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1. INTRODUGCAO

. O fungo oomiceto Phytophthora cinnamomi é um patégeno do solo
extremamente agressivo e que possui uma ampla gama de hospedeiros, que
inclui quase 5000 espécies de plantas em mais de 70 paises (JUNG;
COLQUHOUN; HARDY, 2013). Devido a sua potencial patogenicidade, P.
cinnamomi gera perdas econdmicas substanciais na agricultura, florestamento e
horticultura. Além disso, a introducdo do mesmo na nhatureza leva a
consequéncias graves para o ecossistema natural e a biodiversidade (HARDHAM,;
BLACKMAN, 2018). P. cinnamomi pertence ao reino Chromista, caracterizado
pela producdo assexuada de esporos moveis com flagelo adornado por pelos
tubulares, responsaveis pela motilidade do mesmo. Os esporos dao inicio a
infeccdo das plantas por P. cinnamomi (BEAKES; GLOCKLING; SEKIMOTO,
2012; HARDHAM; BLACKMAN, 2018).

O P. cinnamomi é responsavel pela doenca da tinta do castanheiro europeu
(Castanea sativa Miller). Os sintomas incluem amarelecimento e queda prematura
das folhas e aparecimento de podriddo Umida nas raizes, que ira conduzir & morte
da arvore. O castanheiro europeu possui interesse econdémico pela producao de
frutos e madeira. Portugal se destaca na producéo de C. sativa Miller e a Zona de
Producdo da Castanha da Terra Fria € responsavel pela producdo de 85% da
castanha nacional. Entretanto, essa producdo vem sofrendo declinios ao longo
dos anos devido as proporcdes epidémicas de P. cinnamomi (PEREIRA, 2017).

Tendo em vista a patogenicidade do P. cinnamomi em relacdo a diversas
plantas, principalmente ao castanheiro europeu, é de extrema importancia que
fatores moleculares (genes/proteinas) responsaveis pela sua patogenicidade
sejam identificados. Nesse sentido, o0 objetivo do presente trabalho foi identificar
genes e seus produtos relacionados a patogenicidade do P. cinnamomi, bem
como a caracterizacdo dos resultados obtidos através de ferramentas de
bioinformatica.

2. METODOLOGIA
Para pesquisa de genes utilizou-se sequéncias do genoma de
Phytophthora cinnamomi depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Neste trabalho foi utilizado o primeiro
contig (acesso: LGSK01000001.1) que compde a primeira montagem depositada,
pertencente a cepa MP94-48 (BioSample: SAMN03921829; BioProject:
PRJINA290836; Assembly: GCA_001314365.1).

Para encontrar as fases de leitura aberta (ORF, Open Read Frames) nas
sequéncias escolhidas, a ferramenta ORFFinder
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/) foi utilizada com os seguintes parametros:
comprimento minimo da ORF de 300 nucleotideos; cédigo genético: padrao; Start
coédon: apenas “ATG”. As homologias das proteinas codificadas pelas ORFs
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encontradas foram determinadas utilizando a ferramenta Blast (Basic Local
Alignment Search Tool), na versdo smartBlast.

A predicdo da localizacdo celular das proteinas foi determinada pelas
seguintes ferramentas:

e SignalP 4.1: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/;

e Cello v.2.5: http://cello.life.nctu.edu.tw/;

e LOCTree3: https://rostlab.org/services/loctree3/;

e Euk-mPLoc 2.0: http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/.

Os genes e seus produtos foram caracterizados através da ferramenta
PROSITE (https://prosite.expasy.org/), no modo “Quick Scan”, excluindo os
motivos com alta probabilidade de ocorréncia. As predi¢cdes estruturais das
proteinas encontradas foram realizadas utilizando o servidor Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqi?id=index), utilizando o modo
normal de modelagem. Para visualizacdo e representacdo das estruturas foi
utilizado o programa Jmol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 se encontram os dados dos genes escolhidos e seus
respectivos produtos. Dentre todas as ORFs encontradas, as escolhidas
passaram por pesquisas na literatura cientifica disponivel para estabelecer
alguma relacéo entre a mesma e a patogenicidade de P. cinnamomi.

Tabela 1. Genes e seus respectivos produtos escolhidos.

