro, bem como tecidos e 6rgdos submetidos a estresses bidticos e
abioticos, resultando em 130.792, 12.381 e 10.566 seqiiéncias de cada espécie. Os ESTs foram

agrupados em 17.982 contigs e em 32.155 singletons. A comparagdo destas seqiiéncias pelo
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programa BLAST revelou que 22% ndo tiveram nenhuma similaridade significativa as
seqliéncias no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (de fungao
conhecida ou desconhecida). A base de dados de ESTs do cafeeiro resultou na identificagdo de
cerca de 33.000 unigenes diferentes. Os resultados de anotagdo das seqiiéncias foram
armazenados em base de dados “online” em http.//www.lge.ibi.unicamp.br/cafe, estando a
disposicdo de pesquisadores do Brasil e do exterior que atuam em projetos que visam o
melhoramento da cultura do café e a competitividade desta cultura no mercado (Vieira ef al.,

2006).

I.IV.II. O Genoma Café como fonte de genes para uso biotecnolégico

Assim como o café, diversas outras importantes culturas mundiais tiveram seus genomas
seqiienciados recentemente, como por exemplo, a cana-de-agucar (Sugar Cane EST Genome
Project — SUCEST) e o arroz (Rice Genome Annotation Project). A disponibilizacdo de
genomas em bancos de dados de ESTs constitui-se em uma ferramenta poderosa disponibilizada
ao pesquisador.

Até o inicio da “Era GenOmica”, o pesquisador contava apenas com uma abordagem
direta frente a natureza para encontrar a atividade bioldgica desejada, isolar a molécula ativa e
estuda-la estruturalmente ou em acdo sobre sistemas biologicos. Com a disponibilizagao de
bancos de dados de genomas os pesquisadores tém a opcdo de iniciar um trabalho in silico,
analisando e comparando seqiiéncias de genes de um Unico organismo ou de organismos
diferentes. O Projeto Genoma Café, além de um importante documento de caracterizacao
molecular do café, langa luz sobre os processos de regulacdo da expressao génica e sobre genes
envolvidos em respostas a estresses bidticos e abiodticos. As 37 bibliotecas de ESTs utilizadas
foram construidas a partir dos mais diversos tipos celulares e células cultivadas in vitro
submetidos a diferentes condigdes ambientais e infecgdes por patdogenos, como bactérias e
nematoides (Vieira et al., 2006). As bibliotecas de ESTs evidenciam genes induzidos em
resposta a reguladores de crescimento vegetal, como 4&cido aracdonico; a estresses salino; a
infec¢@o por nematoides e Xyllela spp.; dentre outras situagdes. A expressao génica também foi
documentada no tocante a variagdo espacial em diferentes 6rgdos como raizes, folhas e calos
embriogénicos (Vieira et al., 2006).

Os dados levantados pelo projeto ja geraram frutos no que diz respeito a compreensao de
aspectos genéticos e moleculares dessa cultura. Em 2008 Priolli e colaboradores conseguiram

estudar o padrdo de heranca de genes relacionados a sintese de cafeina entre hibridos de C.

62



arabica e C. canephora (Priolli et al., 2008). Em 2009 Maluf e colegas esclareceram questdes
sobre os mecanismos moleculares da sintese de cafeina em frutos com alto ou baixo teor dessa
substancia (Maluf et al., 2009). Estudos sobre genes do café relacionados a resisténcia a pragas
sdo atualmente conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em especial no
Laboratoério Planta-Praga 1. Sendo um deles relacionado a um inibidor de xilanase do tipo
quitinase (reportado nesta tese) e um segundo relacionado a uma defensina com atividade
antifungica.

A disponibilidade de tamanha quantidade de informagdo sobre a dinamica molecular do
café ¢ sim uma ferramenta importante, porém a utilizagdo de tais bancos de dados deve ser
utilizada com cautela quando se busca a fun¢do de determinado gene. A existéncia de genes
paralogos (ver item LILI) pode levar a incorreta relagdo entre a seqiiéncia de um gene e sua
funcdo, sendo um dos objetivos dessa obra tornar patente a importancia dos critérios utilizados
nos processos de anotacdo de genomas bem como os riscos da predicdo da fungdo génica

baseada em seqiiéncias depositadas em bancos de dados.

I.VI. A SOJA (Glycine max)

I.VI.I. Aspectos botanicos, origem e historico agricola

A soja ¢ uma leguminosa, e como tal ¢ classificada filogenéticamente como pertencente
a Divisdo Magnoliophyta; Classe Magnoliopsida; Ordem Fabales; Familia Fabaceae e Género
Glycine, de acordo com a atual classificacdo de angiospermas. O género Glycine ¢ subdividido
em dois subgéneros, Glycine e Soja. O Subgénero Soja (Moench) F.J. Herm. inclui a soja
domesticada, Glycine max (L.) Merr. e o tipo selvagem Glycine soja Sieb. & Zucc. (Singh &
Jauahr, 2005). Ambas sdo espécies anuais cujo crescimento lhes permite atingir alturas que
variam de 20 cm a 2 metros. Os caules, as folhas e as vagens sdo cobertos por finos pilos. As
folhas sao trifoleadas e os foliolos possuem de 6 a 15 cm de comprimento e 2 a 7 de largura, que

caem apdés a maturacdo das sementes. As flores, de cores branca, rosa ou purpura, sofrem
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autopolinizagdo e apresentam placentacao axial. Os frutos sdo vagens capilares que crescem em
pedunculos de 3 a 5 vagens medindo de 3 a 8 cm. Cada vagem contém de 2 a 4 sementes com
diametro aproximado de 5 a 11 mm (Figura 15) (Newell & Hymowitz, 1983). As condi¢des
Otimas de crescimento incluem temperaturas entre 20 e 30 °C e solos aluviais com bom
contetudo organico. Os cultivares modernos tem uma média de altura de 1 m e seu ciclo de vida
leva em torno de 80 a 120 dias (Wik, 1962).

A espécie mais cultivada atualmente ¢ a Glycine Max (L.) Merr, que se originou da
domesticacdo da soja selvagem Glycine soja Seib. et Zucc., o que aconteceu ha
aproximadamente 5.000 anos ao sul da China (Gai, 1997). A soja domesticada apareceu na
literatura pela primeira vez em 1753 na obra “Species Plantarum”, de Carl Linnaeus.
Inicialmente foi denominada Phaseolus max L., e mais tarde, em 1917, Elmer Drew Merrill, um
botanico americano, propds o nome valido atualmente (Singh & Jauahr, 2005).

A dispersdo da soja domesticada na China ndo aconteceu rapidamente, por exemplo, os
registros da cultura da soja no Japao nao datam de mais de 2.000 anos (Li & Nelson, 2001). Em
1700 a soja foi introduzida na Europa sendo, em 1765, levada a América do Norte visando o
mercado de molho de soja. Cinco anos depois ela passou a ser utilizada também como forragem
(Wei et al.,, 1983) e somente no inicio do século XX, mais precisamente em 1915, a soja passou a
ser utilizada com a finalidade que hoje ¢ o principal objetivo do seu cultivo mundial, a produgao
de o6leo de soja (Wilson, 1987). A descoberta da soja como uma importante fonte de 6leo
vegetal mudou permanentemente a percepcdo da sua producdo. Essa transi¢do trouxe a
necessidade de novos cultivares mais produtivos. Na década de 1930 o Departamento de
Agricultura Americano (USDA) iniciou programas de melhoramento, o que foi reenforcado pela
aquisi¢ao de mais de 4.000 variedades de soja chinesas. Atualmente o banco de germoplasma de
soja do USDA contem mais de 18.000 cultivares de Glycine max (USDA, ARS 2007).

A soja adentrou o Brasil em 1882, quando o Professor Gustavo Dutra, da Escola de
Agronomia da Babhia, realizou estudos de avaliagdo de cultivares vindas dos EUA. Em 1900 o
Instituto Agrondmico de Campinas, SP, promoveu a primeira distribui¢do de sementes de soja
para produtores paulistas, e nessa mesma data registrou-se o primeiro cultivo de soja no Rio
Grande do Sul, onde a cultura encontrou oOtimas condi¢cdes para se expandir, dada a
adaptabilidade do material genético existente no Brasil com as condigdes climaticas
predominantes no extremo sul do pais (Bonato & Bonato, 1987). A exemplo dos EUA, no Brasil
também a soja comegou a ser cultivada como planta forrageira e s6 em 1941, com a implantagao

da primeira industria processadora de soja no pais (Santa Rosa, RS), a cultura da soja passou a
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(A) (B) ©

*Fonte: (4) http://www.dpi.qld.gov.au; (B) http://katynally.files.wordpress.com;
(C) http://blog.wanderingspoon.com

Figura 15: A soja. (A) Cultivo de soja Glycine max L. (B) Pedinculo contendo
duas vagens de soja. (C) Sementes de soja.
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ter na producao de graos a sua prioridade. Naquele mesmo ano, com uma produgdo de 25.000 t,
o Brasil apareceu pela primeira vez como produtor de soja nas estatisticas internacionais
(Bonato & Bonato, 1987). Entre 1940 e 1960 a cultura da soja se beneficiou dos incentivos
agricolas destinados a triticultura, naquela época a soja era plantada em rota¢do de cultura com
o trigo, pois era a melhor alternativa de verdo para suceder o trigo plantado no inverno. Apenas
na década de 1960 a soja realmente se estabeleceu como uma cultura economicamente
importante para o Brasil, € no decorrer de nove anos sua producdo quintuplicou, de 206 mil
toneladas em 1960, para 1,056 milhdo de toneladas em 1969 (Bonato & Bonato, 1987).
Atualmente a regido Centro-Oeste do Brasil ¢ a maior produtora de soja, seguida de
perto pela regido Sul. A regido sudeste também ¢ um importante polo de producao, como o
proximo item deixard evidente ao expor os dados do agronegocio da soja no Brasil nos tltimos

anos.

I.VL.II. Producao e agronegocio no Brasil e no mundo

Atualmente os seis maiores produtores de soja no mundo sdo: Estados Unidos, Brasil,
Argentina, China, India e Paraguai (na ordem em que sdo citados). A producio de cada um
deles nos tultimos 10 anos, segundo os dados do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (Mapa), encontra-se descrita na tabela 4. Nos Estados Unidos, o maior produtor
mundial, a producdo de soja movimentou um mercado de 27 bilhdes de Doélares em 2008. No
ano em questdo a area plantada foi de 30,3 milhdes de hectares e os campos apresentaram uma
produtividade média de 2.500 kg/ha, segundo os dados do United States Agriculture
Departament Service — USDA (http.//www.nass.usda.gov).

Em 2006 o Brasil exportou 35,8 milhdes de toneladas de soja, incluindo seus derivados,
o que rendeu ao pais 8,7 bilhdes de dolares, o maior valor da balanca comercial brasileira
relativo a produtos agropecuarios naquele ano. No ano seguinte as exportagdes brasileiras de
soja cresceram em torno de 20%, e em 2008, devido a alta no preco internacional, o Brasil
lucrou 17,2 bilhdes de Doélares com a exportacdo de soja (um aumento de aproximadamente
70%), apesar de que o aumento em toneladas exportadas tenha sido de apenas 5,6%. A
turbulenta situacdo financeira mundial que assolou o mundo entre setembro de 2008 ¢ julho de
2009 (“Credit Crunch”) foi responsavel por essa alta no preco. Enquanto a economia mundial se
debatia para superar a crise, auxilios financeiros fizeram o preco da soja cair, e em 2009, com a

exportagdo de 41,5 milhdes de toneladas (9,8% a mais que em 2008) o Brasil lucra ndo mais que
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Tabela 4: Principais paises produtores de soja (em milhdes de toneladas).

1998/99 1999/00 2000/01 2001/02 2002/03 2003/04 2004/05 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09
Estados Unidos 74,6 72,22 75,06 78,67 75,01 66,78 85,01 83,37 86,77 72,86 80,54
Brasil 30,77 32,34 38,43 41,92 52,02 49,79 52,3 55,03 58,39 61 57
Argentina 20 21,2 27,2 30 35,5 33 39 40,5 48,8 46,2 43
China 15,15 14,29 15,4 15,41 16,51 15,39 17,4 16,35 15,97 14 16,8
india 6 52 5,25 54 4 6,8 5,85 6,3 7,69 9,3 10
Paraguai 3,05 2,9 3,4 3,55 4,5 3,91 4,05 4 6,2 6,8 4
Demais paises 9,72 9,84 9,18 8,31 9,26 9,63 11,41 12,38 12,83 10,72 11,94
Mundo 159,29 157,99 173,92 183,26 196,8 185,3 215,02 217,93 236,65 220,88 223,28

Fonte: Anudrio estatistico de agroenergia. Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (2009).
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16,8 bilhdes de Dolares (deficit de 2,3% nas exportagdes entre 2008 e 2009) (Conab, 2006;
2007; 2008; 2009). Esta queda esta longe de ser um indicativo de que o mercado esta entrando
em uma zona de saturacdo, porém aponta uma necessidade de melhoramento das técnicas de
producdo para que a cultura da soja no Brasil mantenha-se competitiva no mercado
internacional.
Dentre as cinco mais plantadas culturas do Brasil, a soja ocupa o primeiro lugar, com
21,7 milhdes de hectares; seguida pelo milho (14,1 milhdes ha), feijao (4,1 milhdes ha), arroz
(2,9 milhdes ha) e trigo (2,4 milhdes ha) (Conab, 2009). No Brasil a principal regido produtora
de soja ¢ a Centro-Oeste com 9,9 milhdes de hectares plantados, dos quais 5,8 milhdes
encontram-se no Mato-Grosso; contudo, esse estado, com uma produtividade de 3.000 kg/ha,
perde nesse item para o Distrito Federal, que apresenta produtividade de 3.200 kg/ha em uma
area plantada de 48,9 mil hectares. A segunda regido com maior area plantada ¢ a Sul, com 8,2
milhdes de hectares dos quais 4 milhdes encontram-se no Parana; porém a regido Sudeste, com
Minas Gerais como o maior estado produtor possuindo 914 mil hectares de area plantada,
apresenta uma produtividade de 2.700 kg/ha, contra 2.200 kg/ha na regido Sul (Tabela 5) (dados
da “Série historica de darea plantada - Safras 1976/77 a 2008/09 — Soja Brasil”.
http://www.conab.gov.br). Tais divergéncias no tocante a area plantada e produtividade podem
ser explicadas por diferengas edafoclimaticas entre as regides, o que implica em uma desigual
susceptibilidade a pragas e doengas; por fatores climaticos isolados, como a auséncia de chuvas
na regido Sul durante os primeiros 4 meses de 2009; e por diferencas na utilizagdo de
tecnologias para a produgdo agricola. Vale ressaltar, de acordo com os dados apresentados
acima, o quanto os campos brasileiros, em especial os da regido Centro-Oeste, sdo mais
produtivos que os campos dos EUA.
Dentre os fatores citados acima, que tornam desigual a produtividade dos campos de soja
nas diferentes regides produtoras no Brasil, serdo focados no proximo item os de ordem bidtica

relacionados as doengas e pragas que afetam os campos de soja do Brasil.

I.VLIII. Pragas, doencas e controle fitosanitario nos campos de soja

do Brasil
Durante todo o seu ciclo a cultura da soja esta sujeita ao ataque de diferentes tipos de
insetos, fungos, bactérias, virus e nematoides, que devem ser controlados de modo a nao

comprometerem a produtividade dos campos. E estimado que as perdas anuais nos campos de
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Tabela 5: Area de plantio X produtividade nas principais regides e estados produtores

Centro-oeste

Sudeste

Sul

Mato Grosso

Distrito Federal

Outros estados

Minas Gerais Sd&o Paulo | Parana Outros estados
Area plantada 5.828,20 48,9 4.022,00 914,8 531,3 |4.069,20 4.207
(em 1000 ha)
Produtividade 3.082 3.200 2.700* 2.941 2.459 2.337 2.321*
(em kg/ha)

* Média da produtividade dos demais estados.

Fonte: Série historica de area plantada - Safras 1976/77 a 2008/09 — Soja Brasil.
http://www.conab.gov.br/conabweb/index.php? PAG=131).
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soja devido a pragas e doencas seja da ordem de 15 a 20% (Mesquita et al., 1998). Neste topico
serdo apresentadas as mais importantes pragas ¢ doencas causadas por fungos que atacam os
campos de soja no Brasil, bem como os modos convencionais de controle dessas pragas e
doengas. Uma completa revisdo sobre a cultura da soja, incluido as principais pragas e doengas
constatadas nos campos brasileiros, bem como as técnicas de manejo, esta disponivel em
http://www.cnpso.embrapa.br/producaosoja - Tecnologia de Produ¢ao de Soja Regido Central

do Brasil 2004.

Insetos-praga

Os insetos praga que atacam os campos de soja no Brasil sdo categorizados como
“principais”, “regionalmente importantes” e “secunddrios” em funcdo da freqiiéncia,
abrangéncia e danos provocados a cultura (Miyasaka & Medina, 1981). Naturalmente a
populacdo desses insetos ¢ mantida sob controle por predadores naturais, sendo assim ndo se
indica a aplicacdo preventiva de inseticidas quimicos. Porém, quando a populacdo de insetos-
praga, por algum motivo, atinge niveis que comprometem a produtividade dos campos, medidas
devem ser tomadas com base nos principios de “manejo de pragas”, isto €, as decisdes de
controle devem ser tomadas considerando-se; 1) o nivel de ataque, ii) o nimero e o tamanho dos
insetos-praga, e iii) o estagio de desenvolvimento da soja (Mesquita et al., 1998). Para tanto,
devem ser tomadas amostragens regulares para a quantificagdo da infestacdo. As amostragens
devem ser realizadas com um pano-de-batida, de cor branca, preso em duas varas, com 1m de
comprimento, o qual deve ser estendido entre duas fileiras de soja. As plantas das duas fileiras
devem ser sacudidas vigorosamente sobre o mesmo, promovendo a queda dos insetos, que
deverdo ser contados. Esse procedimento deve ser repetido em vérios pontos da lavoura,
considerando, como resultado, a média de todos os pontos amostrados (Embrapa Soja, 2000).

Lagartas desfolhadoras (Anticarsia gemmatalis e Pseudoplusia includens). Devem ser
controladas quando forem encontradas em média 40 lagartas grandes (>1,5 cm) por pano-de-
batida ou com menor numero se a desfolha atingir 30%, antes da floragdo, e 15% tdo logo
aparecam as primeiras flores. O Controle deve ser realizado preferencialmente por meio de
Baculovirus caso a infestagdo seja de até 10 lagartas grandes/pano. Se o nivel de infestagdo for
maior, deve-se langar mao de inseticidas quimicos como Profenofés e Endossulfan (Campo &
Saraiva, 2001).

Percevejos. O controle deve ser iniciado quando forem encontrados quatro percevejos
adultos ou ninfas com mais de 0,5 cm por pano-de-batida. Diversos inseticidas, como Acefato,

Carabril e Endossulfam, sao indicados para o controle de percevejos (Embrapa Soja, 2000).
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Tamandua-da-soja (Sternechus subsignatos). Os danos sao causados tanto pelos adultos,
que raspam o caule e desfiam os tecidos, como pelas larvas, brocando e provocando o
surgimento de galha. O controle quimico desse inseto ndo tem sido eficiente. As larvas ficam
protegidas no interior das galhas e os adultos, além de emergirem do solo por um longo periodo,
ficam a maior parte do tempo sob a folhagem da soja nas partes baixas da planta. A rotagdo de
culturas € a técnica mais eficiente para o seu manejo, mas sempre associada a outras estratégias,

como o uso de inseticidas como Metamidofos e Fipronil (Embrapa Soja, 2000).

Fungos fitopatogénicos

A maioria dos fungos ¢ transmitida através das sementes e, portanto, o uso de sementes
sadias ou o tratamento das sementes antes da semeadura ¢ essencial para a prevencdo ou a
reducdo das perdas. A expansdo de areas irrigadas nos Cerrados tem possibilitado o cultivo da
soja no outono/inverno para a producio de sementes. Esse cultivo favorece a sobrevivéncia dos
fungos causadores da antracnose, da ferrugem, do cancro da haste, da podridao branca da haste
e da podridao vermelha da raiz (Embrapa Soja, 2001).

Cancro da haste (Diaporthe phaseolorum f.sp. meridionalis; Phomopsis phaseoli f.sp.
meridionalis). Esses fungos sdo altamente dependentes de chuvas para disseminar os esporos
dos restos de cultura para as plantulas em desenvolvimento. Quanto mais freqiientes forem as
chuvas nos primeiros 40 a 50 dias apds a semeadura, maior a quantidade de esporos serdo
liberados dos restos de cultura e atingirdo as hastes das plantas. O controle da doenga exige a
integracdo de todas as medidas capazes de reduzir o potencial de indculo do patdégeno na
lavoura. Assim o uso de cultivares resistentes, tratamento de semente, rotagdo/sucessao de
culturas, manejo do solo com a incorporacdo dos restos culturais, escalonamento de épocas de
semeadura, e adubagdo equilibrada sdo adotados (Embrapa Soja, 2000).

Antracnose (Colletotrichum dematium var. truncata). A antracnose ¢ uma das principais
doencas da soja nas regides dos Cerrados. Sob condi¢des de alta umidade, causa apodrecimento
e queda das vagens, abertura das vagens imaturas e germinag¢do dos graos em formacgdo. Pode
causar perda total da produ¢do, porém, com maior freqiiéncia causa alta redu¢do do numero de
vagens e induz a planta a retengdo foliar e haste verde. E também possivel que seja uma das
principais causadoras da necrose da base do peciolo que, nos ultimos anos, tem sido responsavel
por severas perdas de soja nos Cerrados e cuja etiologia ainda ndo esta esclarecida. A reducdo
da incidéncia de antracnose, nas condi¢des dos Cerrados, s6 serd possivel por meio de rotagdo
de culturas, maior espagamento entre as linhas (50 a 55 c¢cm), populagdo adequada (250.000 a

300.000 plantas/ha), tratamento quimico de semente ¢ manejo adequado do solo. O manejo da
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populagdo de percevejo ¢ também importante na reducdo de danos por antracnose (Embrapa
Soja, 2000).

