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RESUMO

A cana-de-acUcar moderna (o hibrido interespecifico Saccharum spp.) € um cultivar
de grande importancia econdmica, devido a sua alta capacidade de armazenamento
de sacarose, sendo empregada principalmente na producdo de acglcar e etanol.
Saccharum spp. € resultante do cruzamento de Saccharum officinarum, denominada
‘cana nobre”, da qual herdou a alta capacidade de acumulo de sacarose, e a
espécie selvagem Saccharum spontaneum, da qual herdou a resisténcia e a
adaptabilidade, em um processo iniciado no século XIX. A necessidade de suprir as
demandas por produtos derivados da cana-de-acucar exige a obtencéo de hibridos
com maior capacidade de armazenamento e que também sejam resistentes a
doencas, principalmente aquelas causadas por fungos, bactérias e virus, cujo
principal efeito é a diminuicdo da produtividade da lavoura. Além disso, os
mecanismos moleculares responsaveis pelas distintas capacidades de defesa
observadas entre os hibridos e as espécies selvagens ainda nao foram
completamente elucidados, o que justifica a necessidade de maiores estudos a
respeito deste aspecto. A producdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) € um dos
mecanismos que compde a linha de frente da defesa de animais e plantas. Dentre
0os AMPs, as defensinas e as proteinas transportadoras de lipideos (LTPs) sdo
moléculas com grande potencial de agdo antimicrobiana. Este trabalho teve como
principal objetivo caracterizar defensinas e LTPs no genoma do cultivar SP70-1143 e
em transcriptomas de espécies selvagens (S. spontaneum e S. officinarum) e
hibridos (SP70-1143, RB867515 e RB72454) de cana-de-acucar, assim como obter
uma arvore filogenética das defensinas e LTPs caracterizadas e outros peptideos de
plantas. Também foram analisadas as regides promotoras dos genes de defensinas
e LTPs identificadas e as estruturas terciarias desses dois AMPs. Por fim, testaram-
se protocolos de extracdo de peptideos de folhas de cana-de-acucar. Foram
identificados seis genes de defensinas e nove genes de LTPs no banco de
sequéncias gendmicas de cana-de-acucar. As proteinas preditas a partir dos genes
exibiram os residuos de aminoacidos conservados tipicos das defensinas e LTPs. A
andlise das regides promotoras nos permitiu identificar fatores de transcrigdo
caracteristicos de proteinas relacionadas a patogénese (PRs), tais como elementos

responsivos aos hormoénios vegetais acido salicilico (SA), acido abscisico (ABA) e

xii



etileno (ET). Analises de expressdo de transcritos de defensinas e LTPs em
bibliotecas de transcriptoma de cana-de-acucar submetida a infec¢do por Acidovorax
avenae mostraram aumento de expressdo desses dois AMPs, sugerindo a
participacdo destes na resposta a infeccdo por A. avenae. Analise de expressao de
transcritos de defensinas e LTPs em biblioteca de transcriptoma de cana-de-acucar
submetida a déficit hidrico e inoculagdo com a bactéria benéfica Gluconacetobacter
diazotrophicus mostraram que defensinas e LTPs parecem responder mais ao déficit
hidrico do que a bactéria benéfica. A modelagem tridimensional de defensinas e
LTPs de diferentes cultivares e espécies selvagens de cana-de-agUcar mostrou a
presenca dos elementos secundarios tipicos destas proteinas e alta conservacao
tridimensional entre elas. Foram testados trés protocolos de extracdo de proteinas:
extracdo alcodlica, acida e em tampao-fosfato. A extracdo acida mostrou-se mais
eficiente para a obtencdo de peptideos de baixa massa molecular (6-10 kDa),
compativeis com a massa de defensinas e LTPs. A caracterizacdo de defensinas e
LTPs forneceu novos elementos para um maior entendimento dos mecanismos de
defesa dos diferentes hibridos, contribuindo para posteriores estudos e

melhoramento da cana-de-agucar.

Palavras-chave: Saccharum spp., defesa vegetal, AMPs, defensinas, LTPs
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ABSTRACT

Modern sugarcane (the hybrid Saccharum spp.) is a cultivar of great economic
importance, due to its high sucrose storage capacity for the production of sugar and
ethanol. Saccharum spp. was generated from crossings between sugarcane wild
species in a process dating back to the 19th century. The hybrid inherited the high
ability for accumulation of sucrose from Saccharum officinarum and the resistance
and adaptability from Saccharum spontaneum. The need for high demands for
sugarcane products requires the generation of hybrids with greater storage capacity
and resistance to diseases, especially those caused by fungi, bacteria and virus,
which can reduce crop productivity. In addition, the molecular mechanisms
responsible for the distinct defense capacities observed between hybrids and wild
species have not yet been fully elucidated, what justifies further studies on this
aspect. The production of antimicrobial peptides (AMPSs) is one of the first line of
defense in animals and plants. Among these, defensins and lipid transfer proteins
(LTPs) are molecules of great potential for antimicrobial action. This work aimed to
characterize defensins and LTPs in the genome of SP70-1143 sugarcane cultivar
and in transcriptomes of wild species (S. spontaneum and S. officinarum) and
hybrids (SP70-1143, RB867515 and RB72454), as well as to analyse the
phylogenetic relatedness between the characterized defensins and LTPs and other
plant proteins. We also analyzed the promoter regions of sugarcane defensins and
LTPs genes and the tertiary structures of these AMPs. Finally, protocols were tested
for the extraction of peptides from sugarcane leaves. Six defensin and nine LTP
genes were identified in the genomic sequence database of sugarcane. Proteins
predicted from the genes exhibited the typical conserved amino acid residues of
defensins and LTPs. The analysis of the promoter regions allowed us to identify
transcription factors characteristic of pathogenesis-related proteins (PRs), such as
elements responsive to salicylic acid (SA), abscisic acid (ABA) and ethylene (ET)
plant hormones. Expression analysis of defensins and LTPs transcripts in RNA-seq
libraries from sugarcane submitted to Acidovorax avenae infection showed increased
expression of these two AMPs. Expression analysis of defensins and LTPs
transcripts in RNA-seq libraries from sugarcane submitted to water deficit and

inoculation with the beneficial bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus showed

Xiv



that defensins and LTPs appear to respond more to water deficit than to beneficial
bacteria. The three-dimensional modeling of defensins and LTPs from different
sugarcane wild species and cultivars showed the presence of typical secondary
elements found in these proteins and high three-dimensional conservation between
them. Three protein extraction protocols were tested: alcoholic, acidic and
phosphate-buffered extraction. Acid extraction was more efficient to obtain low
molecular weight peptides (6-10 kDa), compatible with the mass of defensins and
LTPs. The characterization of defensins and LTPs provided new elements for a
better understanding of the defense mechanisms of the different hybrids, contributing

to further studies and improvement of sugarcane.

Key words: Saccharum spp., plant defense, AMPs, defensins, LTPs
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1. INTRODUCAO
1.1. Taxonomia, aspectos gerais e econdmicos da cana-de-agucar

A cana-de-acucar moderna (0o hibrido Saccharum spp.) é uma
monocotiledénea pertencente a familia Poaceae, a qual inclui importantes géneros
de cereais, como sorgo (Sorghum bicholor), milho (Zea mays), trigo (Triticum
aestivum), cevada (Hordeum vulgare), aveia (Avena sativa) e arroz (Oryza sativa)
(DANIELS; ROACH, 1987). Foi descrita pela primeira vez por Lineu, em 1757, no
livro “Species Plantarum” (HITCHCOCK, 1923). Inicialmente, o género Saccharum
incluia apenas duas espécies: S. officinarum L. e S. spicatum L., tendo sido esta
Ultima transferida para o género Perotis (DILLON et al., 2007). Vérias revisbes
taxondmicas aconteceram durante o século XX, culminando com a criacdo do grupo
chamado “Complexo Saccharum”, formado por géneros com espécies capazes de
realizar hibridiza¢des entre si (MUKHERJEE, 1957).

Em 1987, J. Daniels e B. T. Roach propuseram a hip6tese mais aceita
atualmente para a evolucdo e domesticacdo da cana-de-acucar, que a classifica
como membro da familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae,
subtribo Saccharinae e género Saccharum (DANIELS; ROACH, 1987; GRIVET et al.,
2004).

Cultivada em regifes tropicais e subtropicais de todo o planeta, a origem da
cana-de-acucar ndo € bem definida, acreditando-se que tenha primeiro se
estabelecido na Melanésia, Indonésia e Papua Nova Guiné por volta de 6.000
A.E.C., disseminando-se posteriormente para o Pacifico Sul, india, China e
proximidades (MUKHERJEE, 1957). Tornou-se conhecida no Ocidente, pela primeira
vez, durante as conquistas de Alexandre, o Grande, ha mais de dois mil anos
(GRIVET et al., 2004). Os primeiros exemplares a chegarem ao Brasil vieram da Ilha
da Madeira (Portugal) por volta de 1515, sendo a primeira usina de acucar brasileira
fundada em 1532 (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

O género Saccharum é constituido de 35-40 espécies, distribuidas entre dois
centros de diversidade: Africa e Asia (Velho Mundo) e América do Norte, Central e
do Sul (Novo Mundo). A maior parte das espécies nativas (25) esta na Asia, sendo
gue a América do Norte possui seis espécies nativas e cinco introduzidas
(BONNETT et al., 2008; WEBSTER; SHAW, 1995).


https://paperpile.com/c/f4oSvK/ifYx
https://paperpile.com/c/f4oSvK/h3NR
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HHEq
https://paperpile.com/c/f4oSvK/ogvO+27vo
https://paperpile.com/c/f4oSvK/ogvO+27vo
https://paperpile.com/c/f4oSvK/ogvO+27vo
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HHEq
https://paperpile.com/c/f4oSvK/ogvO
https://paperpile.com/c/f4oSvK/oMDK
https://paperpile.com/c/f4oSvK/g3Ue+MWYI

Cultivares de cana-de-acucar possuem grande importdncia econdmica,
devido a sua alta capacidade de armazenamento de sacarose, cuja producdo e
subsequente acumulo nos colmos é resultante de um ciclo envolvendo diversas
enzimas que atuam nos orgdos-fonte e nos drenos (DAL-BIANCO et al., 2012).
Estes cultivares, sob condicbes ideais, podem armazenar em seus colmos
aproximadamente 700 mM de sacarose (até 62% do peso seco ou 25% do peso
fresco) (BULL; GLASZIOU, 1963). O processo de armazenamento da sacarose
depende de diferentes fatores, como: carregamento e descarregamento do floema
durante a maturacdo; taxa de carregamento de sacarose no parénquima e vacuolo
e, até mesmo, a temperatura (RAE et al., 2005). Fatores enziméaticos, morfolégicos e
as condicdes ambientais sdo responsaveis por diferentes cultivares de cana-de-
acucar possuirem capacidades distintas de armazenamento de sacarose (MOORE,
2005).

A cana-de-acUcar é empregada principalmente para a producéo de aguUcar e
etanol (SCHUBERT, 2006), sendo responsavel por fornecer aproximadamente 70%
do acucar produzido no mundo (BULL; GLASZIOU, 1963; CARSON; BOTHA, 2002;
DE SOUZA et al., 2008; DILLON et al., 2007; LAKSHMANAN et al., 2005). O Brasil,
maior produtor mundial de cana-de-agucar, alcangcou 658,7 milhdes de toneladas
somente na safra 2015/16 (CONAB, 2016). Contudo, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) prevé queda de 8,9% na safra 2018 devido a
condi¢des climaticas desfavoraveis (IBGE, 2017). Outras aplicacbes da cana-de-
acucar incluem a producédo de cachaca, ragdo animal, xarope (SOLOMON, 2011) e,
por meio do uso do bagaco, producédo de papel (LAM et al., 2004) e geracao de
bioeletricidade (GOLDEMBERG; COELHO; GUARDABASSI, 2008;
WACLAWOVSKY et al., 2010).

Na década de 1970, com a implementac&o do Programa Pré-Alcool no Brasil,
a cana-de-agucar comecou a ser empregada largamente para a producgéo de etanol
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011), que pode ser obtido por processo quimico
(hidratacdo do etileno) ou microbiolégico (por fermentacdo pela levedura
Saccharomyces cerevisiae) (RADECKA et al., 2015; STEFAN ROKEM,;
GREENBLATT, 2015). Atualmente, a maior parte do etanol produzido no mundo
deve-se ao processo de fermentacdo alcodlica ou etandlica (HAHN-HAGERDAL et
al., 1991; JONES; THOMAS; MICHAEL INGLEDEW, 1994; MADALENO et al., 2016;
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SILVA et al.,, 2005), onde as leveduras convertem o aglUcar em etanol, energia,
biomassa celular, gas carbbnico e outros subprodutos. Os Estados Unidos da
América (EUA) sédo os maiores produtores mundiais de etanol, pois eles também o
obtém a partir do milho (WANG et al., 2016). Somente em 2015, os EUA produziram
14,806 milhdes de galdes (aproximadamente 56 bilhdes de litros), seguidos pelo
Brasil (26 bilhdes de litros), Unido Européia (5 bilhdes de litros) e China (3 bilhdes de
litros) (RFA, 2016).

1.2. Constituicdo genética e hibridizacdo da cana-de-acucar

Uma parte significativa dos eventos de especiacdo em plantas acontece por
meio da hibridizacdo (SOLTIS; SOLTIS, 2009). Importantes cultivares modernos sao
hibridos e a cana-de-acucar passou pelo mesmo processo (CHEN, 2010). Estima-se
gue algo em torno de 10% dos animais e 25% das plantas hibridizaram com pelo
menos uma outra espécie ao longo de suas historias evolutivas (MALLET, 2005).
Esse numero € ainda maior se considerarmos apenas as Angiospermas, cujas
estimativas de hibridizacdo variam de 30-35% a 70% das espécies, dependendo da
referéncia (HECHT, 1972; MASTERSON, 1994).

Ap6s a hibridizacdo ocorre o choque gendmico, uma resposta ao estresse
resultante das alteracbes do genoma. Os genomas recém-formados estdo
submetidos a mobilidade de transposons e as rapidas alteragcdes de tamanho,
estrutura e controle, incluindo inserc¢des, delegdes e translocagcdes (MCCLINTOCK,
1984). Além disso, a hibridizacdo também pode levar a poliploidia, ou seja, o
aumento do numero de coépias do genoma. A poliploidia representa uma
caracteristica central na especiacao de plantas (LUTZ, 1907), e é considerada um
mecanismo evolutivo fundamental por duas razdes: estar frequentemente associado
a especiagdo; poder proporcionar um salto no surgimento de uma nova espécie e
resultar em efeitos drasticos na evolugéo da linhagem posterior devido a duplicacéo
gendmica (WOOD et al., 2009). Aléem disso, desempenha um importante papel na
modificacdo dos padrdes de expressao global dos genes, ao originar duas ou mais
copias dos mesmos (ADAMS, 2007; HEGARTY et al., 2006; OSBORN et al., 2003;
STUPAR; HERMANSON; SPRINGER, 2007).

Dois tipos de polipléides séo classicamente reconhecidos: aqueles que

resultam da multiplicacdo de um cromossomo especifico e aqueles originarios da
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fusdo de conjuntos de cromossomos estruturalmente diferentes, chamados
autopolipléides e alopoliploides, respectivamente (KIHARA; ONO, 1926). Poliploidia
normalmente ocorre em conjunto com a hibridizacdo interespecifica, ou seja,
gerando novas espécies alopolipléides, culminando em reestruturacao
transcriptdmica, metabolomica e protedmica (LEITCH; LEITCH, 2008).

Héa evidéncias de que mais de 90% das angiospermas sofreram uma ou mais
duplicacdes gendbmicas e muitas delas se tornaram poliploides (ADAMS; WENDEL,
2005; CUI et al.,, 2006; SOLTIS et al., 2015). Importantes cultivares domeésticos,
como o trigo (Triticum aestivum), a soja (Glycine max) e o algodao (Gossypium
hirsutum) sofreram eventos de duplicacdo total do genoma (PANCHY; LEHTI-SHIU;
SHIU, 2016).

Saccharum spp. é um hibrido resultante do cruzamento das espécies
selvagens Saccharum officinarum (2n = 80), denominada “cana nobre”, e Saccharum
spontaneum (2n=36-128) (DILLON et al., 2007; EDME et al., 2005), com
contribuicGes genbmicas menores de Saccharum robustum, Saccharum sinense,
Saccharum barberi, Erianthus e Miscanthus (AL-JANABI et al., 1993; FERREIRA et
al., 2016), em um processo iniciado no século XIX (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et
al., 2011) (Figura 1).