Nome do Acesso Proteina Acesso Funcéo Organismo de
Gene Uniprot origem da
homologia
PHPALM 11 EMBL: Cysteine AOA2P4Y1E2 Atividade de Phytophthora
761 POM71642.1 protease peptidase palmivora var.
family C26 palmivora
AM587_1000 EMBL: E3 ubiquitin- AOAOWSDBN ' Atividade de Phytophthora
7505 KUF93685.1  protein ligase 8 ligase nicotianae
HERC4
PITG_03400 @ NCBI: crinkler DONO058 Componente | Phytophthora
9464554 (CRN) family integral  da infestans T30-4
protein, membrana
putative

Os resultados de predicao da localizagéo celular das proteinas codificadas
pelas ORFs escolhidas se encontram na Tabela 2. Para a obtencdo desses
resultados foram utilizadas 4 ferramentas: o SignalP, que determina a presenca
ou auséncia de peptideo sinal na proteina; e as ferramentas Cello, LocTree3 e
Euk-mPloc, que a partir de diferentes algoritmos, predizem a localizagéo celular
das proteinas. Os resultados encontrados com as 3 ferramentas de predicéo,
divergem em muitas vezes devido ao algoritmo que usam. Além disso, essas
proteinas ndo estdo determinadas molecularmente por experimentos in vitro,
estando apenas determinadas por métodos bioinformaticos, o que dificulta a
predicao pelas ferramentas.
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Tabela 2. Resultados da predicdo da localizacéo celular das proteinas escolhidas de
acordo com as ferramentas utilizadas.

Proteina Peptideo Sinal | Localizagao Localizacdo Localizacdo
(Signal P) (index de | (acurécia) (Euk-mPLoc)
confianca) (LOCTree3)
(Cello)
Cysteine N&o Mitocondria Mitocondria Citoplasma
protease family (0,578) (82%)
C26
E3  ubiquitin- | Nao Extracelular Citoplasma Extracelular;
protein  ligase (0,448) (80%) nacleo
HERC4
crinkler (CRN) | Nao Mitocbndria Citoplasma Nucleo
family protein, (0,273) (86%)
putative

Os resultados encontrados para a caracterizagcdo dos genes e produtos
através da ferramenta de modelagem e predicdo de estruturas Phyre2 e a
identificagdo de dominios e sitios ativos atraveés da ferramenta PROSITE se
encontram na Tabela 3 e nas Figuras 1, na qual é possivel observar as estruturas
das proteinas resultantes da modelagem.

Tabela 3. Resultados da predicao estrutural e caracterizacdo dos produtos.

Proteina Phyre2 PROSITE
Confianca Cobertura Dominios Sitio ativo
Cysteine 100% 67% GATASE TYPE | GATASE TYPE
protease family 1 1
C26
E3 ubiquitin- | 100% 14% B30.2_SPRY, -
protein  ligase RCC1_3, FHA
HERC4
crinkler (CRN) | 96.9% 11% - -
family  protein,
putative

Figura 1. Predicdo estrutural das proteinas escolhidas. (A) cysteine protease family C26,
(B) E3 ubiquitin-protein ligase HERC4 e (C) crinkler (CRN) family protein, putative.

A “Cysteine protease family C26” € uma proteina com atividade de
peptidase e envolvida no processo metabodlico da glutamina, devido ao seu
dominio GATASE_TYPE_1 (Glutamine amidotransferase type 1). Esse dominio &
responsavel pela catalisagdo da reacdo de remocdo do grupo aménia da
glutamina e transferéncia para outro substrato para formar um novo grupo
carbono-nitrogénio (BUCHANAN, 1973). Devido a atividade dessa proteina, &
possivel supor que a mesma possua influéncia na patogenicidade do oomiceto,
uma vez que degrada peptideos.

A “E3 ubiquitin-protein ligase HERC4” é uma enzima que possui a fun¢des

de ligase e transferase de ubiquitina para proteinas, marcando as mesmas por
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ubiquitinacdo e assim, sinalizando a sua degradacado (WANG et al., 2017). Ela
possui 0 dominio B30.2_SPRY, que é bem conservado e auxilia a regular a
diferenciacdo de esporos (NUCKOLLS et al., 1996). Sendo assim, possivelmente
essas enzimas estdo relacionadas com a patogenicidade de P. cinnamomi nas
fases iniciais.

A “crinkler (CRN) family protein, putative” é uma familia de proteinas
envolvida no enrugamento das folhas e em necrose do hospedeiro. Foi
identificada primeiramente em Phytophthora infestans, mas sabe-se que esta
presente em quase todas as espécies de oomicetos patdégenos de plantas
(TORTO et al., 2003). As CRN maduras séo capazes de induzir a morte celular
através do translocamento de fatores citoplasméaticos do hospedeiro e também
por acdo no nucleo do hospedeiro (SCHORNACK et al., 2010; STAM et al., 2013).
Essa familia de proteinas provavelmente se encontra na base das fases tardias
de infeccao por Phytophthora cinnamomi devido ao seu funcionamento.

4. CONCLUSOES
As ferramentas de bioinformatica sdo fontes confiaveis para realizar e
predicdo em sequéncias proteicas disponiveis enquanto os estudos in vitro ainda
nao sao realizados e, também auxiliam em encontrar melhores alvos para as
etapas in vitro. Novas pesquisas utilizando as sequéncias gendmicas de P.
cinnamomi devem ser realizados afim de determinar seus mecanismos de
patogenicidade e as moléculas associadas.
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