Podriddo vermelha da raiz (PVR) (Fusarium solani f.sp. glycines). O sintoma de
infec¢@o na raiz inicia com uma mancha avermelhada, mais visivel na raiz principal, geralmente
localizada um a dois centimetros abaixo do nivel do solo. Essa mancha se expande, circunda a
raiz e passa da coloragdo vermelho arroxeada para castanho-avermelhada a quase negra. Essa
necrose acentuada localiza-se mais no tecido cortical, enquanto que o lenho da raiz adquire
coloracdo, no maximo, castanho-clara, estendendo-se pelo tecido lenhoso da haste a varios
centimetros acima do nivel do solo. Nessa fase, observa-se, na parte aérea, o amarelecimento
prematuro das folhas e, com maior freqiiéncia, uma acentuada necrose entre as nervuras das
folhas. Informagdes disponiveis até o momento indicam que, com excecdo de cultivares
resistentes (Embrapa Soja, 2001), nenhuma pratica agronomica tem sido adequada para reduzir
o impacto da doenga, por isso, o Laboratorio Planta-Praga I da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia vem investigando peptideos antimicrobianos enddgenos do café que apresentam
atividade contra F. solani (Souza, et al., 2009), os quais, no futuro, poderdo ser utilizados como

alternativa biotecnoldgica para o controle desse patdgeno.

Em 2001 uma nova doenga foi detectada nos campos de soja brasileiros, a Ferrugem
asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, que logo se mostrou de dificil controle e
capaz de causar perdas sem precedentes a producdo. Maiores informacdes sobre esse novo

patogeno e seu impacto na cultura da soja serdo apresentadas no item [.VII.

I.VI.V. Biotecnologia aplicada a producao de soja

Dada a significante competicdo no mercado internacional de soja, pesquisas inovadoras
precisam ser implementadas para antecipar o aumento da demanda e assegurar o crescimento do
mercado. A melhoria dos campos de soja por meio de técnicas de manejo e controle de pragas e
doencas sdo prioridades Obvias. Os programas de melhoramento de soja também tém dado
grande contribuicdo, através do desenvolvimento de cultivares de elite, e o Brasil se destaca
nessa area, tanto que atualmente a produtividade dos campos de soja brasileiros ¢ maior que a
dos EUA (ver item L.VLII). Contudo, uma nova questdo comega a preocupar a comunidade
cientifica voltada para producdo agricola: Serd que os ganhos genéticos necessarios para o
crescimento da produg¢do de soja na magnitude necessaria poderdo ser alcancados pelas

técnicas de melhoramento tradicionais?
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Um grande reservatorio de diversidade genética encontra-se nas colegdes de
germoplasma de soja espalhadas pelo mundo em 20 diferentes paises. Porém grande parte
dessas coleg¢des ndo ¢ de dominio publico (Carter et al., 2004). Pesquisas gendmicas com soja,
que visam a analise e comparagdo de diferengas genomicas entre populagdes, podem, dentre
outras coisas, promover um melhor entendimento sobre a regulacio genética da composi¢do dos
constituintes das sementes, assim como beneficiar as estratégias de protecdo contra perdas por
pragas e doencas, ou mesmo o desenvolvimento de marcadores de DNA para genes de interesse
(Wilson, 2008). A integracdo das ferramentas gendmicas com as modernas técnicas de
melhoramento convencional certamente levardo a uma mais eficiente utilizagdo da diversidade
genética da soja.

No final da década 1980 estudos moleculares comecaram a ser realizados com a soja, 0s
primeiros estudos visavam antes de tudo a analise da diversidade genética entre cultivares por
meio de técnicas como RFLP (Apuya et al., 1988). Mais tarde a técnica de RAPD foi utilizada
para predizer a distancia genética entre 35 gendtipos de soja (Thompson & Nelson, 1998). Em
2006, um consoércio entre o Departamento de Energia (DOE) dos EUA e o Departamento de
Agricultura daquele pais (USDA), iniciou o seqiienciamento do genoma da soja, cujos dados
preliminares foram disponibilizados desde 2008 podendo ser consultados em
http://www.phytozome.net/soybean (DOE/Joint Genome Institute, 2008). Em 2010 o
seqiienciamento do genoma da soja foi publicado na prestigiada revista Nature (Schmutz et al.,
2010). Com esses avangos um nimero cada vez maior de pesquisas, com os mais diferentes
enfoques passaram a ser reportadas, desde a identificagdo de genes envolvidos com o ciclo
circardiano e o controle fotoperiodico da floragao (Quecini et al., 2007), passando pela analise
de genes envolvidos com a sensibilidade a luz e a transdugdo de sinais (Quecini et al., 2008), até
o silenciamento de genes de soja induzido por virus (Yamagishi & Yoshikawa, 2009). Estudos
sobre a modulacao da expressdo génica frente a patdogenos, em especial o P. pachyrhizi, também
foram realizados (Panthee et al., 2007; Mortel et al., 2007), e analises protedmicas, com
diferentes intuitos, como a identificacdo de proteinas alergénicas (Santini et al., 2008) e
identificagcdo de proteinas membranares relacionadas a estresse hidrico (Komatsu et al., 2009),
complementam a dindmica das pesquisas de ordem moleculares associadas a programas

biotecnoldgicos para o melhoramento da cultura da soja.
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I.VII. A FERRUGEM ASIATICA (Phakopsora pachyrhizi)

I.VIL.I. Aspectos microbiologicos

A espécie Phakopsora pachyrhizi pertence ao filo Basidiomycota, classe
Urediniomycetes, ordem Uredinales e familia Phakopsoracea. Fungos da ordem Uredinales sao
genericamente conhecidos como ferrugem, devido aos esporos vermelhos que produzem
durante sua reproducdo asseuxal (Figura 16). As ferrugens ocorrem em muitas espécies de
plantas parasitando-as, sendo comum uma espécie de ferrugem infectar apenas uma espécie de
planta (Voegele & Mendegen, 2003). O mecanismo de dispersdo se dar pelo ar, sendo os
esporos carregados pelo vento e podendo se propagar por centenas de quilometros em poucos
dias. Os aspectos microbioldgicos do parasitismo entre os Uredinales e as plantas serdo revistos
a seguir.

Numa primeira etapa o esporo do fungo deve se fixar a superficie da planta. Para tanto,
interagdes hidrofobicas entre os esporos € a camada de cutina na superficie das células vegetais
desempenham um papel fundamental. Neste momento, sinais desconhecidos causam a produgao
de macromoléculas mucilaginosas e hidrofobicas chamadas adesinas. Uma vez fixado, o esporo
ird germinar langcando seus tubos germinais indiscriminadamente sobre a superficie da plantas
at¢ encontrar uma fenda estomdtica, quando entdo o crescimento passa a ocorrer
perpendicularmente em dire¢do ao interior do estomato (Dickinson, 2003). Serd no estomato
que se dard a formagdo do apresorio a partir do qual ramos de infec¢do crescem para dentro da
planta, por entre as células do mesofilo (Deising et al., 2000). Em contraste com o mecanismo
classico de infeccdo de uredosporos apresentado, P. pachyrhizi penetra a folha diretamente
através das células epidermais matando-as, ao invés de usar a abertura estomatal (Goellner et
al., 2010). Quando bem alocado, o fungo produzird uma nova estrutura conhecida como
austorio, que se desenvolve a partir de uma célula mae austorial para dentro da célula da planta.
A membrana celular vegetal se invagina ao redor do corpo austorial e o espago entre as duas
membranas passa a ser denominado matriz extra-austorial. O austorio contém em suas paredes
transportadores de aminoacidos e hexoses bem como uma H'-ATPase para o transporte ativo de
nutrientes da célula vegetal para o fungo (Voegele & Mendegen, 2003).

Dentre as diversas familias da ordem Uredinales, como Pucciniaceae, Melampsoraceae,
Coleosporiaceae, Cronartiaceae, Phragmidiaceae e Pucciniastraceae; a Phakopsoraceae ¢
conhecida por abrigar espécies parasitas de soja, como a Phakopsora meibomiae, conhecida
como Ferrugem americana e detectada primeiramente no Brasil em 1979 (Deslandes, 1979)

sendo inicialmente confundida com P. pachyrhizi. Mais tarde Carvalho e Figueredo repararam o
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* Fonte:http://plantbio.berkeley.edu

Figura 16: Esporo de um Uredinales em inicio de germinacdo. A cor
avermelhada caracteriza a ordem.
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erro de classificagao ao afirmar que naquela data a unica espécie de Phakopsora presente no
territorio brasileiro era a meibomiae (Carvalho & Figueredo, 2000), considerada menos
agressiva que sua congénere que entdo devastava campos de soja pelo mundo, Phakopsora
pachyrhizi. Esta nova espécie foi detectada nos campos brasileiros hd quase dez anos, em 2001,
quando gerou significativas baixas na producdo tornando-se malagouradamente famosa entre
produtores e os setores responsaveis pela fitosanidade dos campos brasileiros. Naquele ano o

Brasil conhecera a terrivel Ferrugem asidtica da soja.

I.VILII. A Ferrugem asiatica como uma doenca nos campos de soja

As condi¢des de clima no Brasil, especialmente nas regides, Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, sdo favoraveis a proliferacdo do P. pachyrhizi. Temperaturas em torno de 15 a 28 °C e
umidade proporcionam um ambiente ideal para o fungo. Apesar da baixa umidade caracteristica
da regido Centro-Oeste nos meses de julho a setembro, o abundante orvalho que se acumula nas
folhas durante a madrugada ¢ mais do que o necessario para a proliferacdo do P. pachyrhizi.
Como constatado por Tschanz, o molhamento foliar ¢ a mais importante condi¢do para as etapas
finais de epidemias (Tschanz, 1982). O periodo de laténcia varia em funcdo da temperatura,
sendo menor em temperaturas em torno de 23°C (Alves et al, 2006). De maneira geral,
condigdes Otimas para o cultivo da soja sdo consideradas favordveis para o estabelecimento e
desenvolvimento da doenga (Neves, 2006).

Os sintomas iniciais da doencga sdo pequenas lesdes foliares de coloracdo castanha a
marrom-escura na face abaixal da folha (Figura 17). As lesdes tendem a um formato angular
medindo de 2 a 5 mm de diametro, podendo aparecer em peciolos, vagens ou caules (Sinclair &
Hartman, 1999). Plantas severamente infectadas podem sofrer desfolha precoce, o que
compromete a formacdo e o enchimento da vagem, bem como o peso final do grdo. Estes
sintomas se ddo devido a danos no sistema fotossintético que comprometem a taxa de troca de
carbono (Kumudini et al., 2008), o que diminui a fixacdo do CO, atmosférico em carboidratos
necessarios ao metabolismo vegetal. Numa situac¢do ainda pior pode acontecer aborto das flores
ou queda total das vagens (Yang et al., 1991).

A severidade da Ferrugem asidtica salta aos olhos quando se considera sua rapida
expansao ¢ o montante de perdas que t€ém causado. Em 2001, a estimativa de area nos campos
de soja afetada pela Ferrugem era de 10.000 ha (Neves, 2006) o que correspondia a algo entre

10 a 15% da area total brasileira. Na safra 2001/02 a doenga ja afetava 60% dos campos do
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(A) (B)
*Fonte: (4) http.://apsnet.org; (B) arquivos do autor

Figura 17: Phakopsora pachyrhizi infectando folhas de soja. (A) “Close up” dos
sintomas da Ferrugem asiatica sobre a superficie abaxial de uma folha de soja. (B)

Superficie abaxial de uma folha de soja em estado avangado de infec¢do por P.
pachyrhizi.
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Brasil, para mais tarde, na safra 2002/03 atingir 90% da area produtiva, gerando perdas
acumuladas de quase 1 bilhdo de dolares nessas duas ultimas safras (Neves, 2006; Yorinori et
al., 2002, 2003). Apenas na safra 2003/04 as perdas alcancaram a marca de 1,2 bilhdes de
dolares (Yorinori et al., 2004) e continuaram subindo até se estabilizarem na safra 2006/07,
quando o prejuizo foi calculado em torno de 2,19 bilhdes de Dolares (Soares, 2007),
correspondendo a 17% da produgdo que alcangou saldo de 10,1 bilhdes de Dolares na balanca
comercial, segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2007). Passada
uma safra, os avangos na prevencao e controle da doenca alavancaram a produ¢do dos campos
brasileiros, e na safra 2008/09 o saldo da balanca comercial para soja foi aumentado em mais de
60%, saltando para 16,8 bilhdes de Dolares (Conab, 2009). Apesar do notavel crescimento ¢
dificil dizer o quanto este nimero esta aquém da produtividade 6tima dos campos brasileiros,
visto que, € fato, a Ferrugem asidtica continua como uma praga de dificil controle sobre a quase
totalidade dos campos no Brasil.

Os avancos no entendimento sobre a biologia do P. pachyrhizi e os esfor¢os aplicados
para a preven¢do e o controle da doenca, seja por novas técnicas de manejo de fungicidas
convencionais ou por obten¢do de cultivares que apresentam alguma resisténcia ao fungo serdo
apresentados no topico a seguir, onde também serdo apresentadas medidas alternativas que, por

enquanto, ainda ndo estao disponiveis para os produtores brasileiros.

I.VILIII. O controle da Ferrugem asiatica

Apds detectada no pais pela primeira vez em 2001, a Ferrugem asiatica proliferou-se
como a verdadeira praga que ¢ alastrando prejuizos pelos campos brasileiros. Atonitos,
produtores e autoridades fitosanitdrias descabidos de consultoria apropriada e efetiva,
despendiam esfor¢os que logo se mostraram em vao, e da varanda das casas os produtores viram
nas trés safras seguintes a produtividade dos seus campos despencar. Apenas para constar, na
safra 2005/06, quando o susto inicial ja havia passado e os produtores ja lutavam ferrenhamente
contra aquele agora conhecido inimigo letal, a queda na producdo ainda foi de 4,5% (Neves,
2006). Apenas na safra seguinte uma medida mais enérgica foi tomada. Com a inten¢do de
diminuir o problema os estados do Mato-Grosso e Goids apresentaram instru¢cdes normativas
que instituiam periodos de “vazio sanitario” de 90 dias entre a colheita da soja ¢ a semeadura de
verdo na qual deveria haver auséncia de plantas de soja nos campos. Tal medida, sabia-se, seria
pouco eficaz devido a capacidade do fungo de sobreviver em outras plantas, porém a intenc¢ao

era que a pratica atrasasse a ocorréncia da doencga, evitando principalmente a ocorréncia nos

78



estagios vegetativos, reduzindo a pressdo da doenca nas primeiras semeaduras da safra
(Zambolin, 2006). Aliada ao uso de cultivares precoces, o “vazio sanitario” obteria resultados
melhores.

As medidas de controle recomendadas para amenizar os prejuizos englobavam agdes
preventivas de manejo, que além do “vazio sanitario” associado a utilizacdo de cultivares
precosses, incluiam semeio no inicio da época de plantio da regido, evitar cultivo de soja
irrigada na entresafra, evitar a presenca de soja guaxa e de hospedeiros alternativos de P.
pachyrhizi nas proximidades da area de plantio e instalagdes de unidade de alerta, que
consistiam em 4reas de 100 m” semeadas 20 dias antes da época normal de plantio de soja para
inspecoes sistematicas (Benchimol ef al., 2005).

Tao logo a doenca surgiu no Brasil iniciaram-se estudos de selecdo de linhagens ou
variedade resistentes/tolerantes a P. pachyrhizi. Como resultado, variedades denominadas
“inox”, como a FT-2, foram obtidas, porém na safra 2002/03 essa resisténcia foi logo quebrada,
mostrando que a variabilidade genética do patdgeno exigia maiores esforcos para a obtengao de
cultivares resistentes de soja. Estudos posteriores mostraram que dentre os quatro genes de
resisténcia ja identificados para as linhagens de ferrugem prevalentes nos EUA e na Asia,
apenas dois (Rpp2 e Rpp4) surtiam algum efeito contra a Ferrugem encontrada nos campos
brasileiros. Materiais exoéticos, ndo adaptados as condigdes brasileiras, e portadores dos genes
em questdo, foram utilizados em programas de melhoramento convencional para a obtencdo de
novas linhagens resistentes (Calvo et al., 2007) e novos cultivares exodticos resistentes
continuaram a ser desenvolvidos em diversas partes do mundo. Em Uganda duas variedades
altamente resistentes foram desenvolvidas ha pouco tempo (Oloka et al., 2009), porém ainda ¢
cedo para saber se essa resisténcia se perpetuard ao longo de geracdes de hospedeiros e
patogenos. Devido a experiéncia anterior, sabe-se que a resisténcia a P. pachyrhizi pode ser
facilmente quebrada, por isso o controle quimico tem se mostrado a medida mais adequada para
a contenc¢do dessa doenga. Os fungicidas de uso mais comum contra a Ferrugem sao: Mancozeb,
Benzimidazol, Triazol e Strobirulinas. Recentemente Scherm e colegas mostraram que uma
combinagdo especifica desses fungicidas ¢ capaz de reduzir a incidéncia da doenca em até 58%
(Scherm et al., 2009). Em contrapartida estes quimicos sdo relacionados a desordens de ordem
neurologica, imunoldgicas e reprodutivas em mamiferos (Filipov and Lawrence, 2001;
Whittaker & Faustman, 1992), bem como mostraram-se toxicos para algas e invertebrados
aquaticos (Ochoa-Acuna et al., 2009), representando entdo uma abordagem de riscos a saude

publica e ambiental.
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Até o momento, iniciativas biotecnoldgicas para o controle da Ferrugem asiatica ainda
ndo geraram beneficios disponiveis ao produtor. Técnicas moleculares para a transferéncia
direta de genes de resisténcia, como o Rpp4, para cultivares adaptadas as condicdes brasileiras
ainda ndo geraram nenhuma variedade transgénica comerciavel. Contudo, projetos de pesquisa
encontram-se em pleno andamento em centros como a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, onde moléculas com potencial antifingico vem sendo testadas contra a Ferrugem

asiatica (Vasconcelos et al., 2010).

I.VIL.IV. Possibilidades biotecnologicas para o controle da Ferrugem
asiatica

E notavel a caréncia de estudos com abordagens biotecnologicas visando o controle da
Ferrugem asidtica. A maioria esmagadora das publicagdes foca no monitoramento do
desenvolvimento da doenga, na avaliacdo das perdas de campo, em estudos de hospedeiros, em
desenvolvimento de modelos de risco e, talvez o maior topico pesquisado, na busca por fontes
de resisténcia.

Um passo importante para uma frente biotecnologica de combate a Ferrugem asiatica foi
dado em 2005 quando Buitrago e Frederick construiram uma biblioteca de cDNA de
uredinosporos de P. pachyrhizi em germinacdo identificando mais de 480 genes que codificam
para possiveis alvos moleculares que atuariam nas primeiras etapas do processo de infecg¢ao
(Buitrago & Frederick, 2005). Dentre eles o gene que codifica para a zonadesina, envolvida na
adesdo do esporo a superficie da planta; os genes que codificam para a-tubulinas e N-
acetilglicosaminidases, envolvidos no crescimento do tubo germinal; ou genes que codificam
proteinas que atuam no transporte de nutrientes da célula vegetal para o fungo via matrix-
austorial, como uma (H") ATPase de membrana plasmatica. Todos esses foram encontrados na
biblioteca de cDNA de Buitrago e Frederick. Em um estudo semelhante Tremblay e colegas
evidenciaram ainda mais a importancia da o-tubulina nos primeiros 10 dias de infeccao
quantificando a expressao desse gene para a determinacao do padrao de variacdo de biomassa
do fungo nos primeiros estagios da infec¢do (Tremblay et al., 2009).

Aspectos importantes sobre a interacdo molecular de P. pachyrhizi com uma planta ndo
hospedeira, a cevada, foram desvendados por Hoefle e colegas. Quando inoculado sobre a
superficie daquele vegetal o fungo causa apenas pequenas manchas necroticas tipicas de
interagdo ndo compativel, que envolve a resposta hipersensitiva vegetal de morte celular.

Analises microscOpicas mostraram que na tentativa de infec¢do o apressorio era formado na
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superficie das células epidermais, e nao dentro dos estobmatos ou em fendas periclinais da parede
celular, como ¢ tipico dos fungos da classe Uredinales (ver item [.VL.I), devido a camadas extras
de calose ali depositadas pelas células epidermais. Essa resisténcia estd relacionada com os
genes ROR1 e 2 de cevada. Os dados de Hoefle sugerem que P. pachyrhizi deva manipular a
morte programada das células epidermais facilitando a penetragdo do fungo até alcangar as
células do mesofilo, pois a alta expressao de um gene inibidor de morte celular em cevada, BAX
inhibitor-1, foi capaz de conter a infeccao (Hoefle ef al., 2009).

Além dos genes detectados por Buitrago e Fredrick, bem como os relatados por Hoefle,
certamente bons alvos para uma abordagem biotecnologica de contengdo da Ferrugem asiatica,
genes envolvidos na degradagdo da parede celular vegetal, como os codificantes de celulases,
xilanases e pectinases, também sdo alvos moleculares em potencial para o controle da doenga.
Se for levada em consideracdo a dinamica de infeccdo descrita por Hoefle, mesmo apos a
inducdo da morte das células epidermais vegetais, o fungo necessitaria ainda de enzimas

degradadoras da parede celular para penetrar a camada de calose ali depositada.
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I1. JUSTIFICATIVA
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Justificativa

Em paises com grande potencial agricola, como o Brasil, o aprimoramento das técnicas
de produc¢do sao fundamentais para o desenvolvimento do agronegdcio e da economia como um
todo. Para os modernos sistemas de produgdo, apenas as técnicas tradicionais de manejo dos
campos nao sao suficientes para promover a competitividade do produto agricola no mercado
internacional. Nos ultimos 10 anos a aplicagdo da biotecnologia na agricultura foi de
fundamental importancia para a manutengdo do crescimento da produgdo e estabilizagdo dos
precos no mercado. A tecnologia do DNA recombinante muito contribuiu para isso, visto a
grande variedade de cultivares transgénicos, mais produtivos que os tradicionais, procurados
pelos produtores atualmente. Algoddo, soja, milho, arroz sdo apenas alguns exemplos de
cultivares para os quais os produtores ja dispdem de variedades transgénicas no mercado
mundial.