Semreducéo do } —

numero de Gameta Gameta
cromossomos feminino(2n) masculino(n)
\ J
IDridos Interespecifcos -
officinarum
2n=112 g
T ———
Gameta Gameta
feminino (n) masculino (n)

Cultivares modernos
2n=100-130

Figura 1: Representacdo esquematica do processo de obtencdo dos cultivares
modernos de cana-de-agucar (Saccharum spp.). Adaptado de Grativol (2014).
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Saccharum spp. possui entre 100-130 cromossomos, sendo de 10% a 20%
deles provenientes de S. spontaneum, 5 a 17% de cromossomos recombinantes
compostos por parte de S. officinarum e parte de S. spontaneum e o restante de
cromossomos de S. officinarum (D’HONT, 2005) (Figura 2). As hipéteses sobre a
estrutura genbmica e a evolucdo da cana-de-aglUcar se baseiam principalmente na
distribuicdo do numero de cromossomos entre as espécies, e estudos recentes tém
sugerido um numero basico de 10 cromossomos para S. officinarum e 8 para S.
spontaneum (D’HONT et al., 1996, 1998).

S. spontaneum

A 4
. ’
. ’
. ’,

A ’

S. officinarum recombinantes

MIRRSHRRTHTITRA

Figura 2: Representacdo esquematica dos cromossomos de cultivares atuais de
cana-de-agucar, mostrando um genoma altamente polipldéide e aneupléide, com a
ocorréncia de cromossomos recombinantes e de heranca desigual. As barras
brancas correspondem aos cromossomos de S. officinarum e, as cinza, aos
cromossomos de S. spontaneum. Cromossomos homoélogos (ou homedlogos) estao
em uma mesma linha. Adaptado de D’Hont (2005).
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No processo de melhoramento genético de qualquer cultivar € essencial uma
escolha minuciosa dos parentais, inclusive no caso da cana-de-acucar, cujos
programas podem demorar mais de uma década até a liberacdo de novas
variedades (FERREIRA et al., 2005). Os melhoristas baseiam-se em cruzamentos
interespecificos e retrocruzamentos com S. officinarum como forma de produzir
novos hibridos, utilizando uma base genética obtida nos primeiros melhoramentos,
do inicio do século XX. Entretanto, o uso de progenitores proximos pode diminuir a
diversidade genética devido a depressao por endogamia (FERREIRA et al., 2005).
Cruzamentos entre parentes tendem a conduzir a homozigose, com o surgimento de
caracteristicas deletérias, sendo que o uso de individuos geneticamente distantes
pode contribuir para o melhoramento genético da cana-de-agcucar (BISON et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2001).

O sequenciamento completo do genoma da cana-de-acUcar € um desafio
pela natureza de sua estrutura altamente polipléide e aneupldide e também pelo seu
tamanho (8 a 10 Gb) (MOORE, 2005). A complexidade gendmica, inclusive,
representa uma dificuldade a mais no processo de melhoramento genético deste
cultivar, caracterizado principalmente por sua natureza multigénica/multialélica
(GRIVET; ARRUDA, 2002; TOMKINS et al., 1999) e geralmente um numero
cromossoémico superior a 100 (HOARAU et al., 2001; JANNOO et al., 1999). Na
auséncia de um genoma completo sequenciado, bibliotecas de sequéncias
expressas (ESTs, do inglés Expressed Sequence Tags) podem ser utilizadas como
importantes fontes de dados para analises de duplicacdo do genoma ancestral
(BLANC; WOLFE, 2004; CUI et al., 2006; SCHLUETER et al., 2004). O programa
SUCEST (do inglés Brazilian Sugarcane EST Project), criado pela FAPESP,
disponibilizou milhares de ESTs, organizados em bibliotecas de diferentes tecidos e
estadios de desenvolvimento vegetal, assim como tecidos infectados com bactérias
endofiticas (ROSSI; ARAUJO; VAN SLUYS, 2001; VETTORE et al., 2003). Outro
banco de dados importante para cana-de-acUcar € o de sequéncias gendmicas
filtradas por metilacdo, publicado por Grativol et al. (2014). Essas sequéncias foram
usadas em uma avaliacdo de heranca génica das espécies selvagens nos hibridos
modernos de cana-de-agucar. Resultados sugeriram que genes envolvidos com o

metabolismo de acUcar seriam herdados majoritariamente de S. officinarum,
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enquanto que genes relacionados com a adaptacdo do hibrido ao estresse seriam

herdados principalmente de S. spontaneum.

1.3. Patdgenos e cana-de-agucar

A cana-de-agucar comercial (Saccharum spp.) é a mais importante fonte de
acucar atualmente disponivel (MANNERS, 2011). Contudo, sua producdo €
constantemente ameacada por doencas, principalmente aquelas causadas por
fungos e bactérias como, por exemplo, a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli
(FALLOON et al.,, 2006), agente causal do raquitismo-da-soqueira, que causa
enormes prejuizos e ndo possui formas de combate, além do manejo adequado das
lavouras (EVTUSHENKO et al., 2000).

Uma vasta gama de micro-organismos infecta/coloniza as culturas de cana-
de-acucar, sendo algumas das principais doencas: a escaldadura de folhas, causada
pela bactéria Xanthomonas albilineans (BIRCH; PATIL, 1987; PERSLEY, 1973;
ROTT; CHAGVARDIEFF, 1987); carvdo da cana-de-agUcar, causada pelo fungo
Ustilagos citaminea Syd (MARCHELO; AHMED; BUKHARI, 2008); ferrugem da
cana-de-acucar, causada pelo fungo Puccinia melanocephala (CHAPOLA;
HOFFMANN; MASSOLA, 2016; OLORIZ et al., 2012; WANG et al.,, 2013); a
podriddo vermelha, causada pelo fungo Colletotrichum falcatum (Went) (ABBAS et
al., 2016; BUKHARI et al., 2012; HASSAN; AFGHAN; HAFEEZ, 2012; MALATHI;
VISWANATHAN, 2012; NITHYA et al., 2012; PRATHIMA et al., 2013; SAKSENA et
al., 2013); sindrome do amarelecimento foliar (amarelinho), causada por um virus do
grupo Polerovirus (ABU AHMAD et al., 2007; DEBIBAKAS et al., 2014; GLYNN et al.,
2010; SMITH et al., 2000) e virus do mosaico da cana-de-acucar (SCMV) (DEWANTI
et al., 2016).

Durante o processo de melhoramento tradicional da cana-de-agucar, 0s
melhoristas realizaram cruzamentos de forma a combinar as caracteristicas
desejaveis de S. spontaneum (resisténcia a doencas) com as de S. officinarum (alto
acumulo de sacarose), e o0s hibridos resultantes deste e dos subsequentes
cruzamentos sdo cultivados até hoje, sendo que os mesmos possuem distintas
capacidades de defesa contra o ataque de patégenos. Por exemplo, o hibrido
RB72454 ¢ resistente a ferrugem e a escaldadura, mas suscetivel as estrias
vermelhas (EMBRAPA, 2008), enquanto que o hibrido RB867515 (que tem RB72454
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como um dos progenitores) € resistente ao carvao, a ferrugem a escaldadura e ao
mosaico, mas tem susceptibilidade as estrias vermelhas (EMBRAPA, 2008). O
hibrido SP70-1143, por outro lado, € suscetivel a ferrugem e resistente as estrias
vermelhas (OLIVARES et al., 1997), mosaico (SOUZA et al., 2017) e a nematodides
(DINARDO-MIRANDA, 1994). Ja o hibrido RB937570 (que tem como progenitores
RB72454 e SP70-1143) é tolerante a ferrugem, carvdo, escaldadura, estria
vermelha, raquitismo, porém suscetivel ao mosaico (EMBRAPA, 2008). Enfim, a
resisténcia dos hibridos de Saccharum spp. se mostra bastante variavel, nao
possuindo correspondéncia perfeita com a dos progenitores, mas se expressando
nem sempre de forma previsivel (EMBRAPA, 2008).

1.4. Mecanismos de defesa

As plantas ndo possuem um sistema imune especifico, porém recorrem a
diversas outras estratégias para se defenderem contra os diferentes patégenos com
0S quais entram em contato. Sao caracterizadas por possuirem elementos
constitutivos e induziveis contra o ataque de patégenos (BOWLES, 1990).
Estratégias de defesa em plantas constituem-se de barreiras morfologicas, inducéo
do estresse oxidativo, producdo de metabdlitos secundarios e proteinas
antimicrobianas que, em conjunto, agem contra o patégeno (BOWLES, 1990; HEIL,
2002).

De forma geral, plantas sao resistentes a diversos micro-organismos, e
somente alguns sé@o capazes de causar doencas (LIPKA; FUCHS; LIPKA, 2008).
Sao dotadas de um sistema de defesa dinamico, formado por diversos mecanismos
que atuam contra organismos invasores (DANGL; JONES, 2001). A natureza da
interacdo entre a planta e o patdgeno nos permite dividir a resisténcia a doencas em
dois tipos: vertical e horizontal. Essa divisdo surge do fato de que nem todos os
patdogenos sdo capazes de infectar todas as plantas, sendo estas interacdes
dindmicas e resultantes da co-evolucdo das espécies (SCHULZE-LEFERT,;
PANSTRUGA, 2011; SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2013).

A resisténcia vertical surge da adaptacdo do micro-organismo ao cultivar, e é
de curta duracdo (MYSORE; RYU, 2004). Ela é considerada um exemplo de
resisténcia gene-a-gene muito especifica de um genotipo/cultivar da planta contra

um determinado patégeno (FLOR, 1971). Diversos estudos tém focado na
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introducd@o de genes de resisténcia (R) em cultivares suscetiveis, tentando superar a
capacidade do patdégeno de produzir efetores e aumentar sua viruléncia. Grande
parte das proteinas R possui um sitio de ligacdo rico em leucina (NBS-LRRs) que,
apos reconhecimento da proteina avr, desencadeia a resposta hipersensivel (HR)
através da geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS, do inglés reactive
oxygen species).

A resisténcia horizontal, por outro lado, € eficiente contra todas as estirpes de
um dado patégeno (HEATH, 2000) e corresponde a um amplo espectro de
resisténcia composta de diversos elementos que incluem, mas néo estao limitados
a: parede celular; cuticula; fitoanticipinas; acumulo de lignina; producdo de
fitoalexinas; resposta hipersensivel; producdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRs), dentre outras (SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2013; THORDAL-
CHRISTENSEN, 2003). Portanto, a resisténcia horizontal tem maior duracdo e
ampla gama de acdo contra os mais diferentes patégenos (NIKS; MARCEL, 2009;
SENTHIL-KUMAR; MYSORE, 2013).

O sistema de defesa inato das plantas pode ser dividido em duas vias:
imunidade ativada por padres moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
denominada PTI, ou imunidade desencadeada por efetores (ETI) (JONES; DANGL,
2006) (Figura 3).
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https://paperpile.com/c/f4oSvK/HxxA+8LFj
https://paperpile.com/c/f4oSvK/8LFj+zJaV
https://paperpile.com/c/f4oSvK/8LFj+zJaV
https://paperpile.com/c/f4oSvK/8LFj+zJaV
https://paperpile.com/c/f4oSvK/48CP
https://paperpile.com/c/f4oSvK/48CP
https://paperpile.com/c/f4oSvK/48CP
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Figura 3: Representacdo esquemdtica dos mecanismos de reconhecimento e
defesa de plantas contra patdgenos bacterianos: PTI e ETI. Em udltima analise,
através de varias vias ramificadas e de multiplos componentes, 0s genes
relacionados com a defesa s&o transcritos. Os genes up-regulated sao
representados com caracteres avermelhados. Figura adaptada de Dodds &
Rathjen (2010).

O primeiro reconhecimento do microorganismo pela planta hospedeira é
analogo aos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) dos animais, que
reconhecem os PAMPs, pequenos elementos estruturais de moléculas maiores
indispensaveis a sobrevivéncia dos micro-organismos (JANEWAY, 1989). A PTI
desencadeia uma série de processos: cascatas de proteinas cinases ativadas por
mitbgenos (MAPK), producdo de ROS, sinalizagdo mediada por horménios e
expressao génica (SCHWESSINGER; ZIPFEL, 2008). Os PAMPs constituem o
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primeiro mecanismo de reconhecimento especifico, 0os quais dependem de
reconhecimento de padrées transmembrana (BENKO-ISEPPON et al.,, 2010;
ZIPFEL; FELIX, 2005).

A compreens&o dos mecanismos da resisténcia vertical, considerada a mais
atuante na defesa dos cultivares contra patdégenos, é essencial para a obtencédo de
novos hibridos pela transferéncia de genes R. Porém, por possuir diversas vias de
atuacao, a resisténcia horizontal possui maior amplitude (AYLIFFE, 2004; NIKS;
MARCEL, 2009; ZHAO et al., 2005). Dependendo do nivel de interacdo planta-
patdgeno, a resisténcia vertical é regulada principalmente por ETI (Effector Triggered
Immunity), sendo que a resisténcia horizontal se desenvolve por PTI (Pattern
Triggered Immunity) e/ou ETI (SCHULZE-LEFERT; PANSTRUGA, 2011; SENTHIL-
KUMAR; MYSORE, 2013). ETI é a base da resisténcia classica gene-a-gene
demonstrada por Flor (1971).

A interacdo planta-patégeno pode resultar em infeccdo (o que constitui uma
resposta compativel) ou resisténcia (constituindo uma resposta incompativel) (HEIL,
2002). Em plantas resistentes ha uma ativagéao eficiente do sistema de defesa na
ocasidao do contato com o patégeno, 0 que pode ndo acontecer ou acontecer
tardiamente em plantas nao-resistentes (STASKAWICZ et al., 1995). Contudo,
patdgenos sdo capazes de suprimir a PTI por meio da producédo de avr. Entdo é
ativada uma segunda via de defesa das plantas, os produtos de genes R, mediada
por outros receptores, em sua maioria de localizacao intracelular. Estes sdo capazes
de reconhecer os produtos de genes de aviruléncia e ativar a ETI, constituindo uma
resposta de defesa mais intensa, o que pode levar, inclusive, a morte celular
programada (ELLIS; DODDS; PRYOR, 2000; JONES; DANGL, 2006). Como em
uma corrida armamentista em nivel molecular, patégeno e planta estdo submetidos
a uma pressao seletiva para diversificarem seus efetores e proteinas R (BOLLER,;
HE, 2009).

PTI e ETI induzem a biossintese de diferentes horménios, sinalizando
distintas vias. ETI aciona a biossintese e sinalizacao por acido salicilico (SA), o que
leva a inducao de resisténcia local e resisténcia sistémica adquirida (SAR), mediante
ataque de patogenos biotréficos (METRAUX et al., 1990). SAR é a inducido de
resisténcia a doenca em tecidos sadios distantes do local de contagio ativada pela
infeccado local (WARD et al., 1991). PTI estimula a biossintese de etileno (ET) (FELIX
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et al., 1999; WARD et al., 1991) que, juntamente com acido jasmonico (JA), ativam
as defesas contra patdogenos necrotréficos (THOMMA et al., 1998). As interacdes
entre ambas as vias de sinalizacdo por JA/ET e SA levam a sintese de peptideos
antimicrobianos (AMPs) (NIKI et al., 1998; THOMMA et al., 1998).

1.5. Peptideos antimicrobianos

A necessidade de defesa mediante organismos invasores é um desafio
comum a plantas e animais. Mecanismos complexos, como a imunidade inata,
surgiram e foram moldados diante da evolucdo de hospedeiros e patdgenos. A
producdo de AMPs é um dos mecanismos que compde a linha de frente da defesa
de animais, plantas e micro-organismos (BULET, 1999; CHARLET et al., 1996;
EHRET-SABATIER et al., 1996; GANZ, 2004; GAO et al., 2009; KATO; KOMATSU,
1996; LAl et al., 2002; MYGIND et al., 2005; PARK; KIM; KIM, 1996; TERRAS et al.,
1995; TOMASINSIG; ZANETTI, 2005; ZASLOFF, 1987).

AMPs sao importantes componentes de defesa induzida e constitutiva
(STOTZ; WALLER; WANG, 2012), sendo a primeira linha defensiva em animais
(SCHRODER, 1999). Séo polipeptidios com menos de 100 aminoacidos (a maioria
menor que 50), componentes do sistema de defesa do hospedeiro e possuem
atividade antimicrobiana (GANZ, 2004). AMPs de plantas, assim como os de
animais, apresentam grande diversidade estrutural e foram agrupados em diferentes
classes com base na sua estrutura primaria (PADOVAN; SCOCCHI; TOSSI, 2010),
possuindo as seguintes caracteristicas comuns: baixa massa molecular (2-10 kDa);
possuem carga liquida positiva em pH fisiolégico; sao estabilizados pela presenca
de 2-6 ligagOes dissulfeto; suas atividades sdo voltadas sobre fungos, oomicetos e
bactérias, embora alguns membros também possuam atividade sobre insetos, virus
e protozoarios (JUNG et al., 2013; NAWROT et al., 2014; SEGURA et al., 1998).

Defensinas (PR-12) e proteinas transportadoras de lipidios (LTPs) (PR-14)
constituem duas classes de proteinas relacionadas a patogénese bem estudadas. O
termo “proteinas relacionadas a patogénese” indica que estas proteinas n&o sao
expressas ou sdo expressas em quantidades basais em tecidos saudaveis, e tém
seus niveis de expressdo aumentados com subsequente acumulo em condi¢cbes
patolégicas (SELS et al., 2008). Entendem-se condi¢cdes patoldégicas como aquelas

decorrentes de ataque direto de fungos, bactérias, virus, insetos e herbivoros (LAMB
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et al., 1989; RIDGEN; COUTTS, 1988). Para algumas PRs, o0 mesmo efeito € obtido
guando a planta € exposta a substancias quimicas que simulam um ataque de
patdogenos, como os hormoénios vegetais etileno (ET), jasmonato (JA) e &acido
salicilico (SA) (DELANEY et al., 1994; XU et al., 1994). Algumas PRs sdo expressas
constitutivamente somente em determinados 6rgdos ou estadios do
desenvolvimento vegetal (LINTHORST et al.,, 1990; LOTAN; ORI; FLUHR, 1989).
PRs estdo acumuladas em vacuolos e apoplastos, assim como nas paredes
celulares primarias e secundarias, localizacdo esta condizente com a fungcdo de
defesa, dentre muitas outras, a elas atribuidas (VAN REE, 2002).

Defensinas e LTPs constituem, portanto, moléculas com grande potencial de
atuacao, com atividade bem caracterizada principalmente sobre fungos e bactérias,
sugerindo um importante papel no combate a organismos patogénicos (CARVALHO;
GOMES, 2007, 2011; DE-PAULA et al., 2008; GACHOMO et al., 2012; HAYES et al.,
2013).

1.5.1. Defensinas

Defensinas possuem estrutura globular, compacta e altamente estabilizada
por ligacdes dissulfeto, sendo muito estaveis sob diversas condi¢des fisico-quimicas,
como pHs 4.0-10.0, temperaturas de 0 °C a 90 °C e digesto por tripsina (DE BEER,;
VIVIER, 2008; WALTERS et al., 2009; WANG; RAO; YE, 2009; WONG; NG, 2005a,
2005b). Tratam-se de peptideos monoméricos, a excecdo da SPE10 de Pachyrhizus
erosus, que forma dimeros (SONG et al., 2004, 2011).

A analise estrutural de vérias defensinas revelou uma estrutura tridimensional
altamente conservada, composta, em plantas, de duas fitas-p paralelas e uma a-
hélice, e seis ou oito residuos de cisteina envolvidos na formacdo de ligacdes
dissulfeto (CORNET et al., 1995; SCHIBLI et al., 2002; YANG et al., 2000) (Figura
4). As duas ligacdes dissulfeto formadas entre a a-hélice e a fita-p final constituem o
elemento estrutural a-hélice folha- estabilizado por cisteinas (CSap) (CORNET et
al., 1995). Este elemento estrutural é caracteristico de peptideos relacionados a
atividade antimicrobiana, e foi identificado primeiramente em uma toxina de

escorpido que atua bloqueando canais de K* (BONTEMS et al., 1991).
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Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional compartilhada por
defensinas de plantas. (A) Defensina 5 (PDB: 2KSK_A) de cana-de-acucar
(Saccharum officinarum). Simulacdo de superficie de contato no vacuo (vermelho
representa carga negativa, azul positiva e branco sem carga ou hidrofébico).
Modelagem realizada por meio do programa Phyre? obtencdo da superficie de
contato e visualizagcdo por meio do programa PyMol. (B) Relac&o estrutura-funcéo
de algumas defensinas caracterizadas.

As defensinas se diferenciam umas das outras por suas estruturas terciarias,
arranjo global e pelo numero de ligagdes dissulfeto formadas (BROEKAERT et al.,
1995; BULET, 1999). O elemento estrutural y-core, constituido por GXC-X3.9-C, com
X representando qualguer aminodacido, esta presente em todas elas, sugerindo que
estas moléculas ancestrais surgiram antes da separacdo entre procariotos e
eucariotos (YOUNT et al,, 2007; YOUNT; YEAMAN, 2004). As atividades de
algumas defensinas foram relacionadas a regifes especificas da molécula (Figura
4B).
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As primeiras defensinas de plantas foram identificadas em sementes de urtiga
(Urtica dioica L.), trigo (Triticum aestivum L.) e cevada (Hordeum vulgare L.)
(BROEKAERT et al., 1989; COLILLA; ROCHER; MENDEZ, 1990; MENDEZ et al.,
1990), e inicialmente classificadas como tioninas por causa do tamanho similar (5
kDa) e pela presenca de oito residuos de cisteina. Mais tarde, verificou-se que a
estrutura (inclusive as posicoes das ligacdes dissulfeto) diferia das de a- e B-tioninas
(BRUIX et al., 1993) e, entdo, elas foram chamadas de y-tioninas. Por fim, apés
verificarem as semelhancas entre as estruturas e as propriedades antimicrobianas
das y-tioninas e das defensinas de mamiferos e de insetos, y-tioninas foram
renomeadas para “defensinas de planta” (TERRAS et al., 1995).

Apés a descoberta destes peptideos, defensinas foram subsequentemente
isoladas de varias espécies de plantas, como rabanete (Raphanus sativus)
(TERRAS et al., 1993); pimenta (Capsicum annuum L.) (MEYER et al., 1996); tabaco
(Nicotiana tabacum); flores de Petunia x hybrida (LAY, 2003); e feijao (Phaseolus
vulgaris L.) (GAMES et al., 2008; WONG et al., 2006). Também foram identificadas
em diferentes tecidos: parede celular, espaco extracelular e camadas periféricas de
sementes; epiderme e feixe vascular; xilema; estdbmatos de folhas; parénquima de
semente e outros (ALMEIDA et al., 2000; KRAGH et al., 1995; SEGURA et al., 1998;
TERRAS et al.,, 1995). Em cana-de-acucar, 23 defensinas foram identificadas em
bibliotecas de ESTs no banco do SUCEST (BELARMINO et al., 2010; DE-PAULA et
al.,, 2008; PADOVAN et al., 2009), e cinco delas tiveram suas identidades
confirmadas por experimentos (DE-PAULA et al., 2008).

Defensinas de planta sédo caracterizadas por forte carater catiénico, baixa
massa molecular (ao redor de 6 kDa), presenca de 8 residuos conservados de
cisteina, que possibilitam a formacdo quatro ligacdes dissulfeto responsaveis por
estabilizar sua estrutura tridimensional, presenca de uma glicina conservada entre a
guarta e a quinta cisteinas (LAY, 2003) e alta conservagdo da estrutura terciaria,
com uma folha-B composta de trés fitas antiparalelas e uma a-hélice, na
configuracdo BaBB (JANSSEN et al., 2003; LACERDA et al., 2014). Podem ser
encontradas em praticamente todas as plantas superiores (BROEKAERT et al.,
1995; BROWN; WHANCOCK, 2006; GANZ, 2003; LIU et al., 2006; THOMMA,
CAMMUE; THEVISSEN, 2002), e estdao relacionadas a diversas atividades
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biolégicas sendo sua atividade antimicrobiana (principalmente sobre fungos) bem
caracterizada (TERRAS et al., 1993, 1995).

As defensinas de plantas possuem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo inibicdo de a-amilase, bloqueio de canais de ions e atividade
antibacteriana (CARVALHO; GOMES, 2011; LAY; ANDERSON, 2005; THOMMA;
CAMMUE; THEVISSEN, 2002). Muitas defensinas sédo altamente expressas em
sementes (TERRAS et al.,, 1995), outras sdo induzidas por fatores bibticos e
abioticos, como: seca (MEE DO et al.,, 2004); frio (KOIKE et al., 2002); metais
pesados (MIROUZE et al., 2006); e micro-organismos patogénicos (PENNINCKX et
al., 1996; TERRAS et al., 1995; ZIMMERLI et al., 2004).

O mecanismo através do qual as defensinas conseguem comprometer o
crescimento de fungos (assim como o de algumas bactérias) ainda nao foi
completamente desvendado, porém, dois principais modelos explicam o mecanismo
de acéo: o modelo de tapete e 0 modelo de poro (LACERDA et al., 2014). Ambos
concebem a interacdo entre a defensina e moléculas carregadas negativamente
encontradas na membrana celular do patdogeno, causando permeabilizacdo e morte
por necrose. O modelo de tapete enfatiza a formacédo de poros pela acédo de varios
peptideos de membrana, enquanto o modelo de poro mostra as defensinas
formando oligbmeros e, entdo, formando poros multiplos na membrana.

Ha também a hipodtese de que defensinas ndo causam danos a membrana,
mas interagem com fosfolipideos, levando ao aumento da permeabilidade ibnica ou
permitindo a passagem destes peptideos para o meio intracelular. Eles também
podem induzir a formagédo de ROS e ativar a morte celular programada. (HEGEDUS;
MARX, 2013; WILMES et al., 2011). Foi demonstrado que, em alguns casos, as
defensinas permanecem na superficie da membrana e induzem a morte celular por
cascatas de sinalizacdo (THEVISSEN et al, 2012), em outros casos sao
internalizadas e interagem com alvos intracelulares (LOBO et al., 2007; SAGARAM
et al.,, 2013; VAN DER WEERDEN; HANCOCK; ANDERSON, 2010; VAN DER
WEERDEN; LAY; ANDERSON, 2008). A permeabilizacdo de membranas é descrita
para defensinas de planta, porém nao parece ser o evento-chave do processo, mas
um efeito secundéario pois, em algumas defensinas, s6 ocorre em concentracfes
bem superiores as necessérias a inibicdo do crescimento (THEVISSEN et al., 1996).

Por outro lado, producdo de ROS tem sido relatada como um evento central na
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morte celular durante a acdo de algumas defensinas (AERTS et al.,, 2006, 2007,
2011; VAN DER WEERDEN; LAY; ANDERSON, 2008).

Ja foram descritos os modos de acdo antifungica de duas defensinas: Rs-
AFP2, de rabanete (Raphanus sativus) (THEVISSEN et al., 2000) e Dm-AMP1, de
délia (Dahlia merckii) (THEVISSEN et al., 2004). Rs-AFP2 se liga a glicosilceramida
de membranas fungicas, e Dm-AMP1 liga-se a manosil-di-inositol-fosforil-ceramida.
Por se ligarem a diferentes esfingolipidios, estas defensinas possuem
especificidades de acdo antimicrobiana. Outra caracteristica compartilhada por
defensinas de plantas é a perda da atividade antifungica devido ao aumento da for¢a
ibnica causada, por exemplo, pela adicdo de K* e Mg®* (ALMEIDA et al., 2000;
OSBORN et al., 1995; SPELBRINK et al., 2004; TERRAS et al.,, 1992, 1993).
Sugeriu-se, primeiramente, que as cargas dos ions prejudicariam a interacdo
eletrostatica entre o peptideo e a membrana, reduzindo a capacidade da defensina
em se ligar (BROEKAERT et al.,, 1995). Experimentos com [B-purotionina, uma
tionina de trigo, conduzidos por Oard e Karki (2006), porém, mostraram que 0S
cations causam mudancas conformacionais na proteina, deixando-a mais rigida e
interferindo na interacdo com o alvo (OARD; KARKI, 2006).

Originalmente as defensinas foram classificadas por Broekaert et al. (1995) de
acordo com suas capacidades ou incapacidades de inibir o crescimento de fungos,
assim como o efeito observado na morfologia das hifas durante a inibicdo de
Fusarium culmorum. Deste modo, dois grupos puderam ser distinguidos: as
defensinas com atividade morfogénica causam reducéo do alongamento das hifas e
ramificacdo das mesmas, enquanto que as defensinas nao-morfogénicas causam
reducdo do alongamento das hifas sem induzir ramificagcdes (OSBORN et al., 1995).
Essa classificacdo mostrou-se muito limitada por utilizar-se de apenas 12
sequéncias de defensinas, e basear-se puramente em caracteristicas anti-fingicas.
Harrison et al. (1997) propuseram uma nova classificagcdo baseada na identidade da
sequéncia primaria, utilizando 17 sequéncias. Contudo, devido ao grande namero de
defensinas descobertas, esta classificacdo se mostrou insuficiente para abarcar toda
a diversidade de novos peptideos isolados. A classificagcdo mais usual de defensinas
as divide em duas classes: a primeira (e maior) delas é constituida por peptideos
formados por uma sequéncia sinal e o peptideo maduro; a segunda classe abrange

defensinas com um grande peptideo sinal e um pré-dominio C-terminal (LAY, 2003).
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Van der Weerden e Anderson (2013) analisaram 139 defensinas do NCBI e
acreditam ser possivel, futuramente, elaborar um sistema de classificagcdo baseado
em aminoacidos conservados em regides especificas do peptideo, predizendo a
atividade biologica de uma defensina sem a necessidade de testes de laboratério
(algo impossivel atualmente), auxiliando pesquisadores a lidarem com a quantidade

crescente de novos peptideos identificados.

1.5.2.LTPs

As proteinas transportadoras de lipideos (LTPs) de plantas constituem um
grupo de AMPs capazes de trocar lipideos entre membranas em ensaios in vitro
(YEATS; ROSE, 2008). Presentes em todas as plantas terrestres, sé&o
abundantemente expressas em varios tecidos e suas funcdes bioldgicas ainda sao
discutidas (SALMINEN; BLOMQVIST; EDQVIST, 2016). LTPs séo codificadas por
uma grande familia génica com mais de 50 membros identificados em Angiospermas
e, aproximadamente, 50 membros em Bridfitas e Pteridofitas (BOUTROT;
CHANTRET; GAUTIER, 2008; LI et al.,, 2014; WEI;, ZHONG, 2014). Porém, nao
foram encontradas em algas (EDSTAM et al., 2011).

As LTPs sao proteinas pequenas (entre 7-10 kDa), possuem elevado ponto
isoelétrico (pl de 9-11), estdo presentes em altas concentracdes (em torno de 4% do
total de proteinas sollveis de planta) e sédo ricas em residuos de cisteina
conservados (a maioria com oito deles) (KADER, 1996). Sua estrutura terciaria é
caracterizada pela presenga de quatro ou cinco a-hélices (Figura 5A) estabilizadas
por quatro ligacOes dissulfeto, constituindo um elemento estrutural formado por
cisteinas, de férmula geral C-X,-C-X,CC-X,-CXC-X,-C-X,-C, onde X representa
qgualquer aminoécido (Figura 5B).

LTPs séo divididas em dois tipos: aquelas especificas para determinadas
classes de fosfolipidios e aquelas capazes de ligar varias classes de lipidios,
chamadas de LTPs inespecificas (nsLTPs). Atividades alergénicas de nsLTPs foram
descritas em frutas, vegetais, polen e latex (SALCEDO et al., 2007). Como sao
resistentes a atividade proteolitica, estas proteinas conseguem atravessar o sistema
gastrointestinal, causando sensibilizacdo do sistema imunologico e induzindo a
producdo de imunoglobulinas (IgE), o que resulta em severos quadros de alergia

(VAN REE, 2002). LTPs sado os mais importantes alérgenos de frutas da familia
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Rosaceae, como péssego (DUFFORT et al., 2002), macad (PASTORELLO et al.,
1999), damasco (PASTORELLO et al., 2000a) e uva (SCHEURER et al., 2004).
Alguns trabalhos demonstraram a participacdo de nsLTPs no desenvolvimento de
respostas alérgicas a nozes, cereais, castanha (EGGER et al., 2010; SATHE;
SHARMA; ROUX, 2008; SCHOCKER F, 2004), milho (PASTORELLO et al., 2000b)
e aveld (NEMNI et al., 2013).