No que diz respeito a obtencao de cultivares agricolas resistentes a pragas e doencas, as
técnicas biotecnologicas se destacam em relagdo ao melhoramento tradicional por permitir a
inser¢ao direta de genes de resisténcia nos organismos alvo, mesmo que esses genes sejam
oriundos de espécies filogeneticamente distantes. Para tanto, a prospec¢dao de genes para o uso
em programas de melhoramento genético deve ser uma prioridade para os paises com potencial
biotecnoldgico como o Brasil, os quais podem desenvolver produtos para sanar suas proprias
necessidades. Se tomarmos como exemplo o caso do algodoeiro, a maior parte das variedades
transgénicas atualmente no mercado, como os Bollgard I e II, e o WideStrike, apresentam
resisténcia a insetos da ordem lepidoptera, como a Helicoverpa spp., uma praga comum nos
Estados Unidos. Estes produtos ndo se adequam totalmente aos produtores de paises como o
Brasil, onde a principal praga do algodoeiro ¢ um inseto da ordem Coledptera denominado
bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis).

Tendo isso em vista, esta tese apresenta o resultado de um programa de prospeccao que
visava: 1) encontrar novas proteinas entomopatogénicas na cepa S811 de Bacillus thuringiensis,
e que estivessem relacionadas a toxicidade dessa cepa ao Bicudo-do-algodoeiro; ii) avaliar a
atividade de uma proteina inibidora de xilanase, codificada por um gene pardlago ao gene
codificador de uma quitinase de classe III de café (Coffea arabica), contra o fungo causador da

Ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi).
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III. HIPOTESE
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Este trabalho foi desenvolvido com a finalidade de se testar as seguintes hipoteses:

1) Estaria a toxicidade da cepa S811 de Bt para A. grandis relacionada unicamente as toxinas

sabidamente produzidas por ela: CrylA, Cryll, Cry8H?

i1) Atividade quitinolitica desempenha algum papel na toxicidade da cepa S811 de Bt para

insetos?

1ii) A fusdao de uma toxina Cry com uma quitinase geraria uma molécula recombinante com

maior atividade inseticida?

iv) Qual a pressdo evolutiva levaria a manutengdo da expressdo de genes de quitinases

inativadas em resposta a estresse biotico em plantas?
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IV. OBJETIVOS
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IV.I. OBJETIVO GERAL

Encontrar novos genes com potencial para utilizagdo em programas biotecnologicos que

visem a contengdo da ocorréncia de pragas durante o cultivo de Algodao e Soja.

IV.II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Busca por novos genes codificadores de proteinas entomotoxicas na cepa S811 de

Bacillus thuringiensis e que tenham atividade contra o bicudo-do-algodoeiro (4. grandis).

- Construgdo de uma proteina de fusdo composta por uma quitinase e uma toxina Cry; e

avaliacdo da atividade dessa molécula contra 4. grandis.
- Avaliacdo da atividade de uma proteina inibidora de xilanase codificada por um gene

pardlogo a um gene codificador de uma quitinase de classe III de café contra o fungo

Phakopsora pachyrhizi causador da Ferrugem asiatica da soja.
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V. CAPITULO 1

PROTEINAS ENVOLVIDAS NA PATOGENICIDADE
DO Bacillus thuringiensis (S811) CONTRA O BICUDO-DO-
ALGODOEIRO (Anthonomus grandis; COLEOPTERA)
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V.I. INTRODUGCAO AO PRIMEIRO CAPITULO

Como todas as culturas o algoddo esta sujeito ao ataque de pragas. No Brasil, dentre as
10 pragas mais comuns nos campos de algodao, ¢ o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis,
Coleoptera) (Figura 13) a que apresenta o maior potencial de dano, pois se abate sobre a planta
durante diversas fases do seu desenvolvimento, atacando e danificando o botdo floral (Papa,
2006). No que diz respeito a utilizacdo de Bt para o controle de pragas do algodao, diversas
cepas apresentam-se como uma boa alternativa devido a atividade contra insetos da ordem
Lepidoptera, como o Curuqueré (4labama argillacea), a Lagarta-da-maga (Heliothis virescens),
a Lagarta rosada (Pectinophora gossypiela) ¢ a Lagarta militar (Spodoptera frugiperda). Porém,
cepas ativas contra Coleopteros, como o Bicudo, sdo mais raras na natureza (Espinasse et al.,
2003). Este fato expde a importancia de programas de prospecc¢do de novas toxinas Cry para a
utilizagdo nos campos brasileiros visando controle do Bicudo-do-algodoeiro.

Em 2005, variedades transgénicas de algodao resistente a insetos foram liberadas para o
plantio em territorio brasileiro (Didrio Oficial da Unido, 2005), o que representou mais uma
alternativa de controle para os produtores. Porém, a maior parte dos cultivares transgénicos
atualmente no mercado, como os Bollgard I e II, que expressam as proteinas CrylAc e CrylAc
+ Cry2Ab respectivamente; ¢ o WideStrike, expressando as proteinas CrylAc + CrylF,
apresentam resisténcia a insetos da ordem lepidoptera, como a Helicoverpa spp., uma praga
comum nos Estados Unidos, onde os beneficios da utilizagdo de algoddo transgénico variam de
150 a 250 milhdes de ddlares anualmente (Frisvold & Reeves, 2008). Contudo, esses produtos
ndo se adequam totalmente aos produtores do Brasil, onde a principal praga ¢ Bicudo-do-
algodoeiro. Tendo isso em vista, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem aplicando
esforcos para a produgdo de variedades de algodao GM resistentes ao Bicudo-do-algodoeiro.

Um grande nimero de cepas de Bt estd catalogado no Banco de Germoplasma de
Bacillus spp. (BGB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia ¢ da Embrapa Milho e
Sorgo. Uma delas, a cepa S811 apresenta atividade inseticida contra larvas do Bicudo-do-
algodoeiro. Alguns genes cry foram identificados nessa cepa, sendo eles o cry8Ha, cryllal2 e
crylAb (Martins et al., 2007, Grossi-de-Sa et al., 2007). Além desses, como serd mostrado aqui
pela primeira vez, também o gene codificador da toxina VIP3A estd presente na cepa S811.
Contudo, pouco ¢ conhecido sobre a regulacdo da expressao desses genes ao longo do ciclo
celular da bactéria e o quanto realmente cada um desses genes esta envolvido na atividade
contra Coledpteros. Aqui serd jogada alguma luz sobre a expressdo temporal e espacial dos

genes dessas toxinas, relacionando-os com a atividade inseticida encontrada nas proteinas
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celulares, nas proteinas de esporos e nas proteinas liberadas no meio de cultura em diferentes
estagios e locais durante o cultivo do B¢ S811. Para tanto, foi realizado por meio de Western
blot com anticorpos Anti-CrylA, Anti-Cry8H, Anti-Cryll e Anti-VIP3A um estudo da cinética
de sintese das toxinas reconhecidas por esses anticorpos nas fragdes protéicas celulares
(incluindo esporos) e fragdes protéicas do sobrenadante da cultura. Adicionalmente, mapas
protéicos obtidos por eletroforese bidimensional permitiram a determinacdo da cinética de
sintese de mais de 500 proteinas ao longo do cultivo do Bf S811. Dentre essas proteinas 12
foram identificadas por espectrometria de massa. A cinética de sintese das toxinas e das demais
proteinas identificadas pode ser relacionada a atividade toxica para A. grandis observada em
diferentes etapas do cultivo da cepa S811, seja na fracao protéica do sobrenadante seja na fragao
celular. Adicionalmente, ensaios de atividade enzimatica mostraram que uma determinada
fracdo protéica com atividade para o 4. grandis também apresentava altos indices de atividade
quitinolitica, um indicio de que esse tipo de atividade enzimatica deva contribuir para a

toxicidade da cepa contra o Bicudo-do-algodoeiro.
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V.II. METODOLOGIA

V.IL.I. Cultivo do Bacillus thuringiensis S811

A cepa bacteriana foi obtida do Banco de Germoplasma de Bacillus spp. da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Uma coldnia foi utilizada para inocular 20 mL de meio
Caldo Nutritivo (Apéndice 2) como Pré-indculo, o qual foi mantido a 28 °C por 12 horas sob
agitacdo de 200 rpm até a Densidade Optica (O.D. 600 nm) atingir 2.0 — 2.5 quando medida
através de uma cuveta de 1 cm. Foram utilizados 10 mL do pré-inéculo para inocular 200 mL de
meio Caldo Nutritivo. A cultura foi mantida a 28 °C sob agitacdo de 200 rpm em frascos
Erlenmeyers de 2 L. O crescimento foi interrompido as 8, 16, 24 e 32 horas apds a inoculagdo

(HAI) para extragao de proteinas.

V.IL.II. Extracao de proteinas e purificacao de cristais

Para a extrac¢do de proteinas celulares foi utilizada uma modificacdo do método descrito
por Schimd (Schimd et al., 1997). As células foram precipitadas por centrifugacao a 1.200 g por
5 min e lavadas duas vezes com tampao Tris/EDTA (Apéndice 1). O meio que compunha o
sobrenadante da cultura foi denominado Extrato Bruto do Sobrenadante. O sedimento da cultura
foi resuspenso em 40 mL de Tampao de Sonicagdo (Apéndice 1) e as células foram rompidas
por sonicagdo com uma sonda de 5 mm e 3 pulsos de 30 W aplicados durante 1 min com
intervalos de 30 segundos. Todo o procedimento foi realizado a 4° C. Os detritos celulares
foram removidos por centrifugacdo a 1.200 g por 5 minutos. Esse sobrenadante foi chamado
Extrato Bruto do Sedimento. Para a realizagao dos bioensaios ambos os extratos brutos foram
dialisados contra 4gua em camara fria e entdo liofilizados. Para as eletroforeses os extratos
brutos foram precipitados com 10% de TCA v/v durante 2 horas a -20 °C, sendo entdo
centrifugados a 13.000 g por 90 minutos. O material precipitado foi lavado com acetona gelada
e secado a vacuo. O contetido protéico das fragdes celulares e do sobrenadante foi determinado
pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

As inclusoes cristalinas foram purificadas utilizando-se o método descrito por Thomas e
Ellar (Thomas & Ellar, 1983). As bactérias foram mantidas em meio Agar Nutritivo (meio
Caldo Nutritivo contendo Agar 1,5%) a 30 °C por 48 horas. Com o auxilio de uma alga de
platina as bactérias foram coletadas, depositadas em 1 mL de dgua destilada e centrifugadas a
12.000 g por 10 minutos a 10 °C. As células precipitadas foram lavadas 3 vezes com PMSF 0,1
mM, Triton X-100 0,01% e resuspensas em 2-5 mL de Triton X-100 0,1%, Tris-HCI 0,05 M,
NaCl 0,01 M pH 8.0 e sonicadas (sonda de 5 mm; 3 pulsos de 30 W aplicados durante 1 min
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com intervalos de 30 segundos). A mistura de esporos e cristais foi fracionada por
centrifugacdo em um gradiente descontinuo de sacarose contendo 7 mL de cada concentragdao
(67, 72, 79 e 84% m/v) em Triton X-100 0,01%, Tris-HCI1 0,05 M, NaCl 0,01 M, pH 8.0. A
centrifugacdo foi realizada a 47.800 g por 30 minutos a 15 °C. As bandas nas interfaces foram
coletadas, lavadas uma vez com o mesmo volume de Triton X-100 0,01% e centrifugadas a
12.800 g por 10 minutos a 15 °C, sendo entdo resuspensas em PMSF 0.1 mM. Os cristais foram

mantidos a — 20 °C até a utilizagao.

V.IL.III. Bioensaios com larvas neonatas de Anthonomus grandis

Para o bioensaio contra larvas neonatas de 4. grandis, 500 pg de proteinas totais de cada
estagio (8, 16, 24 e 32 HAI) foram solubilizados em 500 pL de 4gua destilada e incorporados a
5 mL de uma dieta artificial’ que foram depositados em um pogo de uma placas de seis pocos.
Apos a gelificacdo da dieta 10 orificios com aproximadamente 0,5 cm de profundidade foram
feitos com o auxilio de ponteiras descartaveis na superficie da dieta encontrada em cada pogo.
Uma larva foi acomodada em cada orificio e as placas foram mantidas a 27 °C (+/- 1 °C) e 60%
U.R. O niimero de larvas mortas foi determinado 8 dias apos o inicio do ensaio. Como controle
negativo foi utilizado 500 pL de dgua destilada incorporada a dieta artificial. Cada ensaio foi

conduzido em triplicata.

V.II.IV. Eletroforese e Western blot

Ensaios eletroforéticos foram realizados em um sistema Mini-Protean (Bio-Rad) com
SDS-PAGE, 4% gel de aplicagdo / 12,5% gel principal ¢ Tampao de Corrida Tris/Glicina
(Apéndice 1) (Laemmli, 1970). As condigdes elétricas foram de 12 mA enquanto a amostra
percorria o gel de aplicacdo e 15 mA durante a corrida pelo gel principal. O tempo de corrida foi
de 30 — 40 min. Para cada ensaio foram realizadas duas eletroforeses, uma delas para coloracdo
com Commassie Blue-R e outra para os procedimentos de eletrotransferéncia. No caso dessa
ultima, apos a eletroforese os géis eram incubados por 10 min em Tampao de Transferéncia
(Apéndice 1) sob agitacdo lenta. Para as andlises por Western blot (Towbin et al., 1979) foram
utilizadas membranas de nitrocelulose Hybond-C (G.E. Healthcare). Os procedimentos de
eletrotransferéncia foram realizados em um sistema semi-seco Trans-blot SD Semi-Dry Transfer

Cell (Bio-Rad) com 0.05 V/gel durante uma hora. Apos a transferéncia as membranas foram

> Parte autoclavada: Agar 20 mg/mL, Levedo de Cerveja 30 mg/mL, Proteina de Soja 50 mg/mL, Gérmen de Trigo
30 mg/mL, Pharmamédia 20 mg/mL, H,O ¢.s.p. 40 mL. Parte ndo autoclavada: Acido sérbico 1,2 mg/mL, Acido
ascorbico 10 mg/mL, Glicose 30 mg/mL, Nipagina 1 mg/mL, Sais minerais 5 mg/mL, Solugdo vitaminica 5
pL/mL.

92



incubadas em 10 mL de Solu¢do Bloqueadora composta por Tampao PBS (Apéndice 1)
contendo 5% m/v de leite desnatado por 45 min sob agitagdo suave. Depois do bloqueio cada
uma das membranas foi incubada por 45 min com um dos anticorpos policlonais a seguir: Anti-
Cry8H, Anti-Cryll e Anti-VIP3 diluidos em Solu¢dao Bloquedora na proporc¢ao de 1:1000 v/v e
num volume final de 10 mL. Anticorpos monoclonais Anti-CrylA foram utilizados na dilui¢ao
1:200 v/v. Anticorpos conjugados a Fosfatase Alcalina (Bio-Rad) foram utilizados como
segundo anticorpos na diluicdo 1:1000 v/v e em volume final de 10 mL, onde as membranas
foram incubadas por 45 min sob agitagdo lenta. Entre as incubacdes, e antes do
desenvolvimento da reacdo, as membranas foram lavadas cinco vezes com 40 mL de Solugao
Bloqueadora contendo Tween-20 0,1% por 5 mim sob agitacdo lenta. As reacdes foram

desenvolvidas utilizando-se o Kit AP Conjugate Substrate (Bio-Rad).

V.IL.V. Eletroforese Bidimensional e processamento de imagens

Focalizagao Isoelétrica (IEF). Foram utilizados géis com gradiente imobilizado de pH
(Géis IPG) de 18 cm (G.E. Healthcare). Oitocentos microgramas de cada amostra (8, 16, 24 ¢ 32
HAI das fragdes celulares e do sobrenadante) foram solubilizados em 350 puL de Solugdo de
Rehidratacdo (Apéndice 1) e aplicados no gel durante o procedimento de rehidratacdo destes. Os
Géis IPG foram rehidratados durante a noite em um “Reswelling Tray” (G.E. Healthcare), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. A focalizagao Isoclétrica foi realizada em um
IPGphor III (G.E. Healthcare) e as condig¢des elétricas foram as definidas pelo fabricante de
acordo com o comprimento dos géis e o intervalo de pH dos mesmos.

SDS-PAGE. Findada a IEF, os géis de IPG foram equilibrados de acordo com as
instrugdes do fabricante e lavados rapidamente com Tampao de Corrida Tris/Glicina. Apos isso
os géis de IPG foram acomodados no topo do gel de poliacrilamida da segunda dimensao e
fixados com agar 0,5% m/v e tracos de Azul de Bromofenol solubilizados em Tampao de
Corrida. A segunda dimensdo foi realizada em um sistema Ettan Dalt Six (G.E. Healthcare).
Foram utilizados géis de poliacrilamdida 12,5% cuja composicao era descrita pelo fabricante. O
sistema foi alimentado por uma fonte EPS 3501-XL (G.E. Healthcare) e a corrida aconteceu em
duas etapas onde as condigoes elétricas eram de 1) 5 Watts/gel durante 30 min e ii) 17 Watts/gel
até o indicador (Azul de Bromofenol) alcancar a base do gel, aproximadamente 4h 30 min.
Todo o procedimento ocorreu sob refrigeracdo a 15 °C. Ao final os géis foram corados durante a
noite com 250 mL de Solugdo Corante Commassie Blue-R por gel, e descorados com a mesma

solucao carecendo de Commassie Blue-R.
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Analise de Imagens. As imagens das triplicata dos géis bidimensionais foram obtidas
com resolugdo de 300 dpi por um escaner Image Master Scanner III (G.E. HealthCare). Analises
quantitativas, qualitativas e estatisticas dos padrdes bidimensionais foram realizadas com o
software Image Master 2D Platinum (G.E. Health Care). Para a detec¢do dos spots foram
utilizados os seguintes parametros: “Smooth™: 2; Saliéncia: 200; Area minia: 4. O indice de

correlagdo entre os géis variou de 0,9882 a 0,7683.

V.II.VI. Excisao de spots, digestao triptica e espectrometria de
massa para identificacao de proteinas

As proteinas resolvidas por eletroforese foram identificadas tanto por seqiienciamento
de novo dos fragmentos tripticos (Seqiienciamento MS/MS) quanto por Peptide Mass
Fingerprint (PMF).

As proteinas de interesse foram excisadas dos géis e digeridas com tripsina (Mass
Spectrometry Grade - Promega) seguindo a metodologia descrita por Rosenfeld (Rosenfeld et
al., 1992). Ao hidrolisado triptico foi adicionada matriz alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico na
propor¢ao de 1:1 m/v. Aliquotas de 1 pL foram aplicadas na placa de MALDI de um
Espectrometro de Massa Ultraflex II - Bruker Daltonics. Para o seqlienciamento MS/MS a
tolerancia de massa foi de 0,15 Da para as massas dos peptideos precursores. A ferramenta de
busca MPsrch (http://www.ebi.ac.uk/Tools/MPsrch/index.html) foi utilizada para acessar o
banco de dados Uniprot. A matriz 250 PAM foi utilizada nas buscas de peptideos por
homologia. Para a identificagdo por Peptide Mass Fingerprint, as listas de massas dos
fragmentos tripticos obtidas foram analisadas com o software MASCOT Daemon
(http://www.matrixscience.com) (Matrix Science, London, UK) em busca de similaridades de
massas nos padrdoes de digestdo. As buscas foram realizadas com acuracia de massa de +75
ppm, e “All taxa” foi escolhido como categoria taxonomica. Residuos de cisteinas
carbamidometilados foram considerados como modificagdes fixas. As buscas foram realizadas

no banco de dados Swissprot.

V.II.VIL. Ensaio de atividade quitinolitica

Para a determinacao da atividade quitinolitica, 500 pg de proteinas de cada amostra (8,
16, 24 e 32 HAI das fragdes celulares e do sobrenadante) foram adicionados a 1 mg do substrato
colorimétrico Chitin Azure (Sigma) em 500 pL de tampao Tris/HCI (Tris 1,5 M pH 8.8 com
HCI). A reacdo ocorreu durante a noite a 37 °C sob agitagdo lenta. O material foi centrifugado a
10.000 g por 5 min e a absorbancia foi medida a 595 nm através de uma cuveta de 1 cm.
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V.III. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.IIL.I. Crescimento bacteriano e sintese de proteinas

Os aspectos do crescimento e esporulacio da cepa S811 de Bt foram analisados
considerando quatro momentos do crescimento da cultura, sendo eles: 8, 16, 24 e 32 horas apos
a inoculagdo (HAI). Imagens obtidas por microscopia de contraste de fase, juntas aos dados de
densidade optica da cultura, permitiram a classificacdo dos quatro momentos como: 8 HAI —
estagio vegetativo, quando o crescimento exponencial tem inicio; 16 HAI — inicio da formagao
dos esporos; 24 HAI — quando ¢é possivel ver esporos e cristais dentro das células; e 32 HAI —
inicio do processo de esporulagdo, quando ¢ possivel ver esporos e cristais livres no meio
(Figura 18). Em cada um desses estagios o conteudo protéico das células e do subrenandante da
cultura foram analisados separadamente.

A cepa S811 apresenta um interessante comportamento microbioldgico. Nas primeiras
24 horas de seu crescimento as células se encontram predominantemente como diplobacilos. Ja
a partir das 32 horas em diante elas estardo arranjadas como streptobacilos (dado ndo mostrado).
Sarrafzadeh e colaboradores mostraram um comportamento similar no sorotipo H14 de B.
thuringiensis, que também apresentava a conformacao de diplobacilo por volta das 14 horas do
inicio do processo de fermentacdo. O mesmo sorotipo, ao alcancar as 23 h de fermentagao,
apresentava-se na conformacao de streptobacilo (Sarrafzadeh et al., 2005).

A Fase Lag ocorre antes das primeiras 8 HAI, quando entdo a cultura entra na Fase Log
apresentando um crescimento exponencial € um aumento no conteudo protéico (Figura 19). As
16 HAI ¢ possivel ver esporos dentro das células, contudo a esporulag@o ainda ndo ocorre. Esse
ponto marca o final da Fase Vegetativa e a entrada da cultura na Fase Estaciondria, a qual
procede até as 32 HAI, quando a esporulagdo tem inicio e a cultura comega a declinar. De
acordo com Avignone-Rossa e Sarrafzadeh o crescimento linear que se inicia nessa etapa se da
devido aos niveis de oxigénio dissolvido (Avignone-Rosa & Mignone, 1995; Sarrafzadeh et al.,
2005) e também se inicia por volta das 10 HAI no crescimento do serovar H14. Das 32 HAI em
diante ha quase que totalmente apenas esporos € cristais no meio de cultivo da cepa S811, nao
havendo metabolismo celular, por isso estagios posteriores a 32 HAI foram desconsiderados
nesse estudo.

Uma curva de concentracdo de proteinas foi construida de acordo com o conteudo
protéico das células/esporos (fragdo celular) e do sobrenadante da cultura (fragdo sobrenadante)
em cada um dos estdgios analisados. Na fracdo celular o contetido protéico aumenta

exponencialmente na Fase Log até atingir um méximo de 260 pug/mL as 16 HAI, depois disso
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Figura 18: Aspectos de uma cultura de Bacillus thuringiensis S811 vista por
microscopia de contraste de fase. A) 8 horas apos a inoculagdo (HAI) — estagio
vegetativo, quando o crescimento exponencial tem inicio; B) 16 HAI — inicio da
formagdo dos esporos; C) 24 HAI — quando ¢ possivel ver esporos (seta branca, no
zoom) e cristais (seta preta, no zoom) dentro das células; D) 32 HAI — inicio do
processo de esporulacdo, quando se observa esporos (seta branca) e cristais (seta preta)
livres no meio.
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sofre uma queda abrupta ao comeco da Fase Estacionaria e durante o processo de esporulagao
(Figura 19). Diferentemente, o conteudo protéico da fragdo do sobrenadante mantém um
aumento linear até¢ atingir um maximo de 270 pg/mL as 32 HAI, permanecendo em niveis
elevados até o final da cultura, quando uma leve queda, devido a degradacdo natural, é
observada (Figura 19). O coeficiente de absorbancia e o conteudo protéico dos esporos siao
menores do que os das células vegetativas. Além de todas as proteinas envolvidas na produgao
das inclusoes cristalinas e daquelas liberadas no meio, o contetido protéico dos esporos € restrito
a alguns tetra e pentapeptideos componentes da parede celular de peptideoglicano do involucro
do esporo e algumas proteinas do involucro do esporo (spore coat proteins). Até mesmo essas
ultimas podem ser encontradas em abundancia livres no meio, como a Spore Coat Protein E,

mostrada na figura 26 e na tabela 6.

V.IIL.II. Analise temporal da sintese de toxinas durante o cultivo de
B. thuringiensis S811 e atividade contra A. grandis

Todas as amostras das fragdes protéicas celulares e do sobrenadante foram resolvidas por
SDS-PAGE (Figura 20-A, B) e utilizadas em andlises por Western blot com anticorpos
AntiCrylA, AntiCry8H, AntiCrylI e AntiVIP3A. Os cristais purificados de uma cultura com 72
HAI também foram resolvidos por SDS-PAGE (Figura 20-C). Dentre as quatro toxinas Bt
analisadas, todas foram predominantemente encontradas na fracdo celular, mais precisamente
das 16 as 32 HAI (Figura 21-A, B, C, D), sendo Cryl A a primeira a ser liberada no meio as 32
HAI (Figura 21-A). A mesma proteina compde a maior parte dos cristais obtidos pelos
procedimentos de purificacdo (Figura 20-C). A Proteina Inseticida Vegetativa VIP3A foi
encontrada exclusivamente as 16 HAI na fragdo celular (Figura 21-B). Cry8H mostrou um
maximo de acumulo as 16 HAI na fra¢do celular (Figura 21-C), apds o que sua quantidade
diminuiu, sendo ainda encontrada em pequena quantidade dentre os cristais purificados (Figura
20-C). CryllI teve sua produg¢do aumentada das 16 as 32 HAI na fragdo celular (Figura 21-D),
ndo sendo liberada no meio até as 32 HAI Ela ndo foi encontrada entre os cristais purificados
por ser uma proteina soliivel que ndo faz parte dos cristais de Bt (Escudero et al., 2006; Maagd
et al., 2003). A décima sexta hora apods a inoculagdo da cultura parece ser um momento chave
no crescimento do Bf S811, quando todas as quatro toxinas analisadas sdo encontradas na fracao
celular. Para o serovar H14, a primeira toxina Cry também comeca a ser sintetizada as 16 HAI,
antes da etapa de esporulagdo (Sarrafzadeh et al., 2005). Bioensaios com A. grandis mostraram

que as 16 HAI da fracdo celular observa-se atividade inseticida (Figura 22). Toxinas Cry8 e

97



300 —+ 9

18
. 250 |
|
E 47
R
2 200 + 16
5
(&]
S 58
‘o 150 + .
£ a
-~ T 4 (@]
=)
3
= 100 + 13
£
g
o + 2
& 504
11
0 : : : : : : : : : 0

Horas apds a inoculagao

—e—Proteinas do Sobrenadante—a—Proteinas celulares —s— O.D. 600

Figura 19: Caracteriza¢do do crescimento de uma cultura de B. thuringiensis
S811. Até as 16 HAI ha um aumento exponencial na populagdo de células e no
conteudo protéico das células e do meio de cultura. Depois de entdo a cultura entra na
fase estaciondria, no final da qual inicia-se o processo de esporulacdo. Proteinas ndo
envolvidas na formagdo dos cristais sdao liberadas no meio. Depois das 32 HAI a
cultura encontra-se composta quase que exclusivamente por esporos, 0s quais possuem
coeficiente de absorbancia menor que o das células. Neste ponto inclusive os cristais
protéicos foram liberados no meio. O contetido protéico dos esporos ¢ minimo e pode
ser restrito a proteinas do involucro do esporo e peptideos na parede celular de
peptideoglicano do involucro do esporo.
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Figura 20: SDS-PAGE das proteinas da fracdo celular (A), da fracdo do
sobrenadante (B) e de cristais purificados (C) de B. thuringiensis S811. A
eletroforese foi realizada com 25 pg de cada amostra em A e B, e 10ug em C
solubilizados em 10 pL de Tampao de Amostra. Os géis foram corados com
Commassie Blue-R. Em C, CrylA, a proteina mais abundante nos cristais purificados,
encontra-se marcada com uma seta preta, ¢ Cry8H com seta branca. HAI: Horas apoés
a inoculagdao; MW: Marcador de peso molecular; Cr: Cristais purificados.
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Figura 21: Western blot das fracodes celulares e do sobrenadante de uma
cultura de B. thuringiensis S811. Apods a transferéncia as membranas foram
incubadas com anticorpos AntiCrylA (A), AntiVIP3 (B), AntiCry8H (C) e
AntiCrylI (D). De acordo com a detec¢do por Western blot, todas as quatro toxinas
comecam a ser sintetizadas as 16 HAI e sdo predominantemente encontradas na
fragao celular. CrylA (aprox. 130 kDa) foi detectada das 16 as 32 HAI na fragdo
celular, e as 32 HAI na fragdo do sobrenadante (A). VIP3 (aprox. 110 kDa) estava
presente especificamente as 16 HAI da fragdo celular (B). A toxina Cry8H (aprox.
70 kDa) apresentou maior abundancia as 16 HAI (C), quando sua concentragdo
diminuiu sendo entdo liberada no meio apos as 32 HAI, podendo ser observada entre
os cristais purificados (figura 20). CrylI (aprox. 60 kDa) tem sua sintese aumentada
das 16 as 32 HAI na fracao celular (D).
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Figura 22: Atividade entomotoxica das fracdes celulares e do sobrenadante de
uma cultura de B. thuringiensis S811 para larvas de A. grandis. Foram utilizados
500 pg de proteinas adicionadas a uma dieta artifical onde 10 larvas foram mantidas
por 8 dias. Na fracdo celular (A), apesar de ndo haver diferenca estatistica entre as
razOes de mortalidade as 8, 16 e 24 HAI, uma leve alta na mortalidade (61%) foi
observada as 16 HAI, onde as andlises por Western blot detectaram a presenga de
CrylA, Cry8H, Cryll e VIP3A (Figura 21). Na fragdo do sobrenadante (B), a
atividade maxima foi observada as 32 HAI, quando apenas CrylA foi detectada
(Figura 21). De acordo com o conhecimento corrente, essa classe de toxina Cry ndo
apresenta atividade contra coledpteros, o que sugere um outro fator que possa ser
responsavel pela toxicidade observada nessa amostra. C: controle.
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VIP3, assim como a Cryll, sdo conhecidamente ativas contra coleopteros (Baum et al., 2004,
Sezen et al., 2008). Apesar de Cryl A ser a nica toxina do Bz S811 encontrada no estagio toxico
para A. grandis na fracdo do sobrenadante (32 HAI), ¢ comumente sabido que essa classe de
molécula ndo apresenta atividade contra coledpteros, o que sugere haver alguma outra molécula

responsavel pela atividade inseticida daquela amostra.

V.IIL.III. Analise proteomica do B. thuringiensis S811

Um estudo protedmico utilizando Eletroforese Bidimensional (2-DE) foi realizado a fim
de se caracterizar a sintese e deposicao de proteinas ao longo do cultivo do Bf S811, bem como
para a identificar novas proteinas especificas para os estagios que apresentaram atividade contra
A. grandis — estagios vegetativos da fracdo celular e estagios de esporulacdo da fracdo do
sobrenadante. Considerando o proteoma do Bz S811 como um todo (Figura 23 e 24) observa-se
que a maior parte das proteinas encontram-se numa faixa de massa molecular que varia de 10 a
110 kDa, com variacdo de ponto isoelétrico entre 4 e 7. Em torno de 412 proteinas foram
detectadas em cada estdgio da fracdo celular (Figura 23), entre elas, 55 eram constitutivas
(marcadas em verde) e 107 eram especificas dos estagios vegetativos (8 ¢ 16 HAI). Na fracao
do sobrenadante (Figura 24), em torno de 233 proteinas foram detectadas em cada estagio,
sendo que 21 eram constitutivas (marcadas em verde) e 138 eram especificas dos estagios de
esporulacdo (24 e 32 HAI). Foram detectadas 203 proteinas especificas das S8HAI fracdo celular
(estagio toxico onde nenhumas das toxinas CrylA, Cryll, Cry8H e VIP3A s3o encontradas),
dentre elas uma superoxido desmutase; e 84 proteinas que tinham sua sintese aumentada
naquele estagio, como uma chaperonina de 60 kDa, que teve sua sintese duplicada, e um fator
de elongacdo, o qual teve sua sintese aumentada em 4 vezes (Figura 25) (Tabela 6). Na fragao
do sobrenadante foram detectadas 114 proteinas especificas das 32 HAI (estagio toxico onde
nenhumas das toxinas CrylA, Cryll, Cry8H e VIP3A s3o encontradas), dentre elas uma
proteina de ligacdo a quitina; e 110 proteinas que tinham sua sintese aumentada naquele estagio,
como uma subunidade B de ATPsintase, cuja sintese era 0,1 vez maior; uma alcool
desidrogenase putativa, cuja sintese era 0,4 vezes maior; € uma proteina do involucro do esporo,
cuja sintese era 83 vezes maior (Figura 26) (Tabela 6).

A presenca de uma Proteina de Ligacdo a Quitina as 32 HAI da fracdo do sobrenadante
indicava uma possivel relevancia de atividade quitinolitica na toxicidade daquela amostra contra
0 A. grandis, visto que tais moléculas ja haviam sido mostradas ativas contra insetos devido a

sua acdo enzimdtica (Chu et al, 2001; Sampson et al., 1998, Regev et al., 1996).
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Figura 25: Proteinas da fracio celular de uma cultura de B. thuringiensis S811,
identificadas por MS, e que sio sintetizadas no estigio com atividade téxica para
A. grandis. Foram detectadas 203 proteinas especificas das 8 HAI, marcadas em
laranja. Em purpura encontram-se 84 proteinas que tém sua sintese aumentada nesse
estagio. Proteinas identificadas por espectrometria de massa encontram-se indicadas
por setas. HAIL: horas apds a inoculagdo; MW: massa molecular (Da); pl: ponto
isoelétrico.
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Figura 26: Proteinas da fracdo do sobrenadante de uma cultura de B.
thuringiensis S811, identificadas por MS, e que sio sintetizadas no estagio com
atividade toxica para A. grandis. Foram detectadas 114 proteinas especificas das 32
HAI, marcadas em laranja. Em purpura encontram-se 110 proteinas que t€ém sua
sintese aumentada nesse estagio. Proteinas identificadas por espectrometria de massa
encontram-se indicadas por setas. HAI: horas ap6s a inoculagdo; MW: massa
molecular (Da); p/: ponto isoelétrico.
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Table 6: Identificacio e cinética de deposi¢do de proteinas de uma cultura de B. thuringiensis S811. Um total de 12 proteinas foram
identificadas por seqiienciamento de fragmentos tripticos por MS/MS ou por “Peptide Mass Fingerprint” (PMF). A proteinas identificadas
foram classificadas de acordo com sua massa molecular (Mr), ponto isoelétrico (p/) e pela percentagem de volume (%Vol) com a qual elas
aparecem em cada tratamento.

NUumero de Método de Identidade Escore/ 8 HAI 16 HAI 24 HAI 32 HAI
Proteina Espécie Acesso identificacdo Seqléncia do FT (%) Valor-e Mr/pl no gel Mr/pl predito (% Vol) (% Vol) (% Vol) (% Vol)
FGGILDQQT
° Chitin binding protein Bacillus cereus Q736S6 MS/MS ADR 100.0 40.9/0.021 21.80/3.30 49.85/6.03 - - - 0,92
% Putative alcohol Oceanicola GAEVTSLAIV
b dehydrogenase granulosus Q2CH29 MS/MS YDDVAR 100.0 52/1e-05 29.50/3.75 34.64/5.40 - - 0,1 0,14
S Chaperone protein
-g torD Salmonella typhi Q8z2M3 PMF - NS 142/1.6e-09 24.54/4.40 23.79/4.88 - - 0,27 0,27
g TVLIQELINNI
° ATP synthase subunit AQEHGGLS
g beta Bacillus sp. Q71CG3 MS/MS VFAGVGER 96.3 84.2/2e-15 38.90/4.80 50.21/5.01 - - 2,33 2,59
© ITGFGYGVL
<t Neutral Protease B Bacillus thuringiensis YP 039061 MS/MS GAR 100.0 39.7/0.050 29.80/6.50 60.9/5.6 2,12 1,85 0,99 1,39
& VNYTDEVSI
Spore Coat Protein E Bacillus thuringiensis ZP 0070982 MS/MS GYR 100.0 42.6/0.006 20.70/4.20 20.7/4.4 - 0,03 0,47 2,62
30S ribosomal protein SELPAEINEA
S4 Bacillus cereus Q817A4 MS/MS LIVEFYSR  100.0 60.6/2e-08 25.06/4.75 22.98/9.91 0,004 0,007 - -
» Superoxide SVEELVANL
% dismutase, Mn Bacillus cereus Q730R1 MS/MS NEVPEAIR  100.0 56.2/5e-07 24.09/4.64 22.66/5.31 0,04 - - -
=] NDVEGFGNL
8 LASNLPGYQ
8 Isochorismatase Bacillus cereus Q73532 MSMS NIIGSYR 100.0 82.5/6e-15 24.37/4.98 23.50/4.92 0,16 0,35 0,067 0,37
*% 60 kDa Chaperonin  Bacillus anthracis Q81VE1 PMF - NS 97/5.4e-05 61.9/5.05 57.38/4.79 0,49 0,17 - 0,27
§ Elongation Factor G Bacillus anthracis Q81VT3 PMF - NS 84/0.0011 88.0/4.91 76.51/4.91 2,06 0,55 0,13 0,51
o Hydrolase
(isochorismatase TENVPTILTT
family) Bacillus thuringiensis Q3EMK1 MS/MS VETR 100.0 47.7/2e-04 23.98/5.84 23.84/5.37 0,03 0,09 0,29 0,08

* FT: Fragmento triptico; NS: Ndo se aplica
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Atividade quitinolitica relacionada a carater inseticida ou aumentando a toxicidade de Bt contra
insetos € algo bem registrado desde a década de 1970, quando foi observado que a co-aplicagdo
de quitinases com formulacdes de Bf aumentavam a atividade inseticida (Smirnoff, 1977). Mais
recentemente a atividade quitinolitica foi reportada na literatura como um fator que aumenta a
toxicidade do Bt contra insetos (Carlini & Grossi de Sa, 2002; Brar et al., 2008).

Ensaios de atividade quitinolitica realizados com ambas as fragdes protéicas nao
mostraram atividade significativa na fracdo celular. Contudo, na fragdo do sobrenadante
observou-se um gradiente de atividade crescente das 8 as 32 HAI (Figura 27). Os dados
mostrados aqui indicam que a toxicidade do B. thuringiensis S811 para A. grandis é em parte
conferida pelas toxinas Cry8H, Cryll e VIP3A, contudo ndo foi possivel afirmar sobre a
porcentagem de contribuicdo de cada dessas toxinas para o cardter inseticida da bactéria. A alta
atividade quitinolitica observada na fragdo do sobrenadante as 32 HAI, quando apenas CrylA
foi detectada e a atividade inseticida ¢ alta, sugere que a cepa S811 pode fazer uso de quitinases,

junto as suas toxinas, para matar insetos.
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Figura 27: Atividade qutinolitica na fracdo celular e do
sobrenadante de uma cultura de B. thuringiensis S811.
Nenhuma atividade significante foi observada nos estdgios da
fracao celular (A). Contudo, na fragdo do sobrenadante ha um
aumento na atividade enzimatica até se alcancar um maximo as
32 HAI, quando essa fra¢dao apresenta maior atividade contra A.

grandis.
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V.IV. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Dados sobre a microbiologia e o metabolismo de proteinas de uma cultura de Br S811
foram gerados. Tais dados permitiram a determinacdo, em horas, dos estagios vegetativos e de
esporulacdo da cultura bacteriana, bem como apresentaram aspectos do metabolismo de
proteinas durante todo o crescimento da cepa, incluindo 1) teor de proteinas secretado no meio
de cultura nos estagios vegetativos e de esporulacdo; ii) teor de proteinas nas células de uma
cultura em estdgio vegetativo e; iii) teor de proteinas nos esporos de B¢ S811.

A determinacdo da cinética de deposicdo de CrylA, Cry8H, Cryll e VIP3A das 8 as 16
HAI nas fracdes celulares e do sobrenadante mostraram que essas proteinas, dentre outros
momentos, encontram-se presente as 16 HAI da fracdo celular, exatamente quando o extrato
protéico de Bt S811 apresenta maior atividade contra 4. grandis naquela fragdo. Contudo, na
fragdo do sobrenadante que apresentou maior atividade contra 4. grandis, 32 HAI, apenas
CrylA foi detectada e esta classe de toxina Cry ¢ sabidamente inativa contra coledpteros.

Dentre as 12 proteinas identificadas em uma analise protedmica por 2DE/MS do periodo
de crescimento do Bz S811, uma delas, encontrada em maior abundancia as 32 HAI da fracao do
sobrenadante, era uma proteina de ligagdo a quitina. Tais moléculas ja foram relatadas como
apresentando atividade quitinolitica. Ensaios para quantificacdo desse tipo de atividade
enzimatica foram realizados com todas as amostras protéicas e constatou-se que as 32 HAI, na
fragdo do sobrenadante, era observada a maior atividade quitinolitica.

Os dados apresentados indicam que as toxinas Cryll, Cry8H e VIP3A atuavam na
toxicidade do Bt S811 contra 4. grandis e que a possivel influéncia de atividade quitinolitica
nessa toxicidade ndo poderia ser descartada. Para uma melhor caracterizacdo da acdo das
quitinases de Bt na toxicidade para A. grandis o gene de uma quitinase de Bt deveria ser clonado
e a proteina recombinante deveria ser expressa e purificada para ensaios contra 4. grandis.
Sendo comprovado o potencial inseticida de quitinases de Bt, no futuro, uma proteina de fusdo
composta por uma toxina Cry e uma quitinase poderia ser construida e avaliada contra A.

grandis.
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INTERLUDIO 1

Os dados obtidos até entdo mostraram que a toxicidade da cepa S811 de Bacillus
thuringiensis para larvas do bicudo-do-algodoeiro em parte ¢ conferida pelas toxinas Cry8H,
Cryll e VIP3A. Por um outro lado parte dessa toxicidade ndo poderia ser atribuida a agdo de
nenhuma das citadas toxinas. Essa afirmacdo faz-se patente quando se observa que a fragao
protéica do sobrenadante de uma cultura as 32 horas apds a inoculacdo confere 58% de
mortalidade para as larvas, sendo que nessa amostra nenhuma das citadas toxinas faz-se
presente, a ndo ser a CrylA, sabidamente inativa para coledpteros. A alta atividade quitinolitica
naquela amostra sugere que, assim como diversas outras cepas de B. thuringiensis ja relatadas
na literatura, a S811 também faga uso de quitinases para matar insetos.

Neste ponto do trabalho surgiu a idéia de se utilizar quitinases de B. thuringiensis para
incrementar a atividade inseticida da toxina Cry8H, que j& vinha sendo bastante estudada no
Laboratorio Planta-Praga 1. Tendo isso em vista foi que elaborei o projeto “Constru¢cdo de uma
proteina de fusdo Cry8/BtChit para o controle do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis)”,
e pelo qual fui agraciado com uma bolsa de estudos do CNPq para a execugao do projeto em um
estagio Sandwich na Universidade de Durham, no Reino Unido, sob a supervisdao do Dr. John
A. Gatehouse, pesquisador com grande notavel experiéncia no tocante a construgdo de proteinas
de fusdo com carater entomotdxico.