A despeito de suas atividades biologicas de ligacéo a lipideos in vitro, até o
presente momento ndo h& evidéncia de envolvimento direto de LTPs no transporte
de lipidios in vivo e, além disso, 0 mecanismo de transporte de lipideos in vivo pela
LTP ainda néao foi elucidado (FINKINA et al., 2016). LTPs séo sintetizadas na forma
de pré-proteinas com uma sequéncia sinal hidrofébica, cujo tamanho varia de 21 a
35 residuos de aminoécidos, conferindo um direcionamento predominantemente
extracelular (DOULIEZ et al., 2000). Entretanto, algumas LTPs possuem localiza¢éo
intracelular, encontradas em glioxissomo (TSUBOI et al, 1992), vacuolo
(CARVALHO et al., 2004) e vesicula (DIZ et al., 2011).

Kader (1996) divide as LTPs em duas subclasses: LTPs tipo | e LTPs tipo Il. A
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das duas subclasses é inferior a
30% (KADER, 1996). LTPs do tipo | tém massa molecular entre 9-10 kDa, possuem
entre 90-95 residuos de aminoacidos e padréo de ligacfes dissulfeto como mostrado
na Figura 5B. Além disso, LTPs do tipo | ndo ligam esteréis. Além das cisteinas, a
maior parte das LTPs | possuem residuos de glicina e prolina conservados, com
residuos de tirosina nas regiées N- e C-terminal, relacionados com a interacdo ao
ligante (SIMORRE et al., 1991).

LTPs do tipo Il sdo menos estudadas que as do tipo | e ttm massa molecular
de aproximadamente 7 kDa, formadas por 65-70 aminoacidos e com um padrdo de
ligagbes dissulfeto, como mostrado na Figura 5B. S&o constituidas por trés a-
hélices e uma regido contendo hélices individuais. Devido aos angulos formados
entre as a-hélices, a cavidade das LTPs Il é triangular, com as cadeias laterais dos
residuos de alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina e valina voltados para o interior.
A cavidade hidrofébica das LTPs Il € menor do que das LTPs I, mas a flexibilidade
das primeiras permite a ligagdo com moléculas rigidas, como os esterodis (FINKINA
et al., 2016; HOH et al., 2005; PONS et al., 2003; SAMUEL et al., 2002).
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Cys48-Cys87
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Figura 5: Representacdo esquematica das estruturas tridimensionais de LTPs de
plantas. (A) LTP (GenBank: ATG16035.1). Simulacdo de superficie de contato no
vacuo (vermelho representa carga negativa, azul positiva e branco sem carga ou
hidrofobico). 180° e a figura no topo indicam o novo angulo de visualizacdo do
peptideo. Modelagem realizada por meio do software Phyre?; obtencdo da
superficie de contato e visualizacdo por meio do software PyMol. (B) O padrdo de
ligacOes dissulfeto formado entre os residuos conservados de cisteinas difere entre
LTPs das subclasses 1 e 2. Abaixo dos padrbes das ligacOes dissulfeto estao
representadas as estruturas terciarias de LTPs dos tipos | e Il. Adaptada de
Carvalho e Gomes (2007).

Diferentes classificagcdes foram propostas para as LTPs, como a de Edstam et
al. (2011), que se baseiam na similaridade entre as sequéncias e posi¢ao de introns,
resultando em 10 diferentes tipos de LTPs (I, I, C, D, E, F, G, H, J e K) e a de Li et
al. (2014), que agrupam as LTPs em 11 classes (I-XI). Boutrot et al. (2008)
classificam as LTPs em nove tipos diferentes (I-1X), de acordo com a similaridade
entre as sequéncias e o niumero de residuos entre as cisteinas conservadas, como

podemos observar na Tabela 1.
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Tabela 1: A variacdo do numero de aminoacidos presentes nas LTPs permite
classifica-las em IX tipos. Os valores que possibilitam identificar diretamente o tipo
de LTP estdo destacados em cinza. Residuos de cisteina conservados numerados
de 1 a 8 estdo destacados em preto. A diferenciacéo entre os tipos IV e VI é feita
pela presenca, em todas as LTPs do tipo VI, de uma valina localizada a quatro
aminoacidos e uma metionina a dez aminoacidos da cisteina 7. Adaptado de Boutrot
et al. (2008).

Tipos de 8CM e numero de amino&cidos caracterizadores de cada tipo
LTP 1 2 3,4 5 6 7 8
Tipo | X2,9 ® Xy [@X1315 ([O@X;9 [(@X@X19,, (X7 1314 ([ @Xo26
TIpO Il Xo-13 Ch e X13715 CC)ex XX16'21‘ X5, 6 Cr ey
10 23
TIpO I X2-7 Xg X157 186, XQ Xxlz XG le 2,4
19
Tipo IV Xo-7 @Xo: [@Xis17 [@8Xe [@X@Xo121 [@Xes 10 X015
0 28
Tipo V Xo510 X4 [@Xua @ex.;. [Ex[EX., X0 [€X6, 10, 12
13
TIpO VI X2.17 XlO X16717 Xg X Xzzy 23 X7, 9 X5.12
TIpO \l| X4,50 Xg X15 X12 X X27 ng 11 X17, 18
Tipo VIlI Xz1221 @Xs  [@X13 14 [GEX:, X(®X 55 Ch€ ®X> 1416

TIpO IX X2,21 X13 X15 Xg WCHLN XG X]_, 4
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

2.1.2. Caracterizar sequéncias gendmicas e transcriptomicas de defensinas e

LTPs em espécies selvagens e cultivares comerciais de cana-de-aclcar.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Identificar e caracterizar, in silico, genes e regidbes promotoras de
defensinas e LTPs no genoma de um hibrido de cana-de-acucar (cultivar SP70-
1143);

2.2.2. Caracterizar transcritos de genes de defensinas e LTPs em
transcriptomas de cana-de-acucar (S. officinarum, S. spontaneum, SP70-1143,
RB72454 e RB867515);

2.2.3. Relacionar filogeneticamente as defensinas e LTPs identificadas nos
diferentes genatipos de cana-de-acgucar;

2.2.4. |dentificar possiveis efeitos da hibridizacdo nas diferencas estruturais
observadas entre as defensinas e LTPs de cana-de-agucar;

2.2.5. Analisar os niveis de expressdo das defensinas e LTPs de cana-de-
acucar identificadas em bibliotecas de RNA-seq publicadas;

2.2.6. Identificar defensinas e LTPs constitutivamente acumuladas em folhas
de cana-de-acucar (S. officinarum, S. spontaneum, SP70-1143, RB72454 e
RB867515).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Andlises in silico

Para identificacdo e caracterizacao in silico de defensinas e LTPs em cana-
de-acucar foram seguidos os passos basicos ilustrados no fluxograma abaixo
(Figura 6):
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Figura 6: Fluxograma de identificagdo e caracterizagdo de defensinas e LTPs em
cana-de-acucar.

3.1.1. Alinhamento de defensinas e LTPs contra sequéncias gendmicas de
cana-de-agUcar

Sequéncias peptidicas de defensinas de cana-de-agUcar publicadas por De-
Paula et al. (2008) e por Belarmino et al. (2010) e sequéncias peptidicas de LTPs de
sorgo (Sorghum bicolor) obtidas do artigo de Wang et al. (2012) foram alinhadas

contra 0 banco de sequéncias gendmicas de cana-de-acUcar do Laboratério de
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Biologia Molecular de Plantas (LBMP/UFRJ) (GRATIVOL et al., 2014), utilizando a
ferramenta TBLASTN (ALTSCHUL, 1990) com E-value cutoff de 0,0001. Os
scaffolds com os melhores hits foram selecionados como potenciais genes de

defensinas e LTPs em cana-de-agucar.

3.1.2. Alinhamento de defensinas e LTPs contra transcriptomas de cana-de-
acucar

Sequéncias peptidicas de defensinas publicadas por De-Paula et al. (2008) e
por Belarmino et al. (2010) e sequéncias peptidicas de LTPs de sorgo (Sorghum
bicolor) obtidas do artigo de Wang et al. (2012) foram alinhadas contra o
Transcriptoma de Referéncia 7-TR7 (SANTA BRIGIDA et al., 2016) por meio do
TBLASTN (ALTSCHUL, 1990) com e-value cutoff de 0,0001 no programa BioEdit
(ALZOHAIRY, 2011). Foram realizados, também, alinhamentos contra
transcriptomas de cana-de-acucar (S. officinarum, S. spontaneum, SP70-1143,
RB72454 e RB867515) (dados ndo publicados do grupo). Os transcritos com 0s
melhores hits foram selecionados como provaveis defensinas e contabilizados em

um heatmap por meio do programa Heatmapper (BABICKI et al., 2016).

3.1.3. Predicéo da estrutura génica e da sequéncia de aminoacidos

Os scaffolds e transcritos identificados como provaveis defensinas e LTPs
foram submetidos ao programa FGENESH (SOLOVYEYV et al., 2006), para predi¢céo
da estrutura génica e aos programas EXPASy (GASTEIGER et al., 2003) e
ORFfinder (ROMBEL et al., 2002) com parametros default para identificacdo de

ORFs e predicao da proteina codificada.

3.1.4. Comparagao estrutural das defensinas e LTPs preditas a partir de
scaffolds e transcritos

As sequéncias peptidicas de defensinas e LTPs preditas a partir dos scaffolds
e dos transcritos foram alinhadas contra as respectivas defensinas e LTPs ja
descritas na literatura, por meio das ferramentas BLAST (ALTSCHUL, 1990) e
MUSCLE (EDGAR, 2004), a fim de verificar se as proteinas preditas estédo
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completas e confirmar a presengca dos elementos estruturais caracteristicos dos

peptideos antimicrobianos.

3.1.5. Alinhamentos comparativos das defensinas e LTPs

As sequéncias peptidicas de defensinas e LTPs de cana-de-aglUcar e de
outras plantas (Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum, Echinochloa crusgalli,
Helianthus annuus, Hordeum vulgare, Medicago trucatula, Oryza sativa, Phaseolus
vulgaris, Pisum sativum, Saccharum officinarum, Sorghum bicolor, Spinacea
oleracea, Triticum aestivum, Triticum turgidum e Zea mays) baixadas de bancos de
dados publicos foram alinhadas usando o programa Jalview (WATERHOUSE et al.,
2009), a fim de comparar as sequéncias primarias e identificar os residuos
conservados. As demais sequéncias de defensinas foram obtidas a partir de artigos
publicados ou do NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/). A predi¢cdo do peptideo sinal
foi feita por meio do programa ProP 1.0 Server (DUCKERT; BRUNAK; BLOM, 2004).

3.1.6. Obtencédo de arvores filogenéticas de defensinas e LTPs

As sequéncias de defensinas e LTPs alinhadas no Jalview foram utilizadas
para a construcdo de arvores filogenéticas por meio do programa MEGA 7.0
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), usando o algoritmo neighbor-joining com
1.000 repeticdes de bootstrap. Arvores enraizadas foram construidas utilizando as
sequéncias das defensinas e LTPs identificadas em cana-de-agUcar e também de
outras plantas, eudicotiledébneas e monocotiledéneas. As arvores obtidas foram
editadas por meio do programa FigTree 1.4.3 (RAMBAUT, 2010).

3.1.7. Andlise de expressao de defensinas e LTPs em bibliotecas de RNA-seq

Os transcritos provenientes do Transcriptoma de Referéncia 7 (TR7) foram
utilizados para analisar a expressao das defensinas e LTPs de cana-de-acucar por
meio de alinhamento contra bibliotecas de RNA-seq. Foram utilizadas as bibliotecas
de RNA-seq de cana-de-acUcar submetida a infeccdo com bactéria patogénica
(Acidovorax avenae), inoculacdo com bactéria benéfica (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e ao déficit hidrico (SANTA BRIGIDA et al., 2016; VARGAS et al.,
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2014). A qualidade das bibliotecas foi avaliada usando FASTX Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) e os reads com qualidade maior ou igual a
20 (Q20) foram filtrados. As bibliotecas de RNA-seq filtradas foram mapeadas
usando Bowtie2/2.1.0 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) nos transcritos de
defensinas e LTPs com configuracdo padrdo. O numero de reads de RNA-seq
relacionados a cada um dos transcritos foi normalizado por reads por quilobase por
milhdo. A transformacdo em LOG2(RPKM) foi utilizada para facititar a visualizacéo

nos heatmaps construidos com a fungéo heatmap2 do programa R.

3.1.8. Andlise da regido promotora de genes de defensinas e LTPs de cana-de-
acucar

As regifes promotoras dos genes de defensinas e LTPs foram analisadas por
meio do programa TSSP - Prediction of Plant Promoters (SOLOVYEYV,
SHAHMURADOV; SALAMOV, 2010) e do programa PlantCARE (LESCOT, 2002).

3.1.9. Modelagem tridimensional de defensinas e LTPs de cana-de-agucar

As sequéncias de defensinas e LTPs preditas a partir de scaffolds e
transcritos de cana-de-acuUcar foram modeladas computacionalmente por meio do
programa Phyre® (KELLEY et al., 2015) e visualizadas por meio dos programas
Pymol (DELANO, 2002) e Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Analise da estrutura
modelada por meio de ferramenta do banco de dados PDBsum (LASKOWSKI,
2001).

3.2. Identificac&o de peptideos de defensinas e LTPs em folhas de cana-de-
acucar

3.2.1 Material vegetal

As folhas jovens de cana-de-acucar dos cultivares comerciais RB72454,
RB867515 e SP70-1143 e das espécies selvagens Saccharum spontaneum e
Saccharum officinarum foram cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas/IBqM da UFRJ.
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3.2.2. Extracéao acida de proteinas das folhas de cana-de-acucar

Foram testados trés diferentes protocolos de extracdo de proteinas: extracdo
alcéolica, extragdo em tampéo fosfato e extracdo acida. Folhas do cultivar SP70-
1143 foram maceradas em nitrogénio liquido e submetidas aos trés protocolos. Por
apresentar melhores resultados, o extrato protéico para os testes posteriores foi
obtido por meio da metodologia descrita por Egorov et al.(2005), com algumas
modificacbes (Figura 7).

Folhas de cana-de-agicar

-Maceracdo
-Eter de petroleo (1:10)
- Agitacdo/ 60 min a4°C

Homogenato

}

rd ‘

~_
Sabriaﬁ:‘axd ante

Sedimento

-TFA 1%

-MNaCl 1%

- Acido formico 5%
-PMSF 1 mi

-PVPP 4%

Agitacdo/ 120 min a4°C

Homogenato
-Centrifugacdo a15.000x g/ 10 min a4 °C l

,
Sobrenadante S edirr!ﬂ"nm

|

Extrato proteico dcido

Figura 7: Representacdo esquematica da extracdo acida de folhas de cana-de-
acucar a partir da descricédo de Egorov et al. (2005).
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As folhas das espécies selvagens (Saccharum spontaneum e Saccharum
officinarum) e de cada cultivar de cana-de-acucar (RB867515, RB72454 e SP-
701143) foram pesadas (3 g) e maceradas em nitrogénio liquido, separadamente,
até a obtencdo de uma farinha fina. Adicionou-se éter de petréleo na proporcao de
1:10 (30 mL) e o material foi mantido sob agitagcdo durante 60 min, a 4 °C. Em
seguida o material foi centrifugado e descartou-se o precipitado. Foi adicionada a
solucdo de extracdo na proporcao 1:10 (TFA 1%, NaCl 1%, PMSF 1 mM, e PVPP
4%, acido férmico 5%) e o material foi mantido sob agitacdo em ambiente
refrigerado (4° C) por 120 min. Logo apoés, o homogenato foi centrifugado a 15.000
X g por 10 min, a 4 °C. Ap6s a centrifugacdo, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante filtrado em filtro de 0,45 mm. Posteriormente, o material foi dialisado a
4 °C por trés dias em agua destilada, com trés trocas diarias, sendo em seguida,
liofilizado e o teor proteico dosado pelo método BCA (&cido bicinconinico) (SMITH et

al., 1985) com ovalbumina (SIGMA) como padréo.

3.2.3. Eletroforese em gel de Tricina-SDS-PAGE

A eletroforese em gel de Tricina-SDS-PAGE foi realizada segundo
metodologia descrita por Schaggner e Von Jagow (1987). Foram usadas placas de
vidro 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espacadores de 0,5 mm.