Nos meses que se seguiriam uma quitinase de B. thuringiensis deveria ser clonada.
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VI. CAPITULO 2

TENTATIVA DE CONSTRUCAO DE UMA PROTEINA DE
FUSAO CRY8/BTCHIT PARA O CONTROLE DO BICUDO-DO-
ALGODOEIRO (Anthonomus grandis)
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VI.I. INTRODUCAO AO SEGUNDO CAPiTULO

A construcao de proteinas de fusdo pela unido de genes que codificam para peptideos
com diferentes atividades bioldgicas ¢ uma estratégia molecular j4 mostrada efetiva para a
geracdo de moléculas recombinantes com elevada atividade inseticida (ver item LIII da revisao
bibliografica) (Fitches et al., 2004; Trung et al., 2006). No caso do 4. grandis os dados obtidos
até entdo indicavam que a susceptibilidade desse inseto a cepa S811 de B. thuringiensis era
devida a algumas toxinas produzidas pela bactéria, contudo ndo se podia descartar a
possibilidade de que quitinases de B. thuringiensis também contribuissem para a toxicidade
contra A. grandis (Capitulo 1).

Um programa para a constru¢ao de uma proteina de fusdo composta por uma quitinase
de B. thuringiensis e uma toxina Cry foi elaborado para o desenvolvimento de uma molécula
recombinante potencialmente toxica para 4. grandis, onde o dominio quitinolitico atuaria sobre
a membrana peritrofica e o dominio Cry atuaria sobre a superficie do epitélio do trato digestivo
do inseto. Para tanto seria utilizada uma toxina Cry previamente clonada pelo grupo do
Laboratorio Planta-Praga I da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia cuja atividade
havia sido incrementada por técnicas de evolugdo molecular in vitro. A deteccio de genes cry na
cepa S811 de B. thuringiensis, incluindo o cry8, cuja proteina codificada ¢ ativa para
coledpteros, foi realizada seguindo-se o protocolo descrito por Bravo e colaboradores (Bravo et
al., 1998). Todo o processo de clonagem dos genes cry da cepa S811 foi descrito por Magalhaes
(Magalhdes et al., em preparagdo). Posteriormente o gene para cry§ foi clonado no vetor
pComb3XSS para a constru¢do de uma biblioteca combinatéria por DNA Shuffling. Os
variantes obtidos foram entdo selecionados por Phage Display e as colonias selecionadas foram
utilizadas para inoculacao e expressao no sistema fago HELPER VCSM13. A atividade toxica
das proteinas sintetizadas a partir dos genes mutantes foi avaliada em bioensaios com A.
grandis, sendo que o mutante BI-25 foi o que apresentou maior taxa de letalidade. Todos os
procedimentos de constru¢do da biblioteca combinatéria, sele¢do de variantes e ensaios de
atividade com as proteinas mutantes, encontram-se descritos em (Oliveira, 2008). A seqiiéncia
do mutante BI-25 foi re-sintetizada com alteracdo de codons para otimizagdo da expressdo em
eucariotos e clonada no vetor pPBSK (Stratagene), sendo esse gene mutante o selecionado para
experimento de constru¢do de uma proteina de fusdo composta por uma toxina Bt e uma
quitinase.

Para o correto andamento do projeto, uma estratégia de clonagem de um gene de

quitinase de B. thuringiensis foi elaborado a partir da seqiiéncia de um gene de B. thuringiensis
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serovar Sotto que codifica para uma quitinase de 75 kDa com 4 dominios, sendo eles um
peptideo sinal de 42 kDa, um dominio catalitico N-Terminal, um dominio do tipo fibronectina
do tipo III, ¢ um dominio de liga¢do a quitina C-Terminal (Zhong et al., 2005). O gene em
questdo mostrou-se altamente conservado em dois outros serovares de B. thuringiensis, sendo
por isso selecionado para o procedimento de clonagem

Apo6s dois meses trabalhando no processo de clonagem, nenhuma amplificacdo do gene
foi alcangada. Visando cumprir com o cronograma foi decidido pela substitui¢do da quitinase de
B. thuringiensis por uma outra de café, cujo gene havia sido previamente clonado pelo grupo da
Dra. Angela Mehta a partir da seqiiéncia encontrada no Contig 14550 do Genoma Café
(http://'www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) anotado como uma quitinase de classe III. Tal gene,
segundo os dados do Projeto Genoma Café, ¢ altamente expresso em tecidos de café submetidos
a estresse bidtico. O gene da quitinase de café, entdo denominado caciiichit (Coffea arabica
Class III Chitinase), foi primeiramente subclonado em um vetor para expressao heterdloga em
Pichia pastoris para que a proteina recombinante purificada tivesse sua atividade inseticida
avaliada. Apenas se comprovada a atividade inseticida os passos seguintes para a construcao da

proteina de fusdo Chit/Cry seriam dados.
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VI.II. METODOLOGIA

VI.II.I. Tentativa de clonagem de uma quitinase de Bacillus
thuringiensis

Extragdo de DNA genomico de B. thuringiensis. Uma coldnia de B. thuringiensis S811
foi utilizada para inocular 10 mL de meio Caldo Nutritivo. A cultura foi mantida durante a noite
a 28 °C sob agitagdo de 275 rpm até atingir uma O.D. 49 de 2.0-2.5. Deste pré-indculo 250 uL.
foram utilizados para inocular 5 mL de meio Caldo Nutritivo que foi mantido sob as mesmas
condi¢des do pré-indculo por 8 horas, quando entdo as células foram precipitadas por
centrifugacdo a 13.000 g por 5 minutos, lavadas com 0,7 mL de 4gua destilada e resuspensas em
0,7 mL de tampao Tris/EDTA (T.E.) (Apéndice 1). As células foram adicionados 50 pL de uma
solucdo de lisozima (28 mg/mL) seguida de incubagdo por 1 hora & 37 °C. Foram adicionados
168 uL de (Na)EDTA 5 mM pH 8.0 e 18 pL de uma solucdo de tripsina 10 mg/mL e a
incubacdo continuou por mais 5 minutos. Adicionou-se 98 puL. de SDS 10%, agitou-se os tubos
suavemente e o material retornou para a incuba¢do por mais 2 horas. A amostra foi precipitada
com 2 volumes de etanol absoluto gelado e centrifugada a 11.600 g por 5 minutos. O
precipitado foi resuspenso em 350 uL de tampdo T.E., ao que foi adicionado 10 pL de uma
solucdo de RNase (3,5 pg/mL) seguida de incubacdo a 37 °C por 30 minutos. O material foi
precipitado com 360 pL de fenol:cloroférmio (1:1), seguido de agitagdo lenta e repouso por 5
minutos a temperatura ambiente. A fase superior foi coletada e a precipitagdo com
fenol:cloroformio foi repetida. O DNA cromossomal foi precipitado da camada superior
adicionando-se acetato de sodio 3 M na proporcao 1:10 (v/v) e 0.7 mL de etanol gelado. Seguiu-
se agitacdo lenta e precipitagdao a — 20 °C por 30 minutos. O material foi centrifugado a 13.000 g
por 10 minutos e o precipitado lavado com etanol 70% gelado. A lavagem foi repetida e o
material secado a vacuo.

Reag¢oes de PCR para a amplificacdo do gene de quitinase de B. thuringiensis. As
reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo 1,5 pg de
DNA molde, 2 unidades de 7ag DNA Polymerase (Invitrogen), MgSO4 50 mM, dNTPs 10 mM
e 0,4 uM dos oligonucleotideos iniciadores BtChitfor
(5’ATGCCTTTAAATATATCTTTTATTTTGAAAGG3’) e  BtchitRev (5SCTAGTTTT
CGCTAATGACGGC3’). As condicdes das reagdes foram: 94 °C por 1 min; 30 ciclos de 45s a
94 °C, 45s a (48, 50, 52, 54 ¢ 56 °C), 1 min a 72 °C e uma extensao final de 5 min a 72 °C. O

resultado da reacdo foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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VLILII. Clonagem do gene de uma quitinase de classe III de café
(Coffea arabica) (caciiichit) para expressao em Pichia Pastoris

Plantas de café C. arabica foram cultivadas em casa de vegetagao por aproximadamente
6 meses. As folhas foram utilizadas para a extragdo de RNA pelo método do Trizol (Invitrogen)
e os cDNAs foram sintetizados utilizando-se o Kit First-Strand c¢cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen). O cDNA contendo a seqiliéncia completa de caciiichit foi amplificado utilizando-se
primers desenhados de acordo com a seqiiéncia encontrada no contig 14550 do Genoma do Café
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/), (Figura 28) anotado como uma quitinase de classe III:
pFwd 5S'ATGGCTCCCTGTTTTAGA3'; pRev S TTACTCATCCACAAAAGA3Z'. As condi¢des
de PCR foram: 5 min a 95 °C; 45 s a 95 °C; 45 s a 60 °C; 1 min a 72 °C (40 ciclos) e uma
extensdo final de 5 min a 72 °C. Um fragmento de 970 bp foi amplificado, clonado no vetor
pGEM T-Easy (Promega) de acordo com as recomendagdes do fabricante, e posteriormente

seqiienciado para confirmagao da clonagem.

VL.ILIII. Subclonagem de caciiichit em um vetor para expressao em
Pichia pastoris

O vetor pGEM T-Easy carregando o gene caciiichit (Coffea arabica class III Chitinase)
foi usado como molde para a subclonagem de caciiichit no vetor pPGAPZa-B (Invitrogen) para
expressdo heterdloga em Pichia pastoris. A regido compreendendo o peptideo sinal foi
delimitada pelo software SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e primers foram
desenhados para subclonar a seqiiéncia codificadora de regido madura da proteina: caciiichitfwd
5’TAAGAATTCAAGCTGGAATTGCCACCTAC3’; caciiichitrev
S’TTAGTCGACCTCATCCACAAAAGACTTTATCATG3’. Sitios para as enzimas de
restricdo EcoR I e Sal I foram inseridos nas extremidades 5° ¢ 3" dos primers forward e reverse
respectivamente, sendo mostrados acima sublinhados. Um c6don para Glutamina foi inserido no
final do sitio de restricdo para EcoR 1 (mostrado em italico no primer forward) a fim de se
manter o gene na pauta de leitura correta. A escolha de Glutamina foi feita tentando-se manter
da forma mais coerente possivel as propriedades fisico-quimicas do primeiro aminoacido
natural. As condigdes de PCR para a amplificagdo de caciiichit foram: 30 s a 98 °C; 10 s a 98
°C; 10 s a 60 °C; 45 s a 72 °C (20 ciclos) e uma extensao final de 5 min a 72 °C. Ao final da
reacdo 10 pL do material amplificado (20% do total) foram analisados em gel de agarose 0,8%.
Como esperado, um fragmento de 890 bp foi amplificado (Figura 29). O restante do material da

amplificacdo (40 pL) foi purificado com o Kit QIAquick Gel Extraction Kit (50) (Quiagen)
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CCCACGCGTCCGAAAAATACACACGAAAGCAAGCCTGCAAAAACAACCGAGAGGAGAAAA
AATG GCACTAGTCATAGCAATAACATCGCTGTTGATGATATCTTC
AGTGATCAGGTCTTCCGATGCT TGGGGCCAAAACACTGACGA
AGGAAGCCTGGAAGACGCATGCCGGAGAGGTACCTATGACTACGTGAATCTTGCCTTTCT
GATAAATTATGGCAATGGCCAGACACCAGAATTGAACTTAGCTGGGCATTGTGAGCGAAG
CGCTTGCTCCTCGCTTAGTTCTGAGATAAAAGCTTGCCAGAAACGAGGCATCCAAGTGCT
TCTTTCTCTCGGTGGAGCTCCAAACCTTTCTTCACGCGATGATGCTAAGGAAGTCGCGTC
CTATCTCTATAATAATTTCCTTGGCGGTGAATCACAAAATCGTCCATTAGGCGATGCTGT
CTTAGACGGTATAGACTTTCATATCCAAGGTGGAAGTAGGGATTTCTTGGATGATCTCGC
CAAGGCGCTCTCAGAATATAGAACAACAGAGAGAAGGGTGCACTTATCTGCAGCACCACA
ATGTTTCTATCCTGACTATTATCTTGACGCTGCCATCAGAACTGGCCTCTTTGATTATGT
GTGGGTGCAATTTTACAACAATCCGCCTTGTCAGTATAGTATGGGCAATGCCAACAACCT
CATCAACAGTTGGAGCTCTCATTGGGCTTCACATCCAGGAGTTAACAAACTATTCCTGGG
ATTACCTGCATCCCCTGAAGCCGCTCCTTCTGGCGGTTACATTCCACATCGGATTCTTAT
TCGTGAAGTTCTTCCCCAAATCCAGGACTATCCCAACTATGGAGGCGTCATGCTTTGGAA
CGTATACTATGACGAGAATTATAGTCAGGCAATCAGGCCTTATGTTAACCCTGAAACTCT
GACTTTTGATCGCAGGTCCACGATTAAGTACCCAAGAAAGTCCATGATAAAGTCTTTTGT
GGAT GAG-GTTC CTCTCATTATCTTATGAGAGATGAAATAAGTATAATATAATCCCGG
TGGTTTGAGCCAGAGATAATGTTAATAAATAAGTTCCTCTCATTATCCTGTGAGAGATGA
AATGTAATCCGGGTTGCTTTTGCAAGAGATAAATTGAATAAATAAATAAAACATGGGTTT
TCAATCCCCAAAAAAAAAAAAANAANAANAACTGAAAAAAANAATGGGGATGATAAGGGA
ACACCTCACGACGTGCCCTTCCTTCTTGATGCACGGAAGAGTAGGGCTCACGGTTATGCC
CTCATGTGGGACAATCATAACAGTAAGTGGGGGTCGCACTACTCTGGATCAGCTGAGGAT
CAATGACTTTAATTATATATATACTGTTTATGGTGTGGCCTTCAGTTT

Figura 28: Seqiiéncia de bases do contig 14550 do Genoma Café. A
Pauta Aberta de Leitura (Open Read Frame — ORF), delimitada pelo
coddon de iniciagdo ATG (grifado em verde) e pelo codon de parada
TAA (grifado em vermelho), contém 969 bases, sendo que as primeiras
81 (sublinhadas) codificam para o peptideo sinal da proteina. As bases
em verde, dentro da regido codificadora do peptideo sinal, incluindo o
coddon de iniciagdo foram as utilizadas para a construgdo do primer
forward para a clonagem do gene completo, enquanto as vermelhas,
incluindo o cédon de parada, foram as utilizadas para a constru¢do do
primer reverse. As bases em verdes logo apds o término da regido
codificadora do peptideo sinal foram as utilizadas na constru¢do do
primer forward para a clonagem da regido codificadora da proteina
madura.
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Figura 29: Eletroforese em gel de agarose 0,8 % para a
visualisacdo da amplificagdo da regido de caciiichit
codificadora da proteina. Um fragmento de 890 bp foi
amplificado. A 10 pL da rea¢do de PCR foram adicionados 3

uL de Tampao de Amostra (Fermentas) e o volume final foi
aplicado no gel.

118



(Apéndice 3), e digerido com EcoR I e Sal 1 (inserto purificado 30 ng/ulL 43 ulL, Tampao
Fermentas O 10x 5 pL, Sa/ 1 (12 u/uL) 1 puL, EcoR I (12 u/uL) 1 pL, H,O estéril 1 uL, mantida
a 37 °C durante a noite), para a geracao de extremidades coesivas. Em seguida o inserto digerido
foi novamente purificado e utilizado numa reagdo de ligacdo (plasmidio pGAPZa-B 23 ng/uL
4,5 pL, inserto purificado 19,5 ng/ulL 4 uL, T4 Tampao DNA Ligase 10x 1 uL, T4 DNA Ligase
1 vw/pL 0,5 pL, mantida a temperatura ambiente por 30 min) para a inser¢do do fragmento
amplificado no vetor pGAPZa-B previamente digerido com EcoR 1 e Sal I (Plasmidio pGAPZa-
B 70 ng/pL 15uL, Sal 1 (12 u/uL) 0,5 uL, EcoR 1 (12 u/pL) 0,5 pL, Tampao Fermentas O 10x 3
uL, H,O estéril 11 pL, mantida a 37 °C durante a noite apds o que o vetor digerido foi
purificado).

Da reagao de ligacdo, 0,7 uL foram utilizados para transformar células de E. coli Top 10
eletrocompetentes (Apéndice 3). As células transformadas foram plaqueadas em Meio de
Selecdo LS-LB Zeocina 0,05 mg/mL (Apéndice 2) e mantidas a 37 °C durante a noite. Das
coldnias que emergiram, trés foram selecionadas para os procedimentos de extracio do DNA
plasmidial utilizando-se o Kit Wizard Plus. SV Minipreps; DNA Purification System — Promega

(Apéndice 3) para a confirmacao da subclonagem.

VLILIV. Transformacao de Pichia pastoris com pGAPZa-
B/ caciiichit e ensaios de expressao em pequena escala

Em torno de 10 pg de pGAPZa-B/caciiichit foram utilizados para transformar, por
choque térmico, células competentes de P. pastoris SMD1168 deficientes em proteases. O
plasmideo carregando o gene caciiichit foi linearizado com a enzima de restricio Bln I
(pGAPZo-B/caciiichit 155 ng/pL 71,5 pL, Tampao Bln 10x 8 pL, H,O estéril 0,5 pL) e a
transformagao foi realizada de acordo com o protocolo do Pichia EasyComp™ Transformation
(Invitrogen) (Apéndice 3). As células transformadas foram plaqueadas em meio YPG/Zeocina
100 pg/mL, Agar 1,5% (Apéndice 2) e mantidas a 28 °C até o surgimento das primeiras colonias
(2 a 4 dias). As coldnias transformadas foram utilizadas em ensaios de expressdo em pequena
escala onde cada coldnia foi utilizada para inocular 10 mL de meio YPG/Zeocine 100 pg/mL
liquido. As culturas foram mantidas a 28 °C sob agita¢ao de 220 rpm por 4 dias, apds o que as
células foram precipitadas por centrifugacao (4.000 g por 10 min a temperatura ambiente) e os

sobrenadantes analisados por SDS-PAGE e Western blot.
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VIL.IL.V. PCR de colonia para confirmacao de integracao de caciiichit

C¢lulas de Pichia pastoris transformadas com pGAPZa-B/caciiichit foram lisadas por
choque térmico em 5 pL de agua estéril (1 min em nitrogénio liquido seguido de 1 min em agua
fervente. Procedimento repetido 5x) e centrifugado a 10.000 g por 5 min a temperatura
ambiente. Subsequentemente 1 pL. do sobrenadante foi utilizado como molde em reacdes de
PCR com os primers do vetor (pGAP forward e 3°’AOX reverse, que amplificam o gene de
interesse mais um fragmento de 540 bp) para amplifica¢do da regido de caciiichit codificadora
da proteina madura. As reagdes de amplificacdao foram realizadas em um volume final de 50 pL.
contendo 1,5 pg de DNA molde, 2 unidades de 7ag DNA Polymerase (Invitrogen), MgSO4 50
mM, dNTPs 10 mM e 0,5 ug dos oligonucleotideos iniciadores pGAP forward e 3’AOX. As
condicdes das reacdes foram: 94 °C por 2 min; 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1 min
a 72 °C e uma extensdo final de 7 min a 72 °C. O resultado da reagdo foi visualizado por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

VL.II.VI. SDS-PAGE e Western blot para a deteccao da expressao de
caciiichit recombinante

Para a deteccdo de CacllIChit recombinante 24 pl de cada sobrenadante foram
adicionados a 6 pL. de Tampao de Amostra (Apéndice 3) e resolvidos por SDS-PAGE (4% gel
de aplicacao / 12,5% gel principal e Tampao de Corrida Tris/Glicina (Laemmli, 1970), sendo as
condi¢des elétricas de 12 mA enquanto a amostra percorria o gel de aplicagdo e 15 mA durante
a corrida pelo gel principal e o tempo de corrida de 30 — 40 min). Para cada ensaio foram
realizadas duas eletroforeses, uma delas para coloragdo com Commassie Blue-R e outra para os
procedimentos de eletrotransferéncia. No caso dessa ultima, apds a eletroforese os géis eram
incubados por 10 min em Tampdo de Transferéncia (Apéndice 1) sob agitagdo suave. Para as
analises por Western blot (Towbin et al., 1979) foram utilizadas membranas de nitrocelulose
Hybond-C (G.E. Healthcare). Os procedimentos de eletrotransferéncia foram realizados em um
sistema semi-seco Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) com 0.05 V/gel durante
uma hora. Apds a transferéncia as membranas foram incubadas em 10 mL de Solugdo de
Bloqueadora composta por Tampao PBS (Apéndice 1) contendo 5 % m/v de leite desnatado por
45 min sob agitacdo suave. Depois do bloqueio as membranas foram incubadas por 45 min em
10 mL de Soluc¢ao Bloquedora contendo o primeiro anticorpo Anti-Histag na propor¢ao de
1:3.000 v/v por 40 min sob agitacdo suave, seguida de incubacdo em 40 mL de solugdo

Bloqueadora contendo o segundo anticorpo conjugado a HRP na propor¢do de 1:3.000 v/v.
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Entre as incubacodes e antes do desenvolvimento da reagdo as membranas foram lavadas 5 vezes
com Solugdo Bloqueadora contendo Tween-20 0,1%. As reacdes foram desenvolvidas em 5 mL

do substrato para HRP (Apéndice 1).

VIL.II.VII. Expressao de caciiichit em larga escala (fermentacao)

Uma colonia positiva e que, segundo os dados obtidos por SDS-PAGE, expressava
caciiichit em grande quantidade, foi selecionada para a expressdo de caciiichit em fermentador
de 3 litros BioFlo 110 (New Brunswick Scientific) de acordo com o protocolo descrito por
Fitches e colegas (Fitches ef al., 2004a). Para tanto a colonia selecionada foi utilizada para
inocular 300 mL de Meio YPG/Zeocina 0,05 mg/mL, que foi mantido a 28 C sob agitagcdo de
220 rpm por 3 dias, quando entdo a cultura foi utilizada para inocular os 3 litros do Meio de
Fermentacdo (Apéndice 2). A fermentacdo aconteceu durante 4 dias a 30 °C, com 30% de
oxigénio dissolvido, pH 5.0 e agitacdo continua. A cultura era alimentada com glicerol numa

razdo de 7,5 mL/h.

VIL.IL.VIII. Purificacao de CaclIIIChit

Ao final da fermentacdo as células foram precipitadas por centrifugagdo a 13.000 g por
25 min a 4 °C. O sobrenadante da fermentacgdo foi filtrado em 0,2 pum e diluido em acetato de
sodio pH 4.0 para uma concentragdo de 50 mM. As proteinas recombinantes foram purificadas
por cromatografia de troca idnica em uma coluna de 25 mL contendo matriz S-Sepharose (G.E.
Healthcare) previamente aquilibrada com acetato de s6dio 50 mM pH 4.0 com fluxo de 2
mL/min. As proteinas retidas foram eluidas com um gradiente de NaCl de 0 a 1 M e avaliadas
por SDS-PAGE em gel 12,5% (para detalhes sobre os procedimentos de eletroforese ver “SDS-
PAGE e Western blot para a detec¢ao de CaclllChit recombinante’). Cinco mililitros do
material purificado foram dialisados contra Tampao Fosfato de So6dio 80 mM pH 6.8 e
utilizados em ensaios de atividade quitinolitica. O restante foi dialisado contra Bicarbonato de

Amonio e liofilizado.

VILILIX. Ensaio de atividade enzimatica de CaclIIChit

Para a avaliagdo da atividade enzimatica da proteina recombinante purificada, trés
amostras foram dializadas contra Tampao Fosfato de Sédio 80 mM pH 6.8, sendo elas: o
sobrenadante de uma cultura inoculada leveduras transformadas com pGAPZa-B vazio, o

sobrenadante de uma cultura inoculada com leveduras transformadas com pGAPZo-
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Blcaciiichit, ¢ CacllIChit purificada. A 300 pL de todas as amostras, contendo 5 pg de
proteinas, foram adicionados 200 puL do substrato colorimétrico CM-chitin-RBV (1 mg/mL) o
ensaio foi realizado como descrito por Fitches (Fitches et al., 2004b). As reagdes foram
mantidas a 37 °C por 2 horas sendo agitadas a cada 30 min. A reagdo foi interrompida pela
adicao de 200 uL de HCI 1 N e as amostras foram deixada sobre a bancada por 15 min seguido
de centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 min a 4 °C. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 550

nm. O ensaio foi realizado em triplicata e repetido em pH 4.8, 5.8, 7.8, 8.8.
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VL.III. RESULTADOS E DISCUSSAO

VL.III.I. Tentativa de Clonagem de wuma quitinase de B.
thuringiensis

Para a clonagem de uma quitinase de B. thuringiensis foi realizado um alinhamento com
seqiiéncias de genes de quitinase de trés sorotipos de B. thuringinesis, sendo eles: Kurstaki
(namero de acesso: AJ635226), Sotto (nimero de acesso: AY129671) e Israclensis (nimero de
acesso: AF526379). Como grupo externo, foi utilizado a seqiiéncia de uma quitinase de Bacillus
cereus (numero de acesso: AB041932) (Figura 30). O alinhamento, realizado com o software
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), mostrou que o gene em questao
encontra-se altamente conservado nos trés sorotipos de B. thuringiensis, sendo assim, foram
desenhados primers especificos para a amplificacdo a partir das extremidades 5 e 3° e
clonagem no vetor pGEM-T Easy. A extensdo dos primers foi determinada de acordo com a
estabilidade em reagdes de PCR com parametros pré-determinados pelo software Oligotech.

Um protocolo para extracdo de DNA gendmico de B. thuringiensis foi estabelecido pela
modificacdo do método descrito por Bizzarri e colaboradores (Bizzarri et al., 2007). O DNA
genomico foi utilizado como molde nas reagdes de PCR onde as seguintes temperaturas de
anclamento foram utilizadas: 48, 50, 52, 54 ¢ 56 °C. Em nenhuma das reacdes foi observada
amplificacdo do gene. Além das variagcdes nas temperaturas de anelamento foram também
testadas variacdes na concentragdo do DNA molde (2x), Taq Polymerase (4x) e
oligonucleotideos iniciadores (0,25x), ainda assim nenhuma amplificagao foi observada.

Com o intuito de cumprir com o cronograma estabelecido para o projeto “Construcao de
uma proteina de fusdo Cry8/BtChit para o controle do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus
grandis)” foi decidido pela utilizacdo de um gene de quitinase do café¢ (Coffea arabica)
previamente clonado pelo grupo da Dra. Angela Mehta, colaboradora do Laboratério Planta-

Praga I.

VL.IILII. Subclonagem de caciiichit em um vetor para expressao em
P. pastoris

De acordo com a seqiiéncia encontrada no contig 14550 do Genoma Café, anotado como
uma quitinase de classe III, primers foram desenhados para a clonagem do gene completo a
partir de folhas de café, bem como para a subclonagem da regido codificadora da proteina

madura no vetor pGAPZo-B para a expressdo heteréloga constitutiva em P. pastoris.
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Neste ponto o gene em questdo passou a ser denominado caciiichit (Coffea arabica Class II1
Chitinase). A seqiiéncia codificadora da regido madura de caciiichit foi clonada no vetor
pGAPZa-B em fase com uma seqiiéncia codificadora de um peptideo sinal secretor na regido N-
Terminal da proteina recombinante denominado fator-a. Além do peptideo sinal da regido N-
Terminal, a proteina recombinante apresentaria uma extensdo na regido C-Terminal de 6
histidinas, “(his)6 tag”. A seqiiéncia de aminoacidos predita para o fragmento clonado constitui
uma proteina de 34 kDa com p/ 5.9 que difere da proteina predita pela seqiiéncia nucleotidica
do contig 14550 em quatro aminodcidos (Argl25Ser, Met2311le, Gly264Arg, Gly276Asp) e
uma insercao de Thr-Ile a montante de Ser279 (Figura 32). Tal diferenca pdde ser explicada por
uma variagdo genética natural entre plantas de café, visto que a variedade de café¢ utilizada na
composicdo da biblioteca de cDNA do Projeto Genoma Café ndo foi a mesma utilizada no

processo de clonagem de caciiichit.

VL.IIL.III. Expressao e purificacao de CaclIIChit

Apos a transformacao genética da levedura com o vetor carregando caciiichit um ensaio
de expressdo em pequena escala foi realizado com 8 colonias para a deteccdo da proteina
recombinante. Apesar da maior parte das colonias transformadas com pGAPZa-B/caciiichit
expressar uma proteina heter6loga como massa molecular entre 29 e 36 kDa (Figura 33),
nenhum sinal foi detectado nas analises por Western blot com anticorpos Anti-Histag (Figura
34). Uma eletroforese foi realizada com o extrato protéico da cultura onde a proteina heterdloga
era mais abundante. O peso molecular desta foi determinado como 32,7 kDa por meio de uma
curva logaritmica de migragdo relativa (Figura 35), indicando que a proteina recombinante
(massa predita: 34 kDa) poderia ter perdido a cauda de histidina e mais aproximadamente cinco
dos ultimos aminoacidos da regido C-terminal, o que diminuiria sua massa em torno 1,2 kDa e
explicaria a auséncia de sinal nos ensaios do Western blot. A clivagem espontanea e especifca
de uma porcao da regido C-terminal de proteinas expressas em P. pastoris € um evento comum
e bem descrito na literatura. Usualmente acontece devido as condigdes de cultivo e composi¢ao
do meio, raramente afetando a atividade da proteina recombinante (Tanfous et al., 2006). A
coldnia que expressava a proteina de 32 kDa em niveis satisfatdrios, € uma que ndo expressava,
foram analisadas por PCR de coldnia para confirmar a integracao de caciiichit (Figura 36). A
colonia em questao mostrou-se positiva para a integracao de caciiichit, sendo entdo selecionada

para o ensaio de expressdao em larga escala em fermentador.
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>Contig 144550

AGIATYWGQNTDEGSLEDACRRGTYDYVNLAFL INYGNGQTPELNLAGHCERSACSSLSSE 1KA
CQKRGIQVLLSLGGAPNLSSRDDAKEVASYLYNNFLGGESQNRPLGDAVLDG I DFHIQGGERDFLDDL
AKALSEYRTTERRVHLSAAPQCFYPDYYLDAAIRTGLFDYVWVQFYNNPPCQYSMGNANNL INSWSSH
WASHPGVNKLFLGLPASPEAAPSGGY I PHRJL IREVLPQIQDYPNYGGVMLWNVYYDENYSQAIRPYV
NPETIL TFRRRSINIKYPRKSMIKSFVDE

>CacllIChit

AGIQAGIATYWGQNTDEGSLEDACRRGTYDYVNLAFL INYGNGQTPELNLAGHCERSACSSLSSE IKA
CQKRGIQVLLSLGGAPNLSSRDDAKEVASYLYNNFLGGESQNRPLGDAVLDGIDFHIQGGERDFLDDL
AKALSEYRTTERRVHLSAAPQCFYPDYYLDAAIRTGLFDYVWVQFYNNPPCQYSMGNANNL INSWSSH
WASHPGVNKLFLGLPASPEAAPSGGYIPHRMLIREVLPQIQDYPNYGGVMLWNVYYDENYSQAIEPYV
NPETLTFERRS__KYPRKSMIKSFVDEVDHHHHHH

Figura 31: Seqiiéncia de aminoacidos da regiio madura das proteinas preditas
pelas seqiiéncias dos genes do contig 14550 e do gene caciiichit. A seqiiéncia do
gene caciiichit prediz uma proteina de 34 kDa e p/ 5.9 com quatro substituicdes e
duas dele¢des em relagdo a seqiiéncia da proteina predita pelo gene do contig 14550,
sendo elas: Argl25Ser, Met2311le, Gly264Arg, Gly276Asp e uma delecdo de Thr-
Ile & montante a Ser279 (grifadas em preto). Grifados em cinza estdo aminoacidos
inseridos durante o processo de clonagem de caciiichit no vetor pPGAPZa-B.
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Figura 32: Eletroforese em SDS-PAGE 12,5% para a detec¢do da proteina
heterologa em culturas de P. pastoris transformadas com pGAPZa-B/caciiichit.
Oito coldnias transformadas com pGAPZa-B/caciiichit foram utilizadas para
inocular 10 mL de meio YPG liquido e as culturas foram deixadas crescer por 4 dias,
apos o que 24 uL do meio de cultura foram adicionados a 6 uL de tampao de
amostra e aplicados no gel. Como controle negativo (“-*“ contrl) foi utilizado o
sobrenadante de uma cultura transformada com pGAPZa-B vazio. Nas coldnias de 2
a 8 foi observada uma banda heterdloga entre 29 e 36 kDa. O gel foi corado com

Commassie Blue-R.
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Figura 33: Western blot para a deteccio da proteina heteréloga em culturas de
P. pastoris transformadas com pGAPZa-B/caciiichit. Oito colonias transformadas
com pGAPZa-B/caciiichit foram utilizadas para inocular 10 mL de meio YPG
liquido e as culturas foram deixadas crescer por 4 dias, apds o que 24 uL. do meio de
cultura foram adicionados a 6 uL. de tampao de amostra e aplicados em um gel de
eletroforese 12,5%. Apods a corrida as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose que foi utilizada em andlises por Western blot com
anticorpos Anti-Histag. Nenhum sinal foi detectado em nenhuma das 8 colonias
avaliadas. Como controle positivo (c) foram utilizados 600 #g uma proteina de 20
kDa portadora de uma cauda de histidina.

36 kDa

S | —— 32.77 kDa
29 kDa

' lh/lll

Figura 34: Determinaciao do peso molecular da proteina heterdloga por curva
logaritmica de migracio relativa. Duzentos microlitros do sobrenadante de duas
culturas inoculadas com pGAPZa-B/vazio (1) e pGAPZa-B/caciiichit (2)
respectivamente foram precipitados com 4 volumes de acetona gelada e
solubilizados em 30 pL de tampao de amostra. Deste volume, 10 pL foram
aplicados no gel de SDS-PAGE 12,5%. Por meio de uma curva logaritmica de
migragao relativa o peso molecular da proteina heter6loga foi determinado como
32,7 kDa, tendo portanto 1,3 kDa a menos que o predito pela seqiiéncia do gene
caciiichit.
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Figura 35: PCR de colonia para

~ . ~ b
confirmac¢do da integracio de pGAPZoa- P —
B/caciiichit na colonia que expressava a
proteina hetero6loga. Para a amplificagdo de ;0o L
caciiichit foram utilizados primers dos — S 1.400bp
vetores da série pGAPZa. 1) Colonia 1000
transformada com pGAPZa vazio, 2) Colonia 228 —
que ndo expressou a proteina heterdloga, 3)
Coldnia que expressou a proteina heterdloga,
4) Vetor pGAPZa-B/caciiichit. A banda de
1.300 bp visualizada em 3 e 4 corresponde a
amplificacdo de caciiichit (918 bp) mais os
540 bp amplificados pelos primers do vetor.
0,6 T 1000
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0,5 +
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Figura 36: Purificacido de CacllIChit. A) Cromatograma obtido por cromatografia de
troca idnica. A proteina mais abundante da amostra comegou a ser eluida com 350 mM
de NaCl. B) SDS-PAGE das amostras obtidas durante o processo de expressdo e
purificacdo de CacllIChit. 1. Proteinas do sobrenadante de uma cultura inoculada com
P. pastoris transformada com pGAPZa-B vazio; 2. Proteinas do sobrenadante de uma
cultura inoculada com P. pastoris transformada com pGAPZa-B/caciiichit; 3.
CacllIChit eluida da cromatografia de troca i6nica com NaCl 350 mM. As proteinas
foram precipitadas de 200 pL de cada fragdo com 4 volumes de acetona gelada,
solubilizadas em 50 pL de Tampao de amostra e 10 uL foram aplicados em um SDS-
PAGE 12,5%. Uma proteina de 32 kDa foi purificada por cromatografia de troca idnica.
O gel foi corado com Commassie Blue-R.
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A proteina recombinante foi purificada do meio de fermentagdo por cromatografia de
troca i0nica, sendo eluida com aproximadamente 350 mM de NaCl (Figura 37). As fragdes
purificadas foram avaliadas por SDS-PAGE (Figura 37). Em torno de 70 mg da proteina
recombinante foram produzidos pelos processos de expressdo e purificacdo, o que corresponde a
uma taxa de expressao de 23 mg/L, um valor quatro vezes maior que o reportado por Fitches e

colaboradores (Fitches ef al., 2004b).

VL.IIL.IV. Ensaio de atividade quitinolitica

Trés amostras representando estagios dos procedimentos de expressdo e purificagdo de
CacllIChit foram dializadas contra Tampao Fosfato de Sodio 80 mM pH 6.8 e avaliadas em um
ensaio de atividade quitinolitica, sendo elas: extrato bruto de uma cultura inoculada com
pGAZa-B vaizo (amostra 1), extrato bruto de uma cultura inoculada com pGAZa-B/caciiichit
(amostra 2), e CacllIChit purificada por cromatografia de troca idnica com NaCl 350 mM
(amostra 3) (Figura 38). A amostra 2 mostrou apenas 8% mais atividade que as proteinas
endogenas de P. pastoris (amostra 1) e, quando purificada, CaclIIChit apresentou 28% menos
atividade que a amostra 1. Os valores encontrados ndo aumentaram quando os ensaios foram
repetidos em pHs variando de 4.8 a 8.8. Esses resultados mostraram uma leve atividade
quitinolitica residual ndo coerente com o esperado para 5 pg de uma quitinase purificada.
CacllIChit mostrou-se uma quitinase de classe III inativa, algo j4 relatado na literatura tendo

como a Concanavalina B o exemplo mais estudado dessa classe de molécula (Hening et al.,

1995).

Devido a natureza bioquimica constatada para a proteina codificada pelo gene caciiichit,
foi decidido por abortar os experimentos de fusdao de cry8 caciiichit. Visto que a fusdo planejada
ndo iria conferir 2 molécula recombinante (Cry8/Chitinase) a atividade enzimatica almejada

pelo projeto.
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Figura 37: Ensaio de atividade quitinolitica com as fracdes protéicas obtidas
durante a expressio e purificacio de CacllIChit. Todas as amostras da figura 37(B)
foram dialisadas contra Tampao de Reagdo (TR) (Fosfato de S6dio 80 mM pH 6.8) e 5
pg de cada amostra foram utilizados nos ensaios. 1. Proteinas do sobrenadante de uma
cultura inoculada com P. pastoris transformada com pGAPZa-B vazio; 2. Proteinas do
sobrenadante de uma cultura inoculada com P. pastoris transformada com pGAPZa-
Blcaciiichit; 3. CacllIChit eluida da cromatografia de troca idnica com NaCl 350 mM.
O mesmo ensaio foi realizado em pH 4.8, 5.8, 7.8 e¢ 8.8, sem nenhuma variagao
significativa.
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VI.IV. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os ensaios para a amplificacdo de uma quitinase de B. thuringiensis S811 obtiveram
resultados negativos, assim a clonagem deste gene teve de ser abortada Unica e exclusivamente
devido a necessidade de se cumprir o cronograma do projeto de estdgio de doutorado no exterior
cuja bolsa foi implementada em agosto de 2008. Os ensaios para a amplificacdo do gene em
questdo voltardo a ser realizados com a conclusdo desta tese testando-se novas variaveis nas
reagdes de PCR ou utilizando-se primers degenerados. Existe um interesse particular deste
autor, e do grupo de pesquisa em geral, em avaliar a capacidade inseticida de enzimas N-acetil-
glicosaminidasicas endogenas de B. thuringiensis S811 contra coledpteros, em especial, o
Bicudo-do-algodoeiro.

A quitinase de café recombinante, CacllIChit, perdeu um porcdo da regido C-terminal
durante o processo de expressdo, o que incluia a cauda de histidina, impedindo-a de ser
visualizada por Western blot e purificada por cromatografia de afinidade. Porém, por
cromatografia de troca ionica foi possivel purificar a proteina recombinante numa razao de 23
mg/l, uma alta taxa em relacdo ao usualmente descrito na literatura.

Ensaios de atividade quitinolitica indicaram que CaclIIChit ndo apresentava atividade,
pertencendo a uma classe de quitinases de classe I1I de plantas naturalmente inativas, como a
Concanavalina B. Resultados posteriores vieram a comprovar essa afirmagdo. Neste ponto o
plano de acdo de fusdo da toxina Bt BI-25 com a quitinase de café teve de ser abortado, pois a
fusdo planejada nio iria conferir a molécula recombinante a propriedade bioquimica desejada.

De posse de aproximadamente 70 mg de CacllIChit purificada, ensaios posteriores
seriam realizados afim de se esclarecer o papel bioldgico dessa molécula, cujo gene era

altamente transcrito em tecidos de café sob estresse biotico, no metabolismo vegetal.
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INTERLUDIO 2

Revelado que CacllIChit era uma quitinase inativa, o plano de agdo para utiliza¢ao do
gene caciiichit em fusdo com Cry8 para o controle do bicudo-do-algodoeiro teve de ser
abortado. Porém algumas questdes intrigantes surgiram: “Por que o gene ortologo a caciiichit,
encontrado no contig 14550 do Genoma Café, era altamente expresso em tecidos de café
submetidos a estresse biotico?” “Qual seria entdo sua fun¢do biologica?” Uma analise
estrutural mais detalhada da proteina codificada por caciiichit responderia essa pergunta e
revelaria um elegante mecanismo de evolucdo molecular na interacdo planta-praga que
proporcionou o surgimento de uma nova classe de proteinas dentro da familia das quitinases de
plantas. Essa nova classe de proteina também atuaria na interacdo planta-praga e, como
constatado pelos ensaios apresentados no proximo capitulo, o “novo” caciiichit carregava
consigo um grande potencial a favor do agronegdcio brasileiro: atividade contra Phakopsora
pachyrhizi, a terrivel Ferrugem asidtica que desde 2001 vem comprometendo a producao de soja

no Brasil.
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VII. CAPITULO 3

UMA NOVA PROTEINA INIBIDORA DE XILANASE SIMILAR
A QUITINASE DE CAFE (Coffea arabica) QUE AFETA A
GERMINACAO DE ESPOROS DA FERRUGEM ASIATICA

(Phakopsora pachyrhizi)
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VIL.I. INTRODUCAO AO TERCEIRO CAPITULO

A superficie da planta ¢ um complexo campo de batalha molecular durante a interacao
planta-patégeno. Durante a infec¢do as células de plantas produzem grupos de proteinas
codificadas por genes ndo homologos denominadas coletivamente de Proteinas Relacionadas a
Patogénese (PRPs). Atualmente existem 17 familias de PRPs agrupadas de acordo com a
atividade bioldgica de cada uma, que pode variar de enzimas degradadoras da parede/membrana
celular, inibidores de proteases e proteinas relacionadas ao metabolismo oxidativo (Sels et al.,
2008). Cada familia de PRP tem seu momento de acdo especifico durante a interagdo planta-
patogeno, algumas delas atuardo como moléculas de ataque tentando eliminar o patogeno,
outras atuardo como moléculas de contra-ataque, para proteger as células da planta contra o
ataque molecular do patogeno (Figura 9). Misas-Villamil e Hoorn revizaram recentemente esses
aspectos do mecanismo em “zig-zag” da interacdo molecular entre plantas e patdogenos (Misas-
Villamil & Hoorn, 2008).

Em 1999 McLauchlan e colegas descreveram uma nova classe de proteinas inibidoras de
xilanases similares a quitinases de classe III de plantas (McLauchlan et al., 1999). Logo depois
pesquisas subseqlientes mostraram que aquelas moléculas descritas por McLauchlan
compreendiam uma nova classe de proteinas de defesa vegetal, entdo denominadas XIP
(Xylanase Inhibitor Proteins), que havia recentemente evoluido dentro da familia 18 das
Glicosil Hidrolases, grupo que contém as quitinases de classe III de plantas (familia PRP 8).
Tais moléculas correspondem a quitinases naturalmente inativas apresentando topologia (B/a)s,
tipica das quitinases de classe III de plantas, e que perderam sua atividade enzimatica devido a
mutag¢des no dominio catalitico. Contudo, estas moléculas continuaram atuando na interagao
planta-praga, porém ndo mais como hidrolases que atacavam a parede celular do patdgeno, e
sim numa outra frente do campo de batalha, como inibidores de hidrolases, bloqueando a ac¢ao
das enzimas degradadoras da parede celular vegetal, produzidas pelos patogenos: as xilanases
(familia 10 e 11 das glicosil hidrolases). Em trigo, um inibidor de xilanase similar a quitinase
(XIP-I) teve sua estrutura tridimensional elucidada (Payan et al., 2003) e seu mecanismo de
inibicdo proposto (Payan et al., 2003). Aspectos estruturais dessas moléculas, bem como o
mecanismo de interagdo com as xilanases foram revistos recentemente (Misas-Villamil &
Hoorn, 2008).