3.2.4. Preparo das amostras e condi¢cdes de corrida

Aliguotas do material resultante do processo de extracdo de peptideos de
folhas dos diferentes cultivares de Saccharum spp. foram adicionadas ao tampéao de
amostra: (Tris/HCI 125 mM pH 8,0; SDS 2,5%; sacarose 10%; azul de bromofenol
0,25%; B-mercaptoetanol 5%). Em seguida, as amostras foram aquecidas por 5 min
a 100°C, centrifugadas a 10.000 x g por 2 min e o sobrenadante aplicado no gel de
concentracdo. Para a corrida, utilizaram-se tampéo catodo (Tris/HCI 0,1 M pH 8,3;
SDS 0,2%) e tampé&o anodo (Tris/HCI 0,2 M pH 8,9; SDS 0,2%). A eletroforese
transcorreu por aproximadamente 16h em uma corrente de 20 V. Foram usados 0s
seguintes marcadores: mioglobina (16.950 Da), mioglobina | + 1l (14.400 Da),
mioglobina Il (6.200 Da), (Sigma-Aldrich).


https://paperpile.com/c/f4oSvK/onOb/?noauthor=1
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3.2.5. Visualizagado das proteinas

Para visualizacdo das proteinas, o gel foi precipitado com nitrato de prata,
segundo a metodologia descrita por Morrissey (1981). ApGs o término da corrida, o
gel foi incubado por 40 min na solucéo 1 (acido acético 10%, etanol 4%). Apos este
periodo, o gel foi lavado por 2 min em agua ultrapura e em seguida incubado por 20
min na solucdo 2 (glutaraldeido 2%). O gel foi lavado por duas vezes, de 10 min
cada em agua ultrapura e incubado na solugéo 3 (etanol 60%) por 20 min. O gel foi,
entdo, incubado por 20 min na solucéo de precipitacdo (etanol 20%, nitrato de prata
1%, hidroxido de aménio 30% e NaOH 40%). Em seguida, o gel foi lavado por duas
vezes, de 10 min cada, na solucédo 3 e incubado na solugéo reveladora (etanol 20%,
formaldeido 37%, &cido citrico 5,75 mM). A coloracéo foi fixada com uma solucéo de
fixacdo (acido acético 10%, 0,5 mL de glicerol) por 10 min. Em seguida o gel foi

armazenado em agua destilada.
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4. RESULTADOS

4.1. Selegado de sequéncias de defensinas e LTPs

Utilizando bibliotecas de Expressed Sequence Tags (ESTs), De-Paula et al.
(2008) identificaram seis sequéncias protéicas candidatas a defensinas em cana-de-
acucar, denominadas Sugarcane defensins 1-6 (Sd1-6), e Belarmino et al. (2010)
identificaram 17 sequéncias denominadas Saccharum officinarum defensins
(SODEFs 1-17). Estas sequéncias foram alinhadas entre si a fim de verificar

redundancias (Tabela 2):

Tabela 2: Correspondéncia entre as defensinas identificadas por Belarmino et al.
(2010) e aquelas identificadas por De-Paula et al. (2008).

De-Paula et al. (2008) Belarmino et al. (2010)
Nome abreviado Cdédigo de acesso 1° hit
Sdi1 CA112870 SODEF 1-4
Sd2 CA095771 SODEF 09
Sd3 CA259771 SODEF 05
Sd4 CA259589 SODEF 06
Sd5 CA297803 SODEF 17
Sdé CA188998 SODEF 13

Foi verificado que as seis defensinas identificadas por De-Paula et al. (2008)
estavam incluidas entre as de Belarmino et al. (2010). Quatro defensinas
identificadas por Belarmino et al. (2010) (SODEF 1-4) possuem sequéncias de
aminoacidos idénticas e foram reduzidas a uma Unica sequéncia denominada
SODEF 1-4. Foram selecionadas, portanto, 14 sequéncias candidatas a defensinas
em cana-de-acUcar. As sequéncias foram analisadas em um alinhamento global
(Figura 8A) para a identificacdo da posicdo dos residuos conservados
caracteristicos de defensinas. As 14 defensinas mostraram a presenca dos
elementos estruturais caracteristicos destes peptideos (Figura 8A), dentre eles o
elemento estrutural y-core, as oito cisteinas e também uma serina, uma glicina e um

acido glutamico conservados em posi¢des caracteristicas de defensinas. O weblogo
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(Figura 8B) gerado a partir do alinhamento das 14 sequéncias mostra os residuos
de aminoacidos mais abundantes no peptideo maduro, evidenciando a posicao das
cisteinas para a formacéao de ligacGes dissulfeto, da glicina e, também, a divergéncia

entre as suas sequéncias primarias.
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Figura 8: Agrupamentos de defensinas de acordo com suas similaridades quanto a
constituicdo peptidica. (A) Alinhamento das SODEFs de cana-de-acucar, mostrando
os residuos conservados e excluindo o peptideo sinal. Alinhamentos foram refinados
manualmente tendo como referéncia os residuos de cisteinas conservados
envolvidos na formacdo de ligacBes dissulfeto. O elemento estrutural y-core €
destacado por uma caixa. Gaps foram incluidos para otimizar o alinhamento. Os
residuos conservados séo indicados por um (*) ao longo do alinhamento. Elementos
estruturais tipicos sdo mostrados abaixo do alinhamento no programa Jalview. (B)
Weblogo dos peptideos maduros preditos mostrando conservacdo de residuos.
Ligacbes dissulfeto sdo representadas por linhas acima do weblogo
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cqi).
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Um total de 16 LTPs de Sorghum bicolor presentes no artigo de Wang et al.
(2012) foram selecionadas para alinhamento contra as sequéncias gendémicas de
cana-de-acucar. Essas sequéncias tiveram seus IDs atualizados para serem

facilmente localizadas no Phytozome (Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncias de LTPs de sorgo (Sorghum bicolor) foram retiradas do artigo
de Wang et al. (2012) e tiveram seus IDs atualizados de acordo com a atual
nomenclatura do Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012).

Grupo Sorghum bicolor Wang et al. (2012) Sorghum bicolor ID atual

Sbh08g002680.1
Sb08g002690.1

Sobic.008G030900.2.p
Sobic.008G030900.1.p

1.1 Sb089g002670.1 Sobic.008G030700.1.p
Sb08g002700.1 Sobic.008G031000.1.p
Sb089g002660.1 Sobic.008G030600.1.p
1.2 Sb039g038280.1 Sobic.003G338700.1.p
1.4 Sbh07g002600.1 Sobic.007G029800.1.p
1.5 Sb03g001580.1 Sobic.003G016000.1.p
I Sb02g030420.1 Sob?c.0026270400.1.p
Sb07g025160.1 Sobic.007G180700.1.p
Sb03g039880.1 Sobic.003G356500.1.p
\Y Sb069g016160.1 Sobic.006G074200.1.p
Sb069g016170.1 Sobic.006G074300.1.p
Sb08g005360.1 Sobic.008G064000.2.p
\ Sb039g037220.1 Sobic.003G326300.1.p

Sbh03g037210.1

Sobic.003G326200.1.p
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4.2. Identificacéo de defensinas e LTPs em sequéncias gendmicas de cana-de-
acucar

Apés selecdo das sequéncias de defensinas e LTPs, foram realizados os
alinhamentos contra 0 genoma da cana-de-acucar (GRATIVOL et al., 2014). As
sequéncias peptidicas de defensinas foram alinhadas contra o genoma (TBLASTN),
e 11 scaffolds foram inicialmente identificados como potenciais genes. Apoés
predicdo da proteina e verificacdo dos residuos de cisteina conservados por meio de
alinhamento com as demais defensinas, cinco scaffolds foram descartados por néo
possuirem tais residuos nas posicdes esperadas. Seis scaffolds foram identificados

como candidatos a genes de defensinas (Tabela 4).

Tabela 4: Scaffolds candidatos a defensinas no genoma da cana-de-agucar.

Grupos de Proteina Tamanho do

SODEFs aa Scaffold de cana-de-agucar pr(zgl)ta alinhamento Evalue
scaffold282041|size489 68 45/49 (80) 3e-20

! 80-83 scaffold57294|size2091 60 43/43 (80) 4e-19

2 80 scaffold520753|size324 92 41/41 (80) 7e-18

3 62-96 scaffold88512|size2077 64 51/52 (96) 4e-24

4 82-102 scaffold2513|size5793 52 52/53 (102) 2e-25

5 93 scaffold323100|size443 49 40/49 (93) 7e-16

Com o baixo numero de possiveis genes de defensina identificados em cana-
de-aclcar (seis), verificamos a conservacdo entre os peptideos de defensinas
descritas na literatura (14). A andlise da arvore filogenética com as 14 defensinas
selecionadas para este trabalho mostrou que defensinas que tiveram os mesmos
scaffolds como primeiro hit no alinhamento contra o genoma se agruparam (Figura
9). A SODEF 17 de Belarmino et al. (2010) foi a Unica a formar um grupo a parte na
filogenia. A conservagdo entre as sequéncias do mesmo grupo também pode ser
observada na Figura 8A. Os grupos foram numerados de 1 a 5 e, a partir de entéo,

passamos a considerar variacbes de sequéncias entre 0S grupos.
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Figura 9: Agrupamentos de defensinas de acordo com suas similaridades quanto a
constituicdo de aminoacidos. Alinhamento das sequéncias realizado por Jalview e
obtencao da arvore filogenética no MEGA 7.0.

As sequéncias de aminoacidos de LTPs de sorgo foram alinhadas contra o
banco de sequéncias genbmicas de cana-de-acucar. Inicialmente, foram
selecionados 14 scaffolds como possiveis genes de LTPs. Apds predicdo das
proteinas e analise dos residuos de cisteina conservados, cinco scaffolds foram
descartados por ndo apresentarem todos os residuos caracteristicos de defensinas

nas posicoes esperadas. Foram identificados, portanto, nove candidatos a genes de
LTPs (Tabela 5).
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Tabela 5: Scaffolds candidatos de LTPs identificados no genoma da cana-de-

acucar.
Grupo ID Sobic Scaffolds
Sobic.008G030900.2.p
1.1 Sobic.008G030900.1.p
Sobic.008G030700.1.p scaffold41602|size2134
Sobic.008G031000.1.p scaffold20652|size3599
Sobic.008G030600.1.p scaffold219457|size599
1.2 Sobic.003G338700.1.p scaffold31802|size2240
1.4 Sobic.007G029800.1.p scaffold356482|size414
1.5 Sobic.003G016000.1.p scaffold88322|size2077
" Sobic.002G270400.1.p
Sobic.007G180700.1.p
Sobic.003G356500.1.p
\% Sobic.006G074200.1.p scaffold23901|size2930
Sobic.006G074300.1.p
Sobic.008G064000.2.p scaffold84056|size2079
Vi Sobic.003G326300.1.p
Sobic.003G326200.1.p scaffold61537|size2089

As sequéncias preditas a partir dos scaffolds de defensinas e LTPs de cana-

de-acucar estdo discriminadas no Apéndice A.

4.3. Caracterizagdo de transcritos de defensinas e LTPs em bibliotecas de
RNA-seq de cana-de-acucar

As 14 defensinas de cana-de-aclUcar e as 16 LTPs de sorgo selecionadas
foram alinhadas contra bibliotecas de RNA-seq de cana-de-agUcar e 0s transcritos
identificados como defensinas e LTPs foram contabilizados e apresentados na forma
de heatmaps de abundancia (Figura 10). As caracterisitcas dos alinhamentos dos
transcritos identificados encontram-se no Apéndice B.

A andlise da Figura 10A mostrou que mais transcritos de LTP1.1.1, LTP2.l.1 e
LTP7.V foram identificados em SP70-1143 do que nos outros gendétipos, sendo,
portanto, as LTPs com mais transcritos identificados. LTP5.1.5, LTP4.1.4 e LTP8.VI,
por outro lado, ndo tiveram transcritos identificados em nenhum transcriptoma. Entre
as defensinas, os grupos 1, 2 e 4 tiveram mais transcritos identificados em SP70-

1143 do que nos outros. Analisando a Figura 10B observamos que, SP70-1143
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possui mais transcritos dos grupos 1 e 2 de defensinas do que das outras proteinas.
Ja S. officinarum possui mais transcritos de defensinas dos grupos 3 e 5. Em S.
spontaneum, foram identificados mais transcritos da LTP1.l.1 do que dos outros
peptideos. Em RB72454 foram identificados mais transcritos do Grupo 5 de
defensinas e da LTP2.1.1. Finalmente, em RB857515 identificamos mais transcritos
de LTP1.l.1, LTP2.I.1 e LTP3.1.2 do que dos outros peptideos. A quantidade de
transcritos identificados nos diferentes transcriptomas, portanto, variou

consideravelmente.
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Figura 10: Heatmaps de abundancia de transcritos de defensinas mostrada em grupos como na Figura 9 e LTPs identificados em
transcriptomas de cana-de-agUcar. Os transcritos identificados como defensinas e LTPs por meio de alinhamentos foram
contabilizados e utilizados para geracdo dos heatmaps normalizados por linha (A) e por coluna (B) por meio do programa

Heatmapper.
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4.4. Arvores filogenéticas de defensinas e LTPs de cana-de-agutcar

Defensinas de diferentes espécies de plantas foram selecionadas do SWISS-
PROT e do NCBI para estabelecimento de relacéo filogenética entre as sequéncias
preditas a partir de scaffolds e transcritos de cana-de-agUcar e sequéncias de

defensinas de outras monocotiledéneas e, também, eudicotiledéneas (Tabela 6).
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Tabela 6: Defensinas selecionadas para alinhamento e obtencéo de relacionamento
filogenético com SODEFs identificadas por Belarmino et al. (2010) e De-Paula et al.
(2008) e scaffolds gendmicos. Sequéncias foram obtidas do SWISS-PROT, a
excecdo de Saccharum officinarum (GenBank). Tabela adaptada de Carvalho &
Gomes (2011).

Espécie Denominagéao Familia Cddigo de acesso
Arabidopsis thaliana Ath Brassicaceae AOA178WNK7
Capsicum annuum Can Solanaceae Q8W4V6
Echinochloa crusgalli Ecr Poaceae P86518
Hanl Asteraceae P82659
Helianthus annuus
Han2 Q8LSM8
Hordeum vulgare Vvu Poaceae P20230
Medicago trucatula Mtr Q5YLG7
Phaseolus vulgaris Pvu F8QXP9
Pisum sativum Psa Fabaceae P81929
Sofl CA112870
Saccharum officinarum Sof2 CA259771
Poaceae
Sof5 CA297803
Sorghum bicolor Shi P21923
Spinacea oleracea Sol Brassicaceae P81571
Triticum aestivum Tae Q8L698
Triticum turgidum Ttu Poaceae P20158
Zea mays Zma W5S0Y8

As proteinas preditas a partir dos genes candidatos a defensinas e dos
transcritos de cana-de-acucar foram alinhadas globalmente no programa MUSCLE,
juntamente com defensinas de outras espécies de plantas, monocotileddoneas e

eudicotiledéneas (Figura 11). Os residuos de cisteina conservados estao
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destacados em vermelho. Um residuo de glicina conservado esta destacado em

laranja. Todas as sequéncias genbmicas e transcriptbmicas de cana-de-acucar

codificaram para peptideos com cisteinas e glicina conservadas.