Voltando a atengdo para CacllIChit, da qual 70 mg foram produzidos em fermentador,
analises estruturais, bem como a desconsideravel atividade quitinolitica apresentada, e o fato do

seu gene ser transcrito em resposta a estresse bidtico, mais precisamente em tecidos de café

135



infectados com o nematdide Melodoygine incognita ou com a bactéria Xylella fastidosa,
indicaram que CacllIIChit provavelmente pertencia a classe das proteinas inibidoras de xilinases,
passando entdo a ser denominada CaclXIP (Coffea arabica Chitinase-Like Xylanase Inhibitor
Protein). Caracteristicas como a atividade quitinolitica residual apresentada por CaclXIP, seu
alto grau de similaridade de seqii€ncia com uma quitinase de classe III de planta modelo
(Hevamina) e seu baixo grau de similaridade com uma proteina inibidora de xilanase modelo
(XIP-I), sugerem que a divergéncia de CaclXIP do grupo das quitinases tenha ocorrido ha pouco
tempo.

Neste capitulo serdo apresentados os dados da analise estrutural que levou a suposi¢ao
de que a proteina recombinante produzida tratava-se de uma XIP, bem como os dados
bioquimicos que comprovaram essa suposicdo. Ensaios enzimaticos com a proteina
recombinante purificada mostraram que a molécula era capaz de inibir em 57% a atividade de
xilanases purificadas de Acrophialophora nainiana quando ensaiadas em uma razdo de 12:1
(enzima:inibidor). Adicionalmente CaclXIP mostrou-se capaz de inibir em 45% a germinagao
de esporos da Ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) quando os ensaios eram realizados na
presenca de 1,5 pg/pL de CaclXIP. Tais resultados fazem de CaclXIP uma molécula
potencialmente candidata para utilizacdo em programas biotecnoldgicos que visem a conten¢ao
de P. pachyrhizi, uma doenga de dificil controle que nos ultimos 9 anos vem comprometendo a

producao de soja no Brasil.
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VII.II. METODOLOGIA

VILIL.I. Predicao de estruturas secundarias de CaclXIP por
homologia e comparacao com outros membros da familia GH 18

Para a predi¢ao das estruturas secundarias de CacllIChit, arquivos PDB foram gerados
utilizando-se o software 3D-JIGSAW on line (http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/).
As estruturas obtidas foram comparadas as estruturas secundarias de Hevamina (accession
number: DQ873889), Concanavalina B (a. n.: P49347) e XIP-I (a. n.: Q8L5C6). O alinhamento
entre as estruturas secundarias foi realizado utilizando-se a ferramenta de alinhamento Jalview
2.4 (Clamp et al., 2004) e melhorada manualmente até que a alocagdo satisfatoria de blocos
conservados e identidade de aminoacidos fosse obtida. O modelo foi validado com a ferramenta

PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

VIL.IL.II. Ensaio de Inibicao de atividade xilanasica

Fracdes de proteinas com atividade xilandsica foram obtidas a partir do cultivo de
Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Acrophialophora nainiana de acordo com o protoclo
descrito por Salles (Salles et al., 2000). Os ensaios de inibi¢do de atividade xilanasica foram
realizados em um volume final de 150 puL contendo 1% (w/v) de xilana comercial (Oat Spelt
Xylan), 60 pg de xilanases, e 5 pg CaclXIP. As reacdes foram mantidas a 50 °C por 30 min e
entdo 300 uL de reagente DNS (Bailey et al., 1992) foi adicionado, seguido de fervura por 10
min. Posteriormente 1,5 mL de dgua destilada foram adicionados e a absorbancia foi medida a

540 nm. Os ensaios foram repetidos em triplicata.

VILILIII. Ensaio de inibicao da germinacao dos esporos de
Phakopsora pachyrhizi

Plantas de soja infectadas por P. Pachyrhizi foram mantidas em casa de vegetagdo para
serem usadas como fonte de esporos. Para a coleta dos esporos, folhas infectadas foram
levemente agitadas e os esporos que naturalmente se soltavam eram coletados sobre uma folha
de papel. Os esporos coletados foram imediatamente diluidos em agua contendo 0,01% (v/v)
Tween 20 para uma concentragdo de 2 x 10* esporos/mL. CaclIIChit foi diluida em 10 mM
Tris-HCI pH 6.8 para a concentracdo de 3,0 pg/uL. O bioensaio foi realizado em placas de 96
pocos. O teste para a inibi¢do da germinacdo dos esporos foi realizado com 50 puL de CaclXIP

3,0 ug/uL em 50 pL da solugdo de esporos 2 x10* esporos/mL. O controle negativo consistia de
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50 pL da solugao 10 mM Tris-HCI pH 6.8 sem CaclXIP. As placas foram incubadas a 25 °C em
uma camara de germinacdo durante a noite. Lactofenol foi utilizado para parar o ensaio € 0s

esporos germinados foram contados por estereomicroscopia em campos com 100 esporos.
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VIL.III. RESULTADOS E DISCUSSAO

VIL.III.I Comparacao de CaclXIP com outras proteinas da familia
GH18 e proteinas similares as GH18

Qutinases de classe III de plantas pertecem a familia 8 das Proteinas Relacionadas a
Patogénese (PR-8) (Sels et al., 2008). Tal classe de glicosil hidrolase ¢ caracterizada por uma
topologia do tipo Barril (B/a)s € um sitio ativo composto por dois residuos de acido aspartico
(D) e um acido glutamico (E) (como residuo catalitico) geralmente separados por fenilalanina e
isoleucina (DxDxE). Hevamina ¢ a uma bem caracterizada quitinase de classe III de planta. Sua
estrutura tridimensional foi obtida por dados cristalograficos (Scheltinga et al., 1996) e seu
mecanismo de catalise ja foi esclarecido (Scheltinga et al., 1995). Em todo o genoma do Café
existem pelo menos 4 contigs carregando seqiiéncias completas que predizem quitinases de
classe III (contigs 18766, 7978, 14163, e 20121) que partilham de 54 a 57% de identidade com a
Hevamina (dados ndo mostrados). O contig 14550, também anotado como uma quitinase de
classe III, apesar de possuir uma seqii€ncia nucleotidica que prediz uma topologia do tipo Barril
(B/a)s, partilha ndo mais que 53% de identidade com a Hevamina, em adicdo, o sitio catalitico
predito se apresenta como “DFHIQ”, onde uma glutamina substitui o 4cido glutamico catalitico
(Figura 39). Tal substitui¢do, foi demonstrado, ¢ fatal para a atividade quitinolitica (Suzukawa
et al., 2003; Papanikolau et al., 2001). Estas evidéncias sugeriam que a seqiiéncia encontrada no
contig 14550 pertencia a um grupo de quitinases de classe III de plantas naturalmente inativas,
como a Concanavalina B (Hennig ef al., 1995), que recentemente evoluiu dentro da familia PR-
8. Este novo grupo de proteinas continua sendo util para a defesa da célula vegetal por permitir
o surgimento de novas propriedades bioquimicas em tais moléculas, neste caso, como inibidores
de xilanases. A figura 39 mostra o alinhamento das estruturas secundarias de CaclXIP com
outros membros da familia GH18. Como ¢ de conhecimento corrente, as folhas B4 € Bs sdo
regides importantes para a interagdo com o substrato e a atividade qutinasica (Suzukawa et al.,
2003). Tais regides sdo altamente conservadas em outros membros da familia GH18, mesmo
naquelas que ndo apresentam atividade enzimatica, provavelmente pelo seu papel em manter a
topologia (B/a)s, a qual ¢ fundamental para a atividade de inibicao de xilanases (Vilamil &
Hoorn, 2008). As regides compreendendo o antigo sitio quitinolitico de CaclXIP e as provaveis
porg¢des de interacdo com os sitios ativos de xilanases GH10 e GH11 sdo indicados na figura 39.
De acordo com o alinhamento, CaclXIP partilha mais identidade com Hevamina (53%) do que
com XIP-I (29%), o que sugere que CaclXIP tenha evoluido da familia GHI18 mais

recentemente que XIP-I. Diferente de CaclXIP, XIP-I permaneceu com o Acido Glutdmico
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catalitico em seu antigo sitio ativo, contudo sua cadeia lateral parece estar totalmente envolvida
em pontes de sal com dois residuos de arginina vizinhos (Argl58 e Argl81) (Juge et al., 2004).
Tem sido sugerido que essas pontes de sal impedem XIP-I de atuar como uma quitinase (Payan
et al., 2003). Essas duas moléculas parecem revelar duas diferentes rotas evolutivas para o
surgimento da atividade inibitoria para xilanases dentro da familia GH18; uma delas como “Glu
persistente”, que pressupde uma molécula intermediédria com atividade quitinolitica e atividade
inibitdria para xilanases simultaneamente; e outra como “Glu carente”, que sugere o surgimento
da atividade inibitoria para xilanases em um grupo de quitinases naturalmente inativas, como a

Concanavalina B.

VIL.IIL.II. Avaliacao de CaclXIP na defesa vegetal

CaclXIP foi utilizada em um ensaio de inibi¢do contra uma fragdo xilanasica complexa
de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Acrophialophora nainiana. Nenhuma inibi¢ao foi
observada contra xilanases de 4. flavus, contudo CaclXIP inibiu xilanases de 4. nainiana e A.
Niger em 56% e 19,5%, respectivamnete, quando ensaiadas na propor¢cdo 12:1 (m/m)
enzima:inibidor (Tabela 7). Tais valores sdo significantemente mais altos que os apresentados
por McLauchlan, o qual mostrou uma atividade inibitoria de 83% contra xilanases purificadas
de A. niger e 54% contra xilanases de Trichoderma viride, numa razdo de 1:13 (m/m)
enzima:inibidor no primeiro caso, ¢ de 1:23 (m/m) no altimo (MacLauchlan et al., 1999). E
necessario considerer que os ensaios de MacLauchlan foram realizados com xilanases
purificadas enquanto CaclXIP foi testada contra uma fracao enriquecida em xilanases. Mais
recentemente Pollet e colegas mostraram que uma XIP de trigo inibiu em 43% a atividade de
xilanases GH10 purificadas de Fusarium graminearum quando 7 pmol de xilanases foram
incubados com 1 pg of inhibitor (Pollet ef al., 2009).

Apesar de diferentes grupos terem reportado que XIP-I ndo ¢ ativa contra xilanases de
bactérias (Flatman et al., 2002, Juge et al., 2004, Durand et al., 2005), o gene para CaclXIP ¢
altamente transcrito em folhas de café infectadas com Xylella fastidiosa (dados da biblioteca de
cDNA do Genoma Café¢). Contudo ainda ¢ cedo para se especular se CaclXIP poderia estar
agindo contra xilanases bacterianas, uma vez que o papel deste tipo de molécula no
metabolismo das plantas esta longe de ser bem entendido. Como Igawa e colegas relataram, a
transcrigao de XIP-I pode ser induzida por patdégenos ou por estresse abiotico, como injaria ou

tratamento com metil jasmonato (Igawa et al., 2005). Em arroz, trés diferentes XIP foram
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Tabela 7: Avaliacdo da atividade inibitéria de CaclXIP para xilanases de
Aspergillus niger e Acrophialophora nainiana

Atividade Xilanasica

Tratamento Inibicéo (%)
(Abs 540 nm)
A. niger xilanase 0,365 + 0,057 Néo aplicavel
A.niger xilanase + CacIXIP 0,294 + 0,010 19.5+3.4
A.nainiana xilanase 0,211 +0,018 Na&o aplicavel
A. nainiana xilanase + CaclXIP 0,092 + 0,009 5749

* Xilanases de A. Niger e A. nainiana (60ug) foram incubadas com 5 ug de CaclXIP (razdo enzima:inibidor 12:1 [w/w]) como
descrito na Metodologia. Atividade xilanasica e a percentagem de inibi¢ao estédo expressas com o D.P. representado por +, n=3.
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também induzidas por fitormonios e injuria em diferentes tecidos (Tokunaga & Esaka,
2007). Croes e colegas mostraram que trés classes de XIP sdo acumuladas nos tecidos
de trigo durante o crescimento e desenvolvimento de plantas saudéaveis (Croes et al.,
2009). Ando descreveu um grande ntimero de genes similares a genes de XIP transcritos
em folhas e raizes de trigo, dos quais poucos deles eram de resposta ao patogeno (Ando
et al., 2007). Tais informagdes ilustram a atual obscuridade da fun¢do das proteinas

inibidores de xilanases no metabolismo vegetal como um todo.

VILIILIII. Contencao da germinacao de esporos de
Phakopsora pachyrhizi por CaclXIP

Desde que a Ferrugem asidtica da soja chegou ao Brasil em 2001 seu controle
vem sendo feito por fungicidas quimicos do grupo dos Triazols, Estrobilurinas e
Benzimidazols, os quais j& foram relacionados a desordens neuroldgicas, imunoldgicas
e reprodutivas em mamiferos, bem como por interrup¢do da mitose (Filipov &
Lawrence, 2001; Whittaker & Faustman, 1992). Scherm e colegas reportaram a eficacia
do uso de uma combinacdo destes fungicidas na redugdo da doenca em até 58%
(Scherm et al., 2009). Contudo, até agora, nenhuma abordagem biotecnologica de baixo
impacto ambiental foi proposta para o controle de P. pachyrhizi nos campos de soja.
Quando testada a 1,5 pg/uL, CaclXIP foi capaz de inibir em 45% a germinagdo de
esporos de P. pachyrhizi (Tabela 8). Interessantemente a inibicdo da degradacdo de
xilana ndo poderia ser o fator crucial para a contecdo da germinagdo dos esporos, uma
vez que nao havia xilana no meio de ensaio. Tanto quanto ¢ sabido, esta ¢ a primeira
vez que uma XIP ¢é relatada como afetando o metabolismo de fungos em uma outra
maneira que ndo seja interferindo na degrada¢do de xilana. Aqui foi reportado o
primeiro passo para uma possivel utilizacdo biotecnoldgica de CaclXIP para o controle

da Ferrugem asiatica.
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Tabela 8: Avaliacdo da atividade de CaclXIP sobre a germinacio
de esporos de Phakopsora pachyrhizi

Esporos
Tratamento germinados (%)
Controle Nt
CaclXIP 15 s/ 5515

* Percentagem de esporos de Phakopsora pachyrhizi germinados em incubagéo com CaclXIP 1,5 pg/uL em
Tris-HCI 10 mM pH 6.8. Percentagem de esporos germinados esta expressa com o D.P. representado por
+, n=3.
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VIL.IV. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A familia 18 das glicosil hidrolases ¢ um complexo e multifunctional gupo de
proteinas de plantas originalmente designado para representar uma classe das quitinases
de plantas. O conhecimento emergente sobre esse grupo estd mostrando que apesar de
seus componentes partilharem similaridades topologicas, tais moléculas podem
representar os mais diferentes papéis no metabolismo das plantas, desde resposta a
estresse bidtico e abidtico ao desenvolvimento ontogenético. Alguns desses papéis
continuam ndo muito bem entendidos. Qualquer que possa ser esse papel, a importancia
da familia GH18 na defesa de plantas contra a infec¢do por fungos ¢ um fato e pode
acontecer em diferentes estagios do modelo em “zig-zag” de ataque e contra-ataque na
evolugdo molecular da interacdo planta-praga (Vilamil & Hoorn, 2008). CaclXIP, como
um membro desse grupo, tem potencial para ser explorada como uma alternativa para o
controle de infec¢des fungicas sobre as plantas, uma vez que sua atividade possa ser
melhorada por técnicas de evolugdo molecular in vitro, por exemplo (Craveiro et al.,
2009), o que certamente iria ajudar no entendimento do seu mecanismo de contengao da

germinagdo de esporos de P. pachyrhizi.
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EPILOGO

Durante a realizacdo do estdgio de doutorado sandwich na Universidade de
Durham, um gene de uma defensina de café (CD1) foi expresso em P. pastoris e
aproximadamente 10 mg de duas formas da proteina recombinante; sendo uma delas
com His-tag na por¢do N-terminal (CD1tN) e outra com His-tag na por¢ao C-terminal
(CD1tC), foram produzidos. Essa segunda frente de trabalho do estagio visava, além de
fortalecer o vinculo de colaboragdo com o grupo do Dr. John Gatehouse, com bastante
experiéncia no tocante a peptideos catidnicos com atividade inseticida, também
aproveitar a experiéncia do grupo com tais moléculas e voltar esse conhecimento para
abordagens antifingicas.

De volta ao Brasil, ambas as formas de CD1 foram testadas contra Fusarium
solani, o que indicou que o posicionamento da cauda de Histidina na por¢ao N- ou C-
terminal influenciava a acdo antifingica. Além disso, uma forma recombinante de CD1
fusionada a lectina de Galanthus nivalis (GNA). Foi construida e utilizada em ensaios
de expressdo em pequena escala. Os ensaios iniciais de expressdo mostraram que a
proteina de fusdo era estdvel. A GNA ¢ uma lectina de ligagdo a manose bastante
utilizada pelo grupo do Dr. Gatehouse como molécula transportadora que direciona
peptideos cationicos para a hemolinfa dos insetos (Fitches et al., 2004a, Fitches et al.,
2008), e como ja demonstrado, alguns peptideos catidnicos inativos quando ingeridos
pelo inseto, como no caso das defensinas, podem apresentar atividade quando alocados
na hemolinfa. Adicionalmente a molécula recombinante CD1/GNA seria testada contra
fungos, para os quais a porg¢ao lectinica atuaria na adesdo de CD1/GNA a superficie do
fungo, rica em residuos de manose.

A construgdo génica para a proteina de fusdo GNA/CDI1 estd estabelecida,
ensaios de expressdo, purificacdo e atividade dessa molécula contra fungos e insetos
serdo realizados em um estagio de Pos-doutoramento que este autor deseja realizar junto

ao Laboratorio Planta-Praga I da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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1. SOLUCOES

1.1. Tampao Tris/EDTA (T.E.)

Tris 0,1M
EDTA 1mM
pH 7.5 com HCI

1.2. Tampao de Sonicacao

Tris 10 mM
MgCl, 5mM
PMSF 2mM
pH 7.5 com HCI

1.3. Tampao de Amostra (para acidos nucléicos)

Glicerol 99% 30% (viv)
Azul de Bromofenol  0,25% (m/v)
Xileno cianol 0,25% (m/v)

* Para uma melhor performance os reagentes devem ser
diluidos em tampé&o TBE 10X

1.4. Tampao de Amostra (para proteinas)

Glicerol 40% (v/v)
Tris 240 mM
SDS 8% (m/v)

Azul de Bromofenol 0,04% (m/v)

1.5. Tampao de Corrida (Eletroforese em gel de agarose para

acidos nucléicos; tampao TBE)

Tris 89 mM
Acido bérico 89 mM
EDTA 2 mM

pH 8.3 com NaOH

1.6. Tampao de Corrida (SDS-PAGE)

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1% (m/v)
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1.7. Solucao corante Commassie Blue-R

Commassie Blue-R  0,1% (m/v)
Metanol 30% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)

1.8. Tampao PBS

NacCl 0,13 M
KCI 2,6 mM
NaHPO, 5,3 mM
KH,PO, 1,7 mM
pH 7.4 com HCI

1.9. Tampao de Transferéncia (semi-seco)

Metanol 20% (v/v)
Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,037% (m/v)

1.10. Solucao de Reidratacao

Uréia ™™
Tiouréia 2M

DTT 65 mM
CHAPS 2% (M/v)
Pharmalyte 0,5% (viv)

Azul de bromofenol  tracos
* Prepara solugdo de Uréia 7M/Tiouréia 2M e adicionar os demais
reagentes a aliquotas de 1 mL dessa solucédo

1.11. Substrato para Horseradish Peroxidase (HRP)

HRP 15 mg/mL
Metanol 16% (v/v)
H,O, 30% 0,6% (v/v)
Tampéo PBS 84% (V/Iv)
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2. MEIOS DE CULTURA

2.1. Meio Caldo Nutritivo

Meio caldo nutritivo 8 g/L
Extrato de levedura 1g/L
KH,PO, 7,3 mM
Solugao de sais* 1% (viv)

pH 7.0 com KOH
* Se sdlido, adicionar 1,5% (m/v) de agar

2.2. Meio LS-LB/Zeocina

NaCl 59g/L
Peptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Zeocina 0,05 mg/mL

pH 7.5 com NaOH
* Se solido, adicionar 1,5% (m/v) de agar

2.3. Meio YPG/Zeocina

Extrato de levedura 1% (m/v)
Peptona 2% (m/v)
Glicerol 4% (vIv)
Zeocina 100 pg/mL

* Se sdlido, adicionar 1,5%"(m/v) de agar
** N&o precisa ajustar o pH

2.4. Meio de Fermentacao

Acido fosférico 80,1 mL
Sulfato de calcio 28¢g
Sulfato de potassio 54,6 g
Sulfato de magnésio 44,7 g
Hidroxido de potéssio 12,49
Glicerol 99% (1,25 g/mL) 96 mL
Agua g.s.p 30L

* CaCO; 0,1 g/L, MgSO, 7H,0 0,1 g/L, FeSO, 7H,0 0,01 g/L, MnSO, 7H,0 0,01 g/ L, ZnSO, 7H,0
0,01 g/L
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3. PROCEDIMENTOS

3.1. Purificacao de DNA in gel ou in solution com o Kit

QIAquick Gel Extraction Kit (50) (Quiagen)

Vi)

vii)

viii)

Aferir a massa do pedago de gel e adicionar Tampao QG na proporgdo de
3 uL para cada 1 mg de gel.

Manter a 60 °C por 10 min. Agitar aventualmente.

Adicionar isoprapanol na proporc¢ao de 1 pL para cada mg de gel.
Transferir para uma coluna QIAquick acoplada a um tubo coletor de 2
mL. Centrifugar por 1 min.

Discartar o nao retido e adicionar 750 uL. do Tampao PE (com etanol).
Centrifugar por 1 min.

Discartar o ndo retido e centrifugar novamente para secar.

Acoplar a coluna a um novo tubo de 1.5 mL e adicionar 30 uL de agua
ao centro da coluna. Deixar a coluna por 1 min sobre a bancada antes de
centrifugar por 1 min.