SODEFOT4 ... ... ... .. ?YIL5&5HRF<G_IMSSShIAqu--mTEh:=sGEIKAD“pTRKIFIKK|l--
SODEFOS ..o RHRHEFSQSHKFVEATOL RESNBENYE - -KTEGFFEBEDKWHE | VEKEBHOKR 18
SODEFDE .- ?TI&SDSHF{F?G unnm.l,s_w.el--mEu I ITHI
e RTEBQSQSHRF WRRANCANVE - -RTEGFF - TTR
SO00EFDE Lo RVERRREAGFKE lMSDFhlAGUI——LQEGHEGGMID--GIMRQIKIIRQI--
SODEFD: Lol RVERRRSAGF KGLEMSDHNEBACQVE - - LOEGWEGENED - -G I MRQEKE | RQE - -
SOCEFID ... RVERRRSAGFKGLEMSOHNEARYVE - - LOEGWEEENED - -3 I MRABKE | RQE - -
SODEFHT ... ?UIRRHSAGF{G IMSDFNIAEUI--LDEG?GGGNID--EIMRDIKIIRQI--
- T RVEBRRRSAGFKGLEMSOHNEBACVE - - LOEGRGGENED - -G I MRQEKE | RCfB - -
FODEF1Z e ?UlMGKSQFFEleISDRI.EMEIUHEDGEmﬂAGVIH----_RVIHIQKAI--
SODEF14 ... RVEMGKSQHHEFFE I SORLESNEBYKEDGGWT ABY BH - _RVlHlGKﬁl--
SODEFIS ... ...... ?UlMGKSUFFE==lISDRIlﬂMEIUKEDG HHAGVIH RVIHIQKPI--
SO0CEFTE .. RVEMGKSQHHSF R -

SODEFIF HIPTPETE] r r
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Scaffoin_2081 ... .. ... RHRHEFEQEHKF CLSESNEENVE- -KTEGFFEBECKWHE | VEKEHEKR I - -
Scaffoid 324 ... RTECSQSHRFRGFOVRRANGANYE - -RTEGFFDBKER RRREFETTHERN
Scaffold 2077 .. ......... ?UIRRHSAGF&G IMSDFNI#“UI--LQE wsueuln--e|mnolml|ﬂcl
Seaffold 5733 ... RVEMGKSOHHEFFE | SDORLESNEBVKEDGGWT ABYEH - - - - LAYBREQKAD - -
Zeaffold 443 ... RKECSKSFHFKGFESQDTOENAASYKESES Y TEEF ENGRPFFKQEF ETKFEHA
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BvsssnBANVE - -QTENFPGEEBKADGATREBFEKK 1B - -
ABLSESNBENVE - - KTEGFFSBEBKWHE | VEKBHEKR 18- -

........... RYELEQSHRFKG
......... RHERHEF SQSHKF

----------- ?TI&SDSHRF IUHHANIAMUI--HTE; =DGKIH--E:?RRIFITT4I?N
----------- RVEMGKSOHHSFFE | SORLESNEQVKEDGEWT ABYEH - - - -LRYEREQKAL - -
----- HTFTPTF | BKESRSHEYKGRE |QDTOENAAGVKESES YSGEF ONGRPFFKQEFETKERKR
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----- HTPTPTE | BKCRCHEY = = -
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--------- RHRHEFSQSHKFVWGABLRESNEENVE - -KTEGFPSBEEKWHSG I VSKBHEKR 1B - -
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----------- RHELSOSHRF
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Figura 11: Alinhamento comparativo de sequéncias de aminoacidos de defensinas
preditas a partir de scaffolds e de transcritos de cana-de-aclcar e defensinas de
outras espécies de plantas, excluindo os aminoacidos do peptideo sinal e do
dominio C-terminal. As demais defensinas de plantas foram obtidas do SWISS-
PROT, a excecdo de Saccharum officinarum (GenBank). Residuos conservados
assinalados com (*). Os residuos conservados de cisteina estdo destacados em
vermelho. Scaffolds e transcritos de cana-de-acUcar destacados pelo retangulo

preto.
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Em seguida foi gerada uma arvore filogenética, onde uma separacao entre as
defensinas de monocotiledbneas e as de eudicotiledbneas pode ser observada
(Figura 12). Além disso, as sequéncias preditas a partir dos scaffolds e dos
transcritos se agruparam corretamente com as SODEFs a eles anteriormente
correlacionadas, reforcando suas identidades de defensinas. SODEF17 e Sof5
(Sd5), sendo a mesma proteina identificada por diferentes autores, se agruparam
em um mesmo clado. Sofl e Sof3 (respectivamente Sd1 e Sd3), as duas defensinas
de De-Paula et al. (2008) que apresentam o maior nivel de similaridade (61%), estdo

em um mesmo grupo.
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Figura 12: Arvore filogenética de defensinas de cana-de-aclicar e outras defensinas
de plantas monocotileddneas e eudicotiledéneas. A analise filogenética foi
conduzida usando o algoritmo neighbor-joining com 1.000 repeticbes de bootstrap.
Scaffolds identificados como genes de defensinas estdo destacados em azul.

LTPs de diferentes espécies de plantas foram selecionadas do SWISS-PROT,
NCBI e Phytozome (Tabela 7) a fim de obtermos um relacionamento filogenético
com as proteinas preditas a partir dos scaffolds e transcritos identificados como
LTPs de cana-de-acUcar. As proteinas preditas e demais LTPs foram alinhadas,
evidenciando a presenca das oito cisteinas conservadas, o elemento estrutural C-X,-
C-X,CC-X,-CXC-Xp-C-X,-C, presente na grande maioria das LTPs (Figura 13). Um

residuo de prolina conservado também pode ser observado destacado em amarelo.
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Tabela 7: LTPs de plantas selecionadas para alinhamento e obtencdo de
relacionamento filogenético com LTPs identificadas no genoma de cana-de-acgucar
(LTP de 1 a 9). Sequéncias foram obtidas do SWISS-PROT, a excec¢éo das LTPs de
Saccharum officinarum (GenBank) e das LTPs de Sorghum bicolor (Phytozome).

Espécie

Denominacgao

Familia

Cddigo de acesso

Arabidopsis thaliana

Capsicum annuum

Helianthus annuus

Hordeum vulgare

Oryza sativa

Phaseolus vulgaris

Pisum sativum

Saccharum officinarum

Sorghum bicolor

Spinacia oleracea

Triticum aestivum

Zea mays

Athl

Ath2

Can

Han

Hvu

Osa

Pvu

Psa

Sof

Sobic

Sol

Tae

Zma

Brassicaceae

Solanaceae

Asteraceae

Poaceae

Fabaceae

Poaceae

Amaranthaceae

Poaceae

Q8W453

Q9S7I3

Q9ZPI9

P82007

PO7597

Q10ST8

024440

AOA161AT60

ALG04466.1

Sobic.008G030900.2.pSobic.008G030900.1.p
Sobic.008G030700.1.pSobic.008G031000.1.p
Sobic.003G338700.1.pSobic.007G029800.1.p
Sobic.003G016000.1.pSobic.006G074200.1.p
Sobic.006G074300.1.pSobic.008G064000.2.p
Sobic.003G326200.1.p

P10976

P82900

P19656
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Sobic 008G0203002p @ - - -- - - - - GOVEEAl -AFBLEYAR- -G-0GSAF - AGEESGVRELNEAARTTADARRAABNELKNAARG | - - -SGLNA- -GNAAS I FSKEGVEVEYTISTSTOESAVE - -
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Sobiz. 008G020700.1.p SGRQVNSA| -SPELAYAR- -G-TGTAR-SAA00SGVRSLNSAASSTADKRTABNEBLKSAAGRY - - -SBLNA- -GNAAS IFSKEBGVNIFYT ISAS | DBSR- - - -
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Sobiz.003G3387001p B-- -- - - - - STWYSTL-MPEBLPFVQ - -M-GGAME - FOFBEGGE | RELLAQANNTFDRRAT | BGELKNVANGA - - -NGESDTY INRAAALFSKEGWSLAYK I STNVHENT IN- -
Sobic 007TG0298004p @ - - -- - - - - ADVDANL -RABVGYWT - -G-KEAAF -GGECCOAGVRR | AGMFSGTAERRQABEBVKQAAAGY - - -QFLNA- -DAIRDLFKQEGAFLFFFLTLNFOGTTIF - -
Sobis. 003G0160001.0  BASAATLOCAQVAQLM-TPEMPYMT - -GAPGMTE -G | BENSLGYLNOLAATRADRVAABSEYKAAAAGF - - -PAVDF - - ARAAGLPAABGLS I SFT I SPNMDENQVTEE
Sobiz. 006G074200.1.p GAT-——PPDHI\‘A--{L—APIASAA-‘C‘.-——N—PSSAP-SSS.SA\J-!EISKDSF‘ ------- K LIA'\.-'F.-'ILE.KTAKS-.-!-.SIKJ\—-E\J.ﬂ.ITIF'KHII‘~.L--—"JDHF'IG'T'-\'ISD‘-’TLF'
Sobis. 00EG0T42001p. BGAT- - -FPOMMALKL - APBASAAE - -D-PSSAP-SSSBBGAVHS IGKQSP - - - - - - - KELEBAVMLENTAKS -AG I KA- -EVAITIPKRENL - - -WDRPVGYKEBGEOYTLP
Sobic.008G0640002p B-------- AKDAEAMKQEBKKFEVFRYNPKLOQR - SFABBAVWAR - - - - - - - - - - ADIFEBLEXKAVTFEVEKY - - -WCM- -EKVVYWANYBKK - - - -FFTPGYKEBEEYTVP
Sohic003GI262004p @- - - - - - - - NQDL\IJLITNIQD'T'\.I'?FF'DDPKIPP-SAA.GVIQG ---------- ANIPHE-\'UTPT‘JETL--—ISM—-DKUUY‘JASYIGR--——PLKPGSCISS‘-’HVF‘
LTI -GOVTSAI| -SPELSYAR--G-QGSAP-SSGBESGVRSLNNAARTSADRRT ABNBLKSAARS | - - -SGLNA- -GNAAS IPSKEGYVNVEYT ISTSTOESKYVHI
[y GE\JTEE‘J—APILG'T’.-!.M——G—TASSP-SAA.I\.G\J?ELNSHATSTAJR-&AJ\IAI_-{EMTSHLG._. -S"‘JE.M—-Gl'\..ﬂ..-!.EIPGKIG\IT\.I'G"JPISPI’\‘\IJIEK‘-"JGR
Pz Beeeee--- STVYSTL-MPELPFV2--M-GGAMP - PQPEBEGS | RSLLAQADNTPDRRT | BGELKNVANGA - - -NGSGTY | SRAAALPSKEGWSLPYK I STNVNENT YVVY
LTP4.1.4 -- -ADVDENL -RPBVGYWT - -G-KEAAR - AAEBOVG VKR | RAMPSGTADRRQABEBYKQAAAKY - - -QFLNA- -DA | ROLFEKBGARLFFFLTLNFOBTTCYYPR
P55 B ------ VQVAQLM-APEMPYLT - -GAPGMTE -¥G | BENSLEVLNQLAATRADRVAABSBYKAAAAGF - - -FAVDF - -ARAAGLFAABGLS | SFTISPNMOENQYY - -
LTRE Y - - -PPDRMALKL -APHASAAQ - -N-PSSAR-SSSBBNAVHN IGKQSP-- - - - - KBLBAVMLSKTAKS -AGIKP- -EVAITIFKRENL - - -VDRP IGYKBEGKANN
LTFF.V ---PPDTMA-{L-APIASAAE--D-PSSAP-ssslSA\Hs|5K05P ------- KILIA'\.-'MLSNTAKS-ASIKJ\—-E\J.ﬂ.ITIF'KI?'II".L--—"JDHF"JG'T'-\'ISSR——-
Lt B - DKDAEAMKQEEBKKFQEFPANPKLER -SPABBAYVWIR - - - - - - - - - - ADIPELEHEWTPEAEKL - - == s e e e e e e e e o - WEM - -EKVVYVANY -B----- -
LTP3.W <. - ---NQDLQDL ITHNBQDYWVRFFADPKIPR-SAABEGY | HRVN - - - - - - - - - - IPELESKVTFTYET | - - -WCM- -DKVVYWASYBKR - - - -FLKPGSQEBGEEK - - -
1722-5F70 B ------ GOVEEA| -AFPELEYAR--G-0GSAF - SAGEOSGVRELNNAARTSADARTAENGLKSAARS | - - -SGLNA- -GNAAS | FSKEGWSVFEYTISTSTOESAVE - -
2260-2PT0 BGAT---PPDTMALKL -APBASAAE - -D-PSSAP-SSSEBESAVHS IGKQSP - - - - - - - KBLBAVMLSKTAKS -AGIKP- -EVAITIFKRENL - - -VDRP IGYKBGEDYTLP
33165 g% f-RET2454 @- - -- - - - - GAVTSAl -SPILS'T'.-!.?--G-GGSAP-SSG.SG\J?ELNNhARTS.ﬁ.JRRThII\I_-\'EAAGHI - -EBLNA- -GNAASI PSKIG\IEI =VTISTST3IERLS—-
c23561_g3 i2-RET2425 -GDWTSSW-APEBLGYAM--G-TASSP-SAABENGVRSLNSRATSTADRQATEABLKSMTSRLGGEGGVEM - -GNAAS I PGKEGVTVGYF I SPNVDESKIN- -
c2517_g1_i1-RE7F2454 B------ - - STWYSTL-MPEBLPFVQ--M-GGAME - FOFBEGGE | RELLAQADNTFDRAT | BGELKNVANGA - - -NGESGTY | SRAAALFEKEGWSLAYK I STNVHENT IN- -
£24526 gi_i1-RET2434 QGRA- - -SADRVALRL-APCISAAD--D-FOSTR-TESCOSAVHA IGQEPE- -« - - - - CLEAVMLEGTARA -AGIKP - -EVAITIFKRENMA - - -DRPVGYKEEDYTLP
528056 _gt_i1-RBAETSIS - - - - - - - - GQVTSAl -SPELSYAR--G-0GSGR - SAABESGVRSLNSAASTSADKRTABNEBLKSAAGR ] - - -SGLNA- -GNAAS I PSKEGVS IPYTISTSTOESRLS - -

£26252 gi_i2-REBETS13 I
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R G"USM—-GRAAEIPGKIGVTUGUPISPNVJIEKIN—-
-------- STWYSTL -MP

23126 gi_i2-RB2ETS5 LPFWQ--M-GGAME - PP EEGE | RELLAQADNTFDRRT | BGELKNVANGA - - -NGSGTY | SRAAALPSKEGWSLEYK I STNVNENT IN- -
£21070_g1_i1-RES6TI15 BGRA- - - SADRVALRL -APBVSAAD - -D-POSTE-TSSBOSAVHA IGAEPE - - - - - - - - BLEAVMLEGTARA -AGIKF- -EVAITIFKRENMA - - -DRPYGYKEEDYTLF
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Figura 13: Alinhamento comparativo de sequéncias de aminoacidos de LTPs preditas a partir de scaffolds e de transcritos
identificados no genoma de cana-de-acucar (LTPs de 1 a 9) e LTPs de outras espécies de plantas, excluindo os aminoacidos do
peptideo sinal e do dominio C-terminal. Sequéncias foram obtidas do SWISS-PROT, a excecdo das LTPs de Saccharum
officinarum (GenBank) e das LTPs de Sorghum bicolor (Phytozome). Residuos conservados assinalados com (*). Prolina
destacada em verde. Os residuos conservados de cisteina estdo destacados em vermelho. Scaffolds e transcritos de cana-de-
acucar destacados pelo retangulo preto.
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Apos o alinhamento, foi gerada uma arvore filogenética relacionando as LTPs
identificadas em cana-de-acucar e outras LTPs de plantas (Figura 14). As proteinas
preditas a partir dos scaffolds e dos transcritos alinharam corretamente com as LTPs
de sorgo utilizadas como referéncia. Diferentemente das defensinas, que se
agrupam formando clados distintos de eudicotileddneas e monocotiledéneas, as
LTPs ndo parecem ter o mesmo perfil de conservacao. Athl, de Arabidopsis, por
exemplo, agrupou-se com Sof, uma LTP de cana-de-agucar, encontrada no banco
de dados do NCBI. Ath2, por outro lado, agrupou-se com LTPs de outras
eudicotiledbneas (Spinacea oleracea e Pisum sativum). Ou seja, embora se tratem
de LTPs de um mesmo organismo, parecem ser menos conservadas entre

eudicotiledbneas ou monocotiledbneas.
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Figura 14: Arvore filogenética de LTPs identificadas em cana-de-aclicar e outras
LTPs de plantas monocotiledbneas e eudicotileddéneas. A analise filogenética foi

realizada usando o algoritmo neighbor-joining com 1.000 repeticdes de bootstrap.
LTPs identificadas em cana-de-acucar destacadas em azul.
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4.5. Analise de expressao de defensinas e LTPs em bibliotecas de RNA-seq

Transcritos de defensinas e LTPs identificados no transcriptoma TR-7 foram
utilizados para analise de expressao em bibliotecas de RNA-seq construidas a partir
de plantas de cana-de-acUcar submetidas a infeccdo pela bactéria Acidovorax
avenae (uma bactéria patogénica Gram-negativa) (Figura 15A) e, em condicao de
seca e em presenca de Gluconacetobacter diazotrophicus (Figura 15B). Defensinas
e LTPs cujos transcritos ndo foram identificados no TR-7 ndo tiveram suas
expressoes analisadas.

Durante infeccdo pela bactéria Acidovorax avenae (Figura 15A), as
defensinas (Grupos 1, 2 e 3) apresentaram um aumento de expressdao em
comparagao com o controle. As LTPs demonstraram um perfil de expressao similar
as defensinas. A excecdo da LTP1.1.1, que se mostrou altamente expressa tanto nas
plantas infectadas por A. avenae como no no respectivo controle, as demais LTPs
analisadas (LTP2.1.1, LTP3.1.2 e LTP7.V) foram mais expressas nas plantas
infectadas por A. avenae, sugerindo uma participacdo destas LTPs no combate a
patdgenos. LTP2.1.1 também demonstrou uma expresséao consideravel no controle.

Em condicdo de déficit hidrico e em presenca de Gluconacetobacter
diazotrophicus, cana-de-acUcar ndo apresentou expressao das defensinas dos
Grupos 4 e 5 (Figura 15B) porém, os mesmos grupos apresentaram discreta
expressao quando as plantas foram submetidas ao tratamento combinado de déficit
hidrico e G. diazotrophicus tanto na parte aérea, quanto na raiz, sugerindo que a
combinacao dos dois possa influenciar na expressao destas defensinas. O Grupo 2
nao apresentou expressao na parte aerea de plantas submetidas somente a G.
diazotrophicus, mas apresentou discreta expressdo nas raizes de plantas
submetidas ao mesmo tratamento, além de discreto aumento de expressao quando
submetido somente ao déficit hidrico. A expressdo do Grupo 1 variou pouco em
relacdo aos controles e aos diferentes tratamentos, e pareceu diminuir nos
tratamentos em que as defensinas do Grupo 2 se mostraram mais expressas (déficit
hidrico e G. diazotrophicus, isoladamente). Nestas mesmas condicdes, o perfil de
expressao das LTPs se mostra bem diferente (Figura 15B). LTP1.l.1 é altamente
expressa, tanto nas plantas submetidas aos tratamentos quanto nos controles.
LTP2.1.1 também se apresentou altamente expressa na parte aerea de plantas
controle e submetidas ao déficit hidrico, diminuindo a expressdo em G.
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diazotrophicus isoladamente e em déficit hidrico mais G. diazotrophicus. A
expressao de LTP2.1.1 se mostrou oposta nas raizes com relacédo ao observado na
parte aérea. LTP3.1.2 se mostrou altamente expressa na parte aérea de plantas
submetidas ao déficit hidrico, tendo menor expressdo quando combinados os
tratamentos de seca e G. diazotrophicus. O contrario foi observado nas raizes.
LTP7.V também parece ser responsiva ao déficit hidrico, pois apresenta alta
expressao na parte aérea e raizes de plantas submetidas a esse tratamento, tanto

na auséncia quanto na presenca de G. diazotrophicus.
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Figura 15: Heatmaps de expressédo de defensinas e LTPs de cana-de-agucar. Transcritos de defensinas e LTPs foram alinhados
contra transcritomas de plantas submetidas a bactérias patogénicas (A) e déficit hidrico e bactérias benéficas (B). CT = controle;
WD = seca; GD = Gluconacetobacter diazotrophicus; AA = Acidovorax avenae; S= shoot; R= root.



4.6. Analise daregido promotora dos genes de defensinas e LTPS

Analise das regides promotoras dos genes identificados como defensinas e
LTPs de cana-de-acUcar permitiu identificar diversos fatores de transcricdo. As
caracteristicas da regido promotora destas proteinas estdo listadas na Tabela 8.
Alguns fatores de transcricdo, presentes nos genes de defensinas e LTPs
identificados em cana-de-acuUcar, ja foram caracterizados em genes de proteinas PR
(Kaur et al., 2017), tais como: ABRE, elemento responsivo a acido abscisico; MBS,

sitio de ligacdo a MYB e responsivo a seca; TGACG-motif, responsivo ao MeJA e ao

acido salicilico e G-box, responsivo a luz.

Tabela 8: Fatores de transcricao identificados nas regides promotoras de genes de
defensinas e LTPs por meio dos programas TSSP (SOLOVYEV; SHAHMURADOV;,

SALAMOV, 2010) e PlantCARE (LESCOT, 2002).

Fator de

Promotor o Funcao atribuida Referéncia
transcricao
Diferentes
A-box fatores bzIP, Elemento regulatério comum (IZAWA et al., 1994)
RITA-1
ABRE ABF1 Elemento assomado'a_ resposta ao acido (CHOI et al., 2000)
abscisico
ACE bZIP Parte de elementoéallts;omado a resposta (MEHRTENS et al., 2005)
52-kDa (b3- . N 5
AE-box . ( Elemento associado a resposta a luz (ROY et al., 2012)
domain) TF
Elemento associado a regulacédo da
Alfinl BS1o Alfinl expressao génica na raiz e tolerancia a (WINICOV, 2000)
salinidade
AT1-motif AT-1 Parte do médulo de resposta a luz (TERZAGHI, 1995)
AtMYB77 BS AtMYB77 Elemento associado a resposta a auxinas (AMBAWAT et al., 2013)
BS1 bHLH Resposta a luz, a giberelinas e a (WANG et al., 2009)
brassinosteroides
CAIG3 (AGL3) AGL3 Elemento associado ao desenvolvimento (JETHA; THEISSE;

floral

MELZER, 2014)



https://paperpile.com/c/f4oSvK/wZgj/?noauthor=1
https://paperpile.com/c/f4oSvK/jz3I
https://paperpile.com/c/f4oSvK/jz3I
https://paperpile.com/c/f4oSvK/jz3I
https://paperpile.com/c/f4oSvK/SU5z
https://paperpile.com/c/f4oSvK/OdR9
https://paperpile.com/c/f4oSvK/Q1Lj
https://paperpile.com/c/f4oSvK/GSpn
https://paperpile.com/c/f4oSvK/1EAA
https://paperpile.com/c/f4oSvK/O2pJ
https://paperpile.com/c/f4oSvK/yhHx
https://paperpile.com/c/f4oSvK/OTUZ
https://paperpile.com/c/f4oSvK/nm8f
https://paperpile.com/c/f4oSvK/w7Yb
https://paperpile.com/c/f4oSvK/w7Yb
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Promotor

Fator de
transcricéo

Funcdao atribuida

Referéncia

CAAT/CCAAT-
box

CCAl

CGTCA-motif

CCGTCC-box

C-repeat

C2b-BS

Dofl BSopt

DRE

El

Em2

E-region

ERE1

SEF4 BScons

G-box

GCN4_motif

Motif g

MRE

MYBHv1

CCAl

bzIP

Desconhecido.

CBF1

root-specific
nuclear factor
(ERN)

Dofl

CBF1

DPBF-1

EmBP-1

CCAl

EIN3

SEF4

GBF

RISBZ1

Fator nuclear
especifico do
epicotilo
(ESNF)

PcMYB1

Elemento comum da regido promotora e
regides potencializadoras

Elemento associado ao controle do ritmo
circadiano

Elemento associado a resposta ao MeJA

Elemento associado a ativagao especifica
de meristema

Elemento associado aos ritmos
circadianos e tolerancia ao frio

Elemento associado a regulagédo
transcricional na raiz

Elemento associado a expressao de
genes envolvidos com o metabolismo do
carbono

Elemento associado a resposta a seca

Elemento associado a resposta ao ABA

Elemento associado a resposta a acido
abscisico

Elemento associadoao ritmo circadiano

Elemento associado a resposta ao etileno

Elemento associado & mobilizacéo de
reservas da semente

Elemento associado a capacidade de
resposta a luz

Elemento associado a expressao do
endosperma (armazenamento de
proteinas)

Elicitor

Sitio de ligagdo de MYB associado a
resposta a luz

(LIU et al., 2015)

(ANDRONIS et al., 2008)

(ROUSTER et al., 1997)

(LOGEMANN; PARNISKE;
HAHLBROCK, 1995)

(FOWLER, 2005)

(ANDRIANKAJA et al.,
2007)

(YANAGISAWA, 2000)

(KIZIS; PAGES, 2002)

(KIM; CHUNG; THOMAS,
1997)

(NIU; GUILTINAN, 1994)

(FUJIMORI et al., 2005)

(PUGA-FREITAS; BLOUIN,
2015)

(FUJIWARA; BEACHY,
1994)

(MENKENS; SCHINDLER;
CASHMORE, 1995)

(YAMAMOTO et al., 2006)

(KATO et al., 1995)

(FELDBRUGGE et al., 1997)



https://paperpile.com/c/f4oSvK/8Nty
https://paperpile.com/c/f4oSvK/p98p
https://paperpile.com/c/f4oSvK/F4lX
https://paperpile.com/c/f4oSvK/VwHw
https://paperpile.com/c/f4oSvK/VwHw
https://paperpile.com/c/f4oSvK/UGPA
https://paperpile.com/c/f4oSvK/jLeg
https://paperpile.com/c/f4oSvK/jLeg
https://paperpile.com/c/f4oSvK/peWK
https://paperpile.com/c/f4oSvK/VNgU
https://paperpile.com/c/f4oSvK/tCav
https://paperpile.com/c/f4oSvK/tCav
https://paperpile.com/c/f4oSvK/qE4H
https://paperpile.com/c/f4oSvK/zWiF
https://paperpile.com/c/f4oSvK/KGlT
https://paperpile.com/c/f4oSvK/KGlT
https://paperpile.com/c/f4oSvK/C0E8
https://paperpile.com/c/f4oSvK/C0E8
https://paperpile.com/c/f4oSvK/WSkb
https://paperpile.com/c/f4oSvK/WSkb
https://paperpile.com/c/f4oSvK/nDrK
https://paperpile.com/c/f4oSvK/oRpi
https://paperpile.com/c/f4oSvK/ew0i
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Fator de ~ L A
Promotor . Funcdéo atribuida Referéncia
transcricao
Sitio de ligacéo de MYB envolvido na
MBS MYB \gagao de MY (CHEN et al., 2002)
indutibilidade & seca
OBP1BS OBP1 Elemento assoc!aQO a re_sEJ_osta a auxina (KANG: SINGH, 2000)
e ao acido salicilico
Elemento associado ao controle de
ocs-element OCSTF P . (ELLIS et al., 1993)
choque térmico em soja
Element i ar . in
OBF5 BS OBF5 emento associado a resposta a auxinas (ZHANG et al., 1999)
e acido salicilico
Skn-1_motif Desconhecido. Elemento associado a expressao no (BLACKWELL et al., 1994)
endosperma
Spl Desconhecido. Elemento associado a resposta a luz (XU et al., 2013)
Elemen i ar MeJA
TGACG-motif TGAL emento associado & resposta ao MeJ (KIM; KIM; AN, 1993)
e ao acido salicilico
. Elemento associado ao armazenamento
0O2-site Opaque (MOREAU et al., 2004)
em sementes
Elemento associado a expressao de (VICENTE-CARBAJOSA et
P-box Opaque2
genes de armazenamento em semente al., 1997)
Elemen i ar 3
RAV1a RAV1 emento assouac_io_ aresposta a seca e (FU et al., 2014)
salinidade
Elemento associado a regulagéo
RY ABI3 especifica de semente e da cascata de (FENG et al., 2014)
sinalizagéo por ABA
Elemento associado a resposta ao acido (ACEVEDO-HERNANDEZ,
S-box ABI4 abscisico (ABi) LEON; HERRERA-
ESTRELLA, 2005)
. R . (KESARWANI; YOO;
TGA-el t El t d t
elemen TGAl emento associado a resposta a auxina DONG, 2007)
Elemento associado a resposta a
W box WRKY41 elicitores fingicos e dorméncia em (DING et al., 2014)

sementes

Os possiveis elementos de ligacdo de fatores de transcricdo identificados na

regido promotora dos genes caracterizados como defensinas estdo representados
na Figura 16, e das LTPs estdo representados na Figura 17. Em apenas trés
defensinas (scaffold28204|size489 - Grupo 1, scaffold520753|size324 - Grupo 2 e
scaffold88512|size2077 - Grupo 3) foi possivel identificar a regido promotora (Figura


https://paperpile.com/c/f4oSvK/0HGx
https://paperpile.com/c/f4oSvK/e1Dz
https://paperpile.com/c/f4oSvK/0fPK
https://paperpile.com/c/f4oSvK/A8Jh
https://paperpile.com/c/f4oSvK/bAZC
https://paperpile.com/c/f4oSvK/Fjet
https://paperpile.com/c/f4oSvK/1Tro
https://paperpile.com/c/f4oSvK/oMvG
https://paperpile.com/c/f4oSvK/H6Wc
https://paperpile.com/c/f4oSvK/H6Wc
https://paperpile.com/c/f4oSvK/W9JQ
https://paperpile.com/c/f4oSvK/FGqJ
https://paperpile.com/c/f4oSvK/zbjh
https://paperpile.com/c/f4oSvK/zbjh
https://paperpile.com/c/f4oSvK/zbjh
https://paperpile.com/c/f4oSvK/xJXi
https://paperpile.com/c/f4oSvK/xJXi
https://paperpile.com/c/f4oSvK/RpEW
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16), e em seis LTPs (LTP1.l.1, LTP2.1.2, LTP5.l.5, LTP6.V, LTP7.V e LTP8.VI)

(Figura 17). Nos demais scaffolds a regido promotora néo foi identificada.

scaffold282041|size489 Grupo 1

TSS

L < L < =

5 b= § = =D > —[CARTI-JTATAL : Regiocodiicadora » 3
m O g < s
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5 SeBa 5= o —[ORRI-IARN  Regiocodiicadora = 3
%) a O =

scaffold520753|size324 Grupo 2

TSS
S

Figura 16: Representacdo esquematica da regido promotora de genes de
defensinas sobrepostos com os fatores de transcricdo que reconhecem regides
especificas da regido promotora. CAAT = Sinaliza o local de ligagdo para o fator de
transcricdo de RNA; TATA = Sitio de ligagdo da enzima RNA polimerase Il; TSS =
Sitio de inicio da transcrigéo.
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Figura 17: Representacdo esquematica da regido promotora de genes de LTPs
sobrepostos com os fatores de transcricdo que reconhecem regides especificas da
regido promotora. CAAT = Sinaliza o local de ligagao para o fator de transcricao de
RNA; TATA = Sitio de ligacdo da enzima RNA polimerase Il; TSS = Sitio de inicio da
transcrigao.
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4.7. Modelagem tridimensional de defensinas e LTPs de cana-de-agucar

Primeiramente, as sequéncias de aminoacidos preditas a partir dos scaffolds
identificados como genes de defensinas foram alinhadas com suas proteinas de
referéncia, usando somente as sequéncias dos peptideos maduros,
desconsiderando os peptideos sinais. O alinhamento revelou que os peptideos
maduros  preditos estdo completos, a excecdo da SODEF 17
(scaffold323100|size443) (Tabela 9).

Tabela 9: Comparacao entre as defensinas preditas a partir dos scaffolds e aquelas
usadas como referéncia. Porcentagem de cobertura calculada com MUSCLE (foram
usados somente os peptideos maduros, desconsiderando os peptideos sinais).

Grupo Referéncia Proteina predita (a partir do scaffold) co(t)f)ecrjtira
SODEF 1-4 scaffold282041|size489 100
! SODEF 5 scaffold57294|size2091 100
2 SODEF 6 scaffold520753|size324 100
3 SODEF 8 scaffold88512|size2077 100
4 SODEF 14 scaffold2513|size5793 100
5 SODEF 17 scaffold323100|size443 20

O Grupo 5 (scaffold323100|size443) foi escolhido para comparagdo entre as
espécies selvagens e os diferentes cultivares, pois foram identificados transcritos
gue codificam para peptideos maduros completos em todos os gendétipos de cana-
de-acucar. As proteinas preditas a partir do scaffold e de um transcrito identificado
para cada cultivar foram alinhadas com a respectiva SODEF, e verificamos uma
pequena variacdo entre os residuos (Figura 18A), revelando uma alta conservacao
das estruturas primarias de uma mesma defensina quando comparada entre 0s
cultivares e as espécies selvagens.

As sequéncias peptidicas foram modeladas e demonstraram possuir a
estrutura terciaria conservada tipica das defensinas, constituida de uma a-hélice e
trés fitas- antiparalelas (Figura 18B). Diagramas de Ramachandran foram gerados
a partir dos modelos obtidos (Apéndice C). A maioria apresentou mais de 75% dos

residuos em regides muito favoraveis, e menos de 3% deles (1 ou 2 deles) em
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regides nao-permitidas, consistindo em bons modelos (HOLLINGSWORTH,;
ANDREW, 2010).