Coletar o material contendo o DNA.

3.2. Transformacao de E. coli Top 10

i)

Adicionar 0,7 uL da solu¢do contendo o vetor numa aliquota de células
competentes.

Homogeneizar e transferor para uma cuveta de eletroporacdo de 1,5 mm
gelada.

Pulso de 25 pFD, 200 Q, 1,8 V. (Constante de tempo aprox. 4.0)
Adicionar 750 pL de meio LS-LB na cuveta e transferir as células
transformadas para um tubo eppendorf.

Manter as células a 37 °C por 1 h.

Inocular 100 puL das células numa placa contendo meio LS-LB/Zeocina

0,05 mg/mL e incubar as placas durante a noite a 37 °C.
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vii)

Selecionar 3 colonias e inocular em 5 mL de meio liquido LS-
LB/Zeocina 0,05 mg/mL. Manter as culturas a 37 °C sob agitagdo de 250

rpm durante a noite para extracdo de DNA plasmidial.

3.3. Extracao de DNA Plasmidial de E. coli Top 10

(Wizard Plus. SV Minipreps; DNA Purification System — Promega)

Vi)

vii)

Centrifugar as culturas a 3.000 g)/10 min/25 °C.

Adicionar 250 pL de “Solugdo de Suspensdo de Cé¢lulas”. Agitar
suavemente e transferir para tubos eppendorf.

Adicionar 250 puL de “Solucdo de Lise de Células”, agitar suavemente.
Adicionar 10 pL da solucdo de protease alcalina, agitar suavemente.
Incubar a temperatura ambiente por 5 min.

Adicionar 350 uL da “Solucdo de Neutralizacdo”; agitar suavemente.
Centrifugar a 10.000 g /10 min/25 °C.

Tomar o sobrenadante cuidadosamente e transferor para uma coluna
acoplada a um tubo coletor. Centrifugar a 10.000 rpm/1 min/25 °C.
Descartar o material do tubo coletor e adicionar 750 uL da “Solugdo de
Lavagem”. Centrifugar nas mesmas condi¢des e descartar o material do
tubo coletor. Adicionar 250 pL da “Solugdo de Lavagem”, centrifugar
nas mesmas condi¢des e descartar o material do tubo coletor. Centrifugar
novamente apenas para secar a coluna (2 min).

Acoplar a coluna a um novo tubo, adicionar 100 uL de dgua deionizada
livre de nuclease e centrifugar (10.000 rpm/1 min/25 °C). O plasmidio

devera estar no material coletado (concentragio aprox. 70 ng/uL).
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1. ARTIGOS CIENTIFICOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORAMENTO

1.3. Relacionados a tese

Vasconcelos et al. BMC Biotechnology 2011, 11:14
http:/fwww biomedcentral.com/1472-6750/11/14
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RESEARCH ARTICLE Open Access

A new chitinase-like xylanase inhibitor protein
(XIP) from coffee (Coffea arabica) affects Soybean
Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) spore

germination

Erico AR Vasconcelos', Celso G Santana’, Claudia V Godoy?, Claudine DS Seixas’, Marilia S Silva®,
Leonora RS Moreira”, Osmundo B Oliveira-Neto', Daniel Price”, Elaine Fitches®, Edivaldo XF Filha”, Angela Mehta',

John A Gatehouse®, Maria F Grossi-De-Sa'

Abstract

expression in Pichia pastoris.

Phakopsora pachyrhizi by 45%.

eligible candidate gene for the control of Asian rust.

Background: Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) is a common disease in Brazlian soybean fields and it is difficult to
control. To identify a biochemical candidate with potential to combat this disease, a new chitinase-like xylanase
inhibitor protein (XIP) from coffee (Coffea arabica) (CaclXIP) leaves was cloned into the pGAPZa-B vector for

Results: A cONA encoding a chitinase-like xylanase inhibitor protein (XIP) from coffee (Coffea arabica) (CaclXIP),
was isclated from leaves. The amino adid sequence predicts a (B/a)s topology common to Class Il Chitinases
(glycoside hydrolase family 18 proteins; GH18), and shares similarity with other GH18 members, although it lacks
the glutamic acid residue essential for catalysis, which is replaced by glutamine. CaclXIP was expressed as a
recombinant protein in Pichia pastoris. Enzymatic assay showed that purified recombinant CaclXIP had only residual
chitinolytic activity. However, it inhibited xylanases from Acrophialophora nainiana by approx. 60% when present at
12:1 (w/w) enzymeinhibitor ratio. Additionally, CaclXIP at 1.5 pg/ul inhibited the germination of spores of

Conclusions: Cur data suggests that CaclXIP belongs to a class of naturally inactive chitinases that have evolved to
act in plant cell defence as xylanase inhibitors. Its role on inhibiting germination of fungal spores makes it an

Background

The plant surface is a complex molecular battlefield
during plant-pathogen or plant-pest interaction. During
infection, plant cells produce a group of proteins, coded
by non-homologous genes, named Pathogenesis Related
(PR) Proteins. Seventeen PR-proteins families have been
identified based on biological activity, which can range
from cell-wall/membrane degrading enzymes, to pro-
tease inhibitors, and proteins related to oxidative meta-
bolism [1]. Each PR-protein family has a specific role

* Comespondence: fatimasa@cenargenembrapabr

"Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Parque Estacdo Bioldgica
PqEB - Av. W5 Morte (final). Postal box 02372 - Brasilia, DF- 70770-917 - Brasil
Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

during plant-pathogen interaction. Some of them act as
“attack” molecules to damage the pathogen, while others
act as “defence” molecules, to protect plant cells from
the molecular attack of pathogens. Villamil and Hoorn
[2] review aspects of this “zig-zag” model of plant-
pathogen interaction.

Xylanase inhibitor proteins (XIP) are potential
“defence” molecules, which could act to prevent plant
cell wall degradation by fungal hydrolytic enzymes. They
have sequence similarity to glycoside hydrolases of
family 18 (GH18) that are plant class III chitinases (PR-
8). The GH18 family includes naturally inactive chiti-
nases showing (B/a)s topology that are predicted to
show no catalytic activity due to mutations in the

@ 2011 Vasconcelos et al; licensee BioMed Centrl Lrd. This is an Open Access article distribured under the temns of the Creative
Commans Attribution License (https//creativecommans.crgdicensas/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Rooteomics: The Challenge of Discovering Plant Defense-Related Proteins

Current Protein and Peptide Science, 2008, 9, 108-116

in Roots

Angela Mehta'”, Beatriz S. Magalhaes', Djair S. L. Souza'?, Erico A. R. Vasconcelos'”,
Luciano P. Silva"® Maria Fatima Grossi-de-Sa®*®, Octavio L. Franco>>*, Paulo . A. da Costa'?,
and Thales L. Rocha'*

i i . , e P 7 - N
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brazil; ~Centro de Andlises Protedmicas e Bioquimicas, Pro-
rama de Pés-Graduacdo em Ciéncias Genomicas e Biotecnologia, Universidade Catélica de Brasilia, Brasilia, Brazil;

“Departamento de Biologia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Brazil

Abstract: In recent years, a strong emphasis has been given in deciphering the function of genes unraveled by the com-
pletion of several genome sequencing projects. In plants, functional genomics has been massively used in order to search
for gene products of agronomic relevance. As far as root-pathogen interactions are concerned, several genes are recog-
nized to provide tolerance/resistance against potential invaders. However, very few proteins have been identified by using
curent proteomic approaches. One of the major drawbacks for the successful analysis of root proteomes is the mherent
characteristics of this tissue, which include low volume content and high concentration of interfering substances such as
pigments and phenolic compounds. The proteome analysis of plant-pathogen interactions provides important information
about the global proteins expressed in roots in response to biotic stresses. Moreover, several pathogenic proteins superim-
pose the plant proteome and can be identified and used as targets for the control of viruses, bacteria, fungi and nematode
pathogens. The present review focuses on advances in different proteomic strategies dedicated to the challenging analysis
of plant defense proteins expressed during bacteria-, fungi- and nematode-root interactions. Recent developments. limita-
tions of the current techniques, and technological perspectives for root proteomics aiming at the identification of resis-

tance-related proteins are discussed.

Keywords: Roots, proteome, 2DE. mass spectrometry.

INTRODUCTION

Root tissues represent an important structure for plant
growth and development. and are continuously invaded by
microorganisms, which cause deleterious effects that culmi-
nate in the development of disease and/or death of the plant.
Roots are intrinsically complex tissues to explore and slow
progress has been made in discovering plant-genes and pro-
teins in these tissues governing the interaction of plant
pathogens and their hosts. Most studies are focused on the
developmental aspects of roots and with the increase in the
availability of expressed sequence tag (EST) sequences, sev-
eral genes involved in cell cycle, cell growth, abiotic stresses
and hormone signaling have been identified [1-5].

In recent years, the application of proteomic approaches
as a tool for global expression analysis and protein identifi-
cation has been highly efficient in the field of protein re-
search. Improvements in the main techniques and equip-
ments for 2-DE (bidimensional gel electrophoresis) and mass
spectrometry have allowed a high throughput analysis of
protein expression in different fields. While the proteomics
research is greatly advanced in animals, plant proteomics has
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not yet reached a sufficient level of complexity to identify
and study plant proteins involved during the pathogen-host
plant interactions. Many proteins involved in the mecha-
nisms of response to biotic/abiotic stress signals are present
in low abundance and thus are not easily detectable in crude
extracts. Major studies in plant proteomics involve subcellu-
lar proteomes, including chloroplasts. mitochondria, nuclei
and plasma membranes [6-11] and most of them still rely on
2-DE separations of crude cellular extracts.

The study of proteins has also become progressively
more important since it is now well established that there is
little correspondence between the transcript and protein lev-
els [12. 13]. Post-translational modifications such as the re-
moval of signal peptides, phosphorylation. glycosylation,
ubiquitination. among others are important processes for
protein function and subcellular localization which are not
accounted for using genomic strategies [14]. Therefore, pro-
teomics is playing an increasingly important role in address-
ing these issues and has become a necessary and comple-
mentary approach in the post-genomic era. Furthermore. by
analyzing the proteins being expressed during a specific
condition, information regarding the genes/proteins that are
co-regulated and act together in response to a given stress
can be identified. Nevertheless, the root proteomics (here
termed rooteomics) analysis is still insipient when compared
to other plant tissues and even more when compared to other
organisms such as prokaryotes. yeasts and mammalians [15].
One of the major factors responsible for the limited data re-

© 2008 Bentham Science Publishers Ltd.
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Abstract
worldwide. which presents an increasing incidence. Two
contrasting ideas of the immune system role during cancer
development are accepted: (1) it fights tumor cells, and (2)
it aids tumor progression. Thus, there is no clear under-
standing about the immune response in laryngeal cancer.
Furthermore. since tobacco is the main cause of laryngeal
cancer and it contains various carcinogenic components,
including metallic elements, these may play a role on
cancer development. Plasmas of patients with laryngeal
cancer and of healthy smokers were evaluated by 2D gel
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electrophoresis and mass spectrometry. Proteins were
detected on every gel around pH 4.0-10.0 from molecular
mass of 10-60 kDa. Few differences were found among
cancer and control patients. However, three spots gathered
between pl 7.3 and 7.6 with different molecular masses
appeared exclusively in cancer profiles. From ten spots
identified, six correspond to immune system components,
including the three differential ones. The latter were
observed only in cancer patients. The presence of several
trace elements in the identified proteins was determined
by inductively coupled plasma mass spectrometry, where
chromium was increased in all proteins analyzed from
patients with cancer. This study reinforces the importance
of the immune response as target in the understanding and
treatment of laryngeal cancer and the possibility that
chromium is important in the carcinogenic progress.

Kevwords

Laryngeal cancer - Immunology -

Proteomics - Human plasma - Trace elements

Introduction

Laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is a significant
disease worldwide, and accounts for 90% of all malig-
nancies of the larynx. Much of its increasing incidence is
related to tobacco and alcohol consumption, which have a
clear synergistic effect [1]. Given the few signs and
symptoms of early-stage disease, these tumors are usually
discovered in advanced-stages, when more severe treat-
ments are needed, often leaving patients with debilitating
functions The survival rates for advanced-stage disease are
less than 50% [2].

Tobacco and tobacco smoke contain several metallic

elements associated to cancer development [3]. The

{i Springer



2. DOCUMENTOS RELATIVOS AO ESTAGIO SANDUICHE NO
EXTERIOR

2.1. Carta de beneficios do CNPq

QRQAcNPq etz B R

GOVERNO FEDERAL

L

Clentifico e Tecnoldgico

8690665000555528
Erico Augusto Rosas de Vasconcelos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/ CENARGEN
S.A.LLN. Parque Rural, Final W5, Asa Norte
70770-990 - ERASILIA - DF - Brasil
Diretoria de Programas Tematicos e Setoriais
Coordenacao-Geral do Programa de Pesquisa Em Saude
Coordenacao do Programa de Pesquisa em Biociencias
PROGRAMA BASICO DE BICQUIMICA
Oficio SN/CGEFO/CNPq Brasilia, 17 de junho de 2008
Processo numero 200424/2008-4 (Novo) Comité Assessor BF Modalidade SWE

Inst.: University of Durham/Inglaterra

Em aditamento a mensagem eletrénica na qual lhe foi comunicada a concess&o de uma bolsa de estudos no exterior,
vimos informar-lhe os beneficios, prazos e condicdes da referida bolsa, em conformidade com as normas em vigor no
CNPq.

Modalidade: Doutorado Sanduiche no Exterior
Vigéncia: 01/08/2008 até 31/01/2009

Més de remessa da documentacdo para analise quanto a renovacéo (se pertinente): Outubro
Beneficios:

Mensalidade: LIBRA(GBP) 776,00 (valor-base: LIBRA(GBP) 776,00 )

Seguro-Salde: LIBRA(GBP) 0,00

Auxilio Instalagéo (parte fixa): LIBRA(GBP) 388,00
Passagens aéreas para o trecho: Espanha/Brasilia/Inglaterra/Durham

CONDICOES

1 - A implementacéo da holsa esta condicionada a assinatura e devolucfo da Procuragéo e do Terme de Compromisso,
para o seguinte enderego:
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Servigo de Bolsas Individuais no Exterior - SEBIE
SEPN 509, Térreo
CEP 70750-501 - Brasilia - DF

2 - Caso V.52 se fizer acompanhar de dependentes, o acréscimo ao valor-base da mensalidade so sera implementad
durante a permanéncia dos mesmos em sua companhia por um periodo superior a 6 (seis) meses. A entrada do
dependentes no pais de destino devera ser comprovada no prazo de 60 (sessenta) dias pela apresentacéo dos bilhetes d
passagem utilizados e copia dos passaportes contendo os vistos de entrada naquele pais. O ndo atendimento dest
condic@o acarretara a imediata deducéo do acréscimo por dependentes e o desconto dos valores ja creditados.

3 - No prazo de 60 (sessenta) dias contados a partir da data de embarque, VV.Sa devera encaminhar ao CNPq se
bilhete de passagem juntamente com o comprovante de matricula na Instituicdo para a qual teve sua bolsa aprovad
(obrigatério para o doutorado pleno) ou declaracéo da Instituigdo/orientador atestando o inicio das atividades para as outra
modalidades. Devera, ainda, enviar para o e-mail sebie@cnpq.br o0 seu endereco definitivo & informar na pagina do CNP
na Internet os dados bancarios no exterior, no endereco hitp://folhadepagamento.cnpg.br/dadosbancarios/. O atendiment
a estas exigéncias & imprescindivel para a manutencéo do pagamento das mensalidades.

4 - No prazo de 60 (sessenta) dias apds a data de recebimento do adiantamento para o seguro-saude, o bolsista dever

apresentar copia da apdlice, devidamente quitada, contendo o valor pago, o periodo coberto € nome dos dependente
segurados. Caso isto ndo ocorra, o CNPq deduzira o valor adiantado.

OBSERVAGAO IMPORTANTE: O pagamento das mensalidades no exterior ¢ efetuado trimestralmente, nos mese
de Fevereiro, Maio, agosto e Novembro de cada ano civil, mediante depésito em conta bancaria do bolsist:
conforme o cronograma abaixo:

- janeiro/fevereiro/margo, crédito entre os dias 20 e 28 de fevereiro

- abril/maio/junho, crédito entre os dias 20 e 31 de maio

- julho/agosto/setembro, crédito entre os dias 20 e 31 de agosto

= outubro/novembro/dezembro, crédito entre os dias 20 e 30 de novembro

O bolsista ndo incluido no cronograma acima, tera seu pagamento efetivado em folha suplementar.

Caso V. Sa. tenha recebido outro oficio com a mesma finalidade, solicitamos desconsidera-lo.

Atenciosamente

Jovan Guimaraes Gadioli dos Santos
Coordenador-Geral
PO=087/2003
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2.2. Carta do orientador no Brasil: comentarios finais sobre o

desempenho do bolsista

Dra. Maria Fatima Grossi de 54,
Laboratario de Interagio Mabecular Planta-TFraga 1
Frédin de Biotecnologia (PBI)

Embrapa Recurscs Genéticos e Bictecnologia
Brasilia — IOF, Brasil

Tel: 55 61 3445 4902

E-rnail: fatimaeafficenarpen.embraps. b

26 de fevereiro de 2009

Ag Conselho MNacional de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico, CNPg.

Comentarios finais sobre o desempenho do estudante Erico Augusto Rosas de
Vasconcelos no programa de bolsas de estudos no exterior, modalidade: deutorado
sanduiche no exterior.

O estudante sob minha supervisfo executou seu estipio de agosto de 2008 a janeiro de
2009. Periodo no qual trabalhon intensamente no seu projeto aleancando resultados
animadores na clonagem e expressiio heterdloga de genes de defesa vegetal, bem como
na purificagho das protefnas recombinantes, produtos dos genes em questio. As
proteinas produzidas serfo agora utihzadas em bioensaios de atividade contras pragas
que afetam os campos de algodio no Brasil.

Frente ds condiges adversas, o esmdante, com maturidade, contornou obsticulos
levando ao esclarecimento de questdes cientificas relevantes. Na sua interaclio com o
grupo de pesquisa no exterior, fortaleceu ainda mais o vincule de colaboraghio entre oz
grupos ao produzic wma moléeula recombinante composta por genss perlencenies a
ambas as partes.

Avalio como satisfatério o relatdrio téenico produzido pelo estudante, o gual cerlamentes
Ihe servird para a composigio de suas publicagdes clentificas.

L Lo 5

Marna Fatima Grossi de 5a

Posguizadora Embrapa Recuirsos Genélicos
¢ Biotecnofogio

Ministni da Agiculus Empreca Brasileirs de PoEE Pargue Exlagdo BloMgics FABN: (G1) 448-4700
Aisisiardn da Agriciiurg, 4 e gy - (8 R4
- . Pasgulss AQI'DDE:UP.".'..- Firal W-5 Norte Tai, pE
Pocirdn g Abasiacinanio ) ! - b
G 1o i Brasiia. OF A48-4503
CEP TOTFO-500 448-4713
Rocursos Gonélicns a Caing Posfal 02372 Fax: (§1) 390-2624

Bictecnalogia
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2.3. Carta do orientador no exterior: comentarios finais sobre o

desempenho do bolsista

AR
‘ ' Durham Shaped by the past, creating the future

University
School of Biological Dr John A. Gatehouse,
and Biomedical Sciences Reader in Biological Sciences,

School of Biological and Biomedical Sciences,
University Science Laboratories, South Road,
Durham DH1 3LE, United Kingdom

Tel: 0191 334 1264
Fax: 0191 334 1201
E-mail: J.A.Gatehouse@durham.ac.uk

14 abril 2011
To whom it may concern:

Report on Erico A. Rosas

Erico Rosas spent approx. 5 months in my laboratory as part of his research for a Ph.D
programme. He proved a competent scientist, who fitted into the existing set-up without
any problems.

In terms of work achieved, Erico worked consistent hours in the lab, and produced some
good results after an initial period when he was being trained in our methods and was
adjusting to a different culture. Overall, his achievement was good, and he finished his
time in Durham having produced two recombinant proteins in quantities sufficient for
bioassays, and having assembled and tested a construct for a third. Erico was very
focussed on his programme, which proved both a strength and a weakness. His ability to
focus on what he wanted to achieve meant that he went away with a good amount of
work completed. However, the same focus meant that he lost some opportunities for
interacting with the host laboratory. Particularly, his intellectual engagement with the
research going on in the lab was limited, and he showed little interest in picking up new
ideas and techniques that were not directly relevant to his own programme. I feel he
would be a better scientist for being a little more open to the general research
environment and the wider scientific community.

Erico was an agreeable person to have in a laboratory, in that he caused virtually no
trouble or fuss during his entire stay. He was competent, and reliable. He gave a good
lab presentation on his work for his PhD, and has written a satisfactory report on his
work in Durham.

e

John Gatehouse, Reader in Biological Sciences.
Science Laboratories South Road Durham DHI SLE UK

Telephone +44 (0)191 334 1200 Fax +44 (0)191 334 1201
www.durham.ac.uk
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2.4. Certificado de conclusao do estagio

ﬂC{UPq

DECLARAGCAO DE CONCESSAO DE BOLSA

Declaramos, para os devidos fins e a pedido do interessado, que o Sr.
ERICO AUGUSTO ROSAS DE VASCONCELOS, CPF n° 782.289.643-15,
foi detentor junto ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico - CNPq, por meio do processo n° 200424/2008-4, de bolsa de
estudos no exterior na modalidade de Doutorado Sanduiche-SWE, junto a
University of Durham, na Inglaterra, no periodo de 01/08/2008 a
31/01/2009.

Declaramos que os beneficios foram pagos com recursos provenientes do
Tesouro Nacional, a titulo de bolsa de estudos e de pesquisa, ndo se
caracterizando vinculo empregaticio para com este Conselho, nao cabendo,
portanto, recolhimento de contribuigbes previdenciarias.

Por ser a expressao da verdade, firmamos a presente para os efeitos legais
pertinentes.

Brasilia-DF, 28 de dezembro de 2010

s

’/ F -_ _7)

1
- s
José Airton de-Souza
[hefe de Senvin de
Basas Indnviduats no Extenor - PO 0530010
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