As defensinas de S. spontaneum, S. officiharum e SP70-1143 (aqui
denominada scaffold_443) foram selecionadas por apresentarem maiores
divergéncias entre suas estruturas primarias, uma vez que as defensinas dos
cultivares RB867515 e RB72454 se mostraram 100% idénticas. Essas defensinas
tiveram suas estruturas terciarias sobrepostas no programa Chimera (Figura 18C). A
sobreposicdo das estruturas revelou diferencas apenas na regido N-terminal das
defensinas, com SP70-1143 divergindo das espécies selvagens. Observando o
alinhamento da Figura 18A, percebemos que SP70-1143, possui alguns
aminoéacidos diferentes das demais. No entanto, esses aminoacidos ndo parecem

interferir na estrutura tridimensional da defensina de SP70-1143.


https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
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Figura 18: Comparacéao entre defensinas de diferentes cultivares de cana-de-acgucar
(SP70-1143, RB867515 e RB72454) e as espécies selvagens (Saccharum
spontaneum e Saccharum officinarum). (A) Alinhamento para comparacdo da
sequéncia primaria das defensinas. (B) Modelos tridimensionais das defensinas
identificadas mostrando a conservacdo das estruturas terciarias tipicas destas
proteinas. (C) Estruturas tridimensionais de trés defensinas selecionadas (S.
spontaneum, S. officinarum e SP70-1143) sobrepostas por meio do programa
Chimera.

As sequéncias de aminoacidos preditas a partir dos scaffolds identificados
como genes de LTPs foram alinhadas com suas proteinas de referéncia. O
alinhamento revelou que os peptideos maduros preditos estdo parcialmente
completos, com uma cobertura maior que 87% (Tabela 10). A tabela também mostra

a classificacdo de cada LTP de acordo com Boutrot et al. (2008) e a identificacdo de
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LTPs de cana-de-agucar em trés grupos (I, V e VI). No alinhamento foram utilizados

apenas os peptideos maduros.

Tabela 10: Comparacéo entre as LTPs preditas a partir dos scaffolds e aquelas
usadas como referéncia. Porcentagem de cobertura referente a quantidade de
aminoacidos preditos em relacdo a proteina de referéncia usando MUSCLE (foram
usados somente os peptideos maduros, desconsiderando o0s peptideos sinais).
Classificacdo segundo Boutrot el al. (2008) com base em residuos conservados e
nuamero de residuos entre as cisteinas conservadas.

o ) . % de Classificacao
Referéncia Proteina predita
cobertura Boutrot et al., 2008
Sobic.008G030900.2.p LTP1.1.1 93 I
Sobic.008G031000.1.p LTP2.1.1 100 I
Sobic.003G338700.1.p LTP3.1.2 100 I
Sobic.007G029800.1.p LTP4.1.4 96 I
Sobic.003G016000.1.p LTP5.1.5 92 I
Sobic.006G074200.1.p LTP6.V 96 Y
Sobic.006G074300.1.p LTP7.V 91 Vv
Sobic.008G064000.2.p LTP8.VI 87 VI
Sobic.003G326200.1.p LTP9.VI 98 VI

Para comparacéo entre LTPs de gendétipos de cana-de-acucar, foi escolhida a
LTP1.1.1, que teve transcritos identificados em trés cultivares e na espécie selvagem
S. spontaneum. N&o foi identificado transcrito de LTP no transcriptoma da espécie
selvagem S. officinarum, o que inviabilizou a modelagem de LTP desta espécie para
comparagao.

O alinhamento entre as LTPs selecionadas para comparacdo revelou
variacdo de aminodcidos na estrutura priméaria das LTPs (Figura 19A), a excecao
das cisteinas que constituem seu elemento estrutural caracteristico. As proteinas
foram modeladas, e demonstraram possuir a estrutura terciaria caracteristica das
LTPs (Figura 19B). Diagramas de Ramachandran foram gerados a partir dos
modelos obtidos, e a maioria apresentou 90% dos aminoacidos em regides
favoraveis e a quantidade maxima de 1,6% dos residuos (1 deles) em regides nao
permitidas, constituindo, portanto, excelentes modelos (HOLLINGSWORTH,;
ANDREW, 2010) (Apéndice C).

Por possuirem estruturas primarias mais divergentes, as estruturas das LTPs
de S. spontaneum, RB72454 e SP70-1143 (scaffold41602 _LTP1.1.1) tiveram suas

estruturas terciarias sobrepostas (Figura 19C). A sobreposicdo das estruturas


https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
https://paperpile.com/c/f4oSvK/HqeO
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revelou uma conservacao geral entre os trés peptideos, com diferengas em regides

de loop.

A
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Figura 19: Comparagédo entre LTPs de diferentes cultivares de cana-de-agucar
(SP701143, RB867515 e RB72454) e as espécies selvagens (Saccharum
spontaneum e Saccharum officinarum). (A) Alinhamento para comparacdo da
sequéncia primaria das LTPs. (B) Estruturas tridimensionais de quatro LTPs
identificadas mostrando a conservacado das estruturas terciarias tipicas destas
proteinas. (C) Estruturas tridimensionais das trés LTPs selecionadas (espécie
selvagem S. spontaneum e de dois cultivares (SP70-1143 e RB72454) sobrepostas
por meio do programa Chimera.

4.8. Identificacdo de peptideos de defensinas e LTPs em folhas de cana-de-
acucar

Apés a caracterizacdo in silico das defensinas e LTPs de cana-de-acUcar,
verificamos a presenca desses peptideos em folhas de cana-de-agUcar cultivada em
condi¢des controle. Uma grande gama de patdgenos que infectam cana-de-agucar

tem como tecido-alvo as folhas. Assim, a acumulacdo constitutiva de defensinas e
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LTPs em folhas pode, talvez, contribuir com a resisténcia de cultivares de cana-de-
acucar a alguns patégenos.

Primeiramente, foram testados trés protocolos de extracdo de proteinas:
extracdo alcodlica (CLAESON et al., 1998); extracdo em tampao fosfato (AGIZZIO et
al., 2003) e extracao acida (EGOROV et al., 2005). Para a extracao foram utilizadas
folnas do cultivar SP70-1143 previamente maceradas em nitrogénio liquido. A
dosagem protéica dos extratos, realizada pelo método BCA (dados ndo mostrados),
confirmou a presenca de proteinas, atestando a eficiéncia da extracdo. O perfil
eletroforético dos extratos obtidos pelos trés protocolos permitiu identificar bandas
de massa molecular compativel com os peptideos antimicrobianos entre 6-10 kDa,
somente no processo de extracao acida (Figura 20A).

Como a extracao acida se mostrou mais adequada, ela foi empregada para
extracdo de proteinas de folhas das duas espécies selvagens (S. spontaneum e S.
officinarum) e dos trés cultivares (SP70-1143, RB867515 e RB72454) selecionados
para este estudo. Os perfis eletroforéticos destas extracbes mostraram bandas com
massa molecular compativeis com as de defensinas e LTPs (entre 6-10 kDa)
somente nas extragdes do cultivar RB72454 e de S. spontaneum (Figura 20B).
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Figura 20: Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE dos
extratos de folha de cana-de-aclcar. Bandas com massa molecular compativel com
defensinas e LTPs marcadas por um retangulo amarelo. Coloragdo do gel por
precipitacdo de nitrato de prata. (A) Perfil eletroforético dos extratos alcodlico,
tampao acido e tampéo fosfato de folhas de Saccharum spp. Marcador de baixa
massa molecular (kDa). 1- Extracéo alcoolica (CLAESON et al., 1998); 2 - Extracao
acida (EGOROQV et al., 2005); 3 - Extracdo em tampéo fosfato (AGIZZIO et al.,
2003). (B) Perfil eletroforético dos extratos tampéo acido de diferentes cultivares de
cana-de-acgUcar. 1 - RB867515; 2 - RB72454; 3 - S. officinarum; 4 - S. spontaneum;
5-SP701143.
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5. DISCUSSAO

Desde o inicio dos anos 90 diversos AMPs ricos em cisteina tém sido
identificados e caracterizados nas mais diferentes espécies de plantas, e esse
namero s6 aumenta. No caso especifico dos AMPs, o pequeno tamanho e suas
sequéncias primarias divergentes, dificultavam a identificagdo de novos grupos e
familias, sendo estes peptideos subestimados nas anotacdes de genomas
(SILVERSTEIN et al., 2007). Contudo, com a identificagdo e caracterizagdo de um
namero cada vez maior de AMPs foi possivel determinar suas assinaturas (DIAS;
FRANCO, 2015; YOUNT; YEAMAN, 2004), facilitando o trabalho de pesquisadores e
possibilitando, enfim, categorizar os novos peptideos descobertos em genomas e
transcriptomas provenientes de diversas espécies (GRABOWSKI et al., 2007). Com
o desenrolar da Era Genbmica, o avanco das técnicas de Bioinformatica nos
permitem descobrir um pouco mais sobre os genes e proteinas (0 que inclui a
estrutura terciaria e possiveis mecanismos de acao), principalmente daqueles que
apresentam maiores dificuldades de anotacdo (SCHWEDE et al., 2000).

Defensinas sdo AMPs encontrados nos mais diferentes seres Vivos,
pertencentes ao grupo das mais antigas moléculas de defesa n&o-especifica
(NAWROT et al., 2014). Diversos ensaios comprovam gque elas sao importantes
componentes da defesa de plantas (SELITRENNIKOFF, 2001), além de exercerem
muitas outras atividades biologicas (CARVALHO; GOMES, 2011). LTPs tém
demonstrado as mais variadas atividades biolégicas in vitro, inclusive atividade
antimicrobiana (SALMINEN; BLOMQVIST; EDQVIST, 2016). Defensinas e LTPs
podem constituir, portanto, moléculas-chave no entendimento de uma parte do
intrincado sistema de defesa vegetal.

Neste exato momento plantas e microorganismos travam uma batalha
silenciosa, uma verdadeira corrida armamentista em zigue-zague (JONES; DANGL,
2006), onde arsenais bioguimicos de atague e de defesa tentam se sobrepujar. Nao
€ preciso viajar para uma “galaxia muito, muito distante”, para acompanhar esta
histéria, pois ela esta acontecendo agora mesmo, bem diante dos nossos olhos.
Mas, para tentar entendé-la, talvez seja preciso lembrar de que nés também lutamos
essa guerra.

O presente trabalho buscou caracterizar, in silico, defensinas e LTPs no

genoma e em transcriptomas de cana-de-agUcar, assim como suas relacoes
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filogenéticas com defensinas e LTPs de outras espécies de monocotiledoneas e
eudicotiledbneas; estudar os padroes de expressdo dos peptideos caracterizados
em bibliotecas de transcriptoma e, também, testar protocolos de extracdo de
proteinas que permitissem obter AMPs de cana-de-agUcar.

Iniciamos o trabalho com a selecdo das sequéncias protéicas a serem
empregadas para identificacdo de genes de defensinas e LTPs em cana-de-acucar.
Sequéncias peptidicas de defensinas identificadas em bibliotecas de ESTs por De-
Paula et al. (2008) e Belarmino et al. (2010) foram avaliadas quanto a sua
similaridade (Tabela 2). Inicialmente, foram selecionadas 14 defensinas de cana-de-
acucar, devido a correspondéncia entre as sequéncias identificadas por De-Paula et
al. (2008) e Belarmino et al. (2010). Destas, quatro sequéncias (Sd1, Sd3, Sd5 e
Sd6) foram anotadas por De-Paula et al. (2008) como defensinas, apos clonagem,
expressdo em sistema heter6logo e purificagdo. Testes antifungicos foram
realizados com Sdl, Sd3 e Sd5, revelando atividade antimicrobiana. Como Sd6
mostrou ser 100% homdéloga a defensina y2-z, de Zea mays, ja bem caracterizada
por outros grupos, isso reforca sua identidade de defensina. Sd2 revelou ser 95%
idéntica a uma defensina de Z. mays ja caracterizada, também foi considerada uma
defensina de cana-de-acUcar. Sd4, por outro lado, permanece anotada como uma
defensina hipotética.

As 14 defensinas identificadas em cana-de-aglUcar mostraram a presenca dos
elementos estruturais caracteristicos destes peptideos (Figura 8A), dentre eles: o
elemento estrutural y-core, comum a muitos AMPs, como descrito por Yount &
Yeman (2004). Além das 8 cisteinas, também € possivel identificar uma serina, uma
glicina e um acido glutamico conservados em posi¢cbes caracteristicas de
defensinas, como descrito por Broekaert et al. (1995). A divergéncia das sequéncias
primarias (tanto dos peptideos maduros quanto das sequéncias sinais) parece nao
influenciar a estrutura terciaria de defensinas. Como apenas um pegueno namero de
aminoacidos é essencial para a atividade antimicrobiana, presume-se que as
defensinas sejam altamente tolerantes a mutagcfes, 0 que constitui uma estratégia
para combater a resisténcia dos patogenos (DE-PAULA et al., 2008).

Para LTPs, o artigo de Wang et al. (2012) foi utilizado para selecionar 16
sequéncias de sorgo que serviram como referéncia para anotacdo deste grupo de

moléculas em cana-de-acucar. De acordo com Jannoo et al. (2007), cana-de-acgucar
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e sorgo divergiram h&a 8-9 milhdes de anos, sendo que milho e sorgo divergiram ha
20 milhdes de anos, e o arroz divergiu do ultimo antepassado comum dos
Andropogonae entre 50 e 70 milhdes de anos atras. Logo, sorgo foi escolhido por
ser a espécie mais proxima filogeneticamente da cana-de-acUcar e que possuli
genoma completamente sequenciado.

A identificacdo de defensinas nas sequéncias gendmicas de cana-de-agucar
(GRATIVOL et al.,, 2014) mostrou seis scaffolds como potenciais genes de
defensinas (Tabela 4). Como a quantidade de possiveis genes de defensina
identificados em cana-de-acgUcar (seis) € bem menor do que o nimero de defensinas
relatadas na literatura (14), o splicing alternativo de transcritos oriundos do mesmo
gene poderia explicar a diversidade de peptideos observada. A analise filogenética
das 14 defensinas selecionadas para este trabalho (Figura 9) reforca a nossa
hip6tese de que grupos de peptideos tiveram origem a partir dos mesmos genes,
sofrendo posterior splicing.

A SODEF 17 de Belarmino et al. (2010) corresponde a Sd5 identificada por
De-Paula et al. (2008) e, curiosamente, forma um grupo a parte na filogenia.
Segundo De-Paula et al. (2008), Sd5, por apresentar alta homologia apenas com
uma defensina de dentro da tribo Andropogonae (74% idéntica a uma proteina de
Zea mays) e nenhuma defensina fora, pode representar um ganho recente de
funcdo nessa tribo. A menor semelhanca entre as defensinas de De-Paula et al.
(2008) é de 27% (Sd5 e Sd3) e a maior é de 61% (Sd1 e Sd3).

Com relagdo as LTPs, inicialmente foram identificados 14 scaffolds como
possiveis genes de LTPs. A analise mais acurada da estrutura dos peptideos
preditos a partir dos scaffolds, resultou em 9 possiveis genes de LTPs (tipos I, V e
VI) com estrutura caracteristica de LTPs em cana-de-acucar (Tabela 5).

Os transcritos de defensinas e LTPs de cana-de-agucar foram identificados
em transcriptomas e contabilizados em cada genétipo (Figura 10). Apesar dos
transcriptomas dos cultivares RB867515 e RB72454 e, das espécies selvagens S.
officinarum e S.spontaneum, terem sido construidos a partir de folhas jovens de
plantas cultivadas em condi¢cbes controle, conseguimos identificar transcritos
expressos nesse tecido de forma constitutiva. O transcriptoma de referéncia TR7
possui uma grande gama de bibliotecas de RNA-seq em sua montagem, incluindo

agquelas de plantas de cana-de-acuUcar submetidas a bactérias benéficas e
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patogénicas (SANTA-BRIGIDA et al., 2016). Esse fato pode explicar o grande
namero de transcritos de defensinas e LTPs identificados neste cultivar.

A separacdo entre as defensinas de monocotiledbneas e as de
eudicotiledéneas observada na arvore filogenética (Figura 12) é condizente com o
estudo de De-Paula et al. (2008), que aponta para uma possivel conservacao
evolutiva entre as defensinas da familia Poaceae, o que as torna mais semelhantes
dentro desta familia do que com outras familias de plantas. Shahzad et al. (2013),
estudando defensinas PDF1 de A. thaliana, A. hallerie e A. lyrata, demonstraram
haver uma conservagéo entre estas defensinas dentro da familia Brassicaceae. As
LTPs, por outro lado, parecem exibir um perfil diferente das defensinas, ndo se
agrupando claramente em clados distintos de monocotiledéneas e eudicotiledéneas
(Figura 14). Isso é justificado diante do fato das LTPs serem proteinas de uma
familia multigénica, com diversas func¢des aparentemente oriundas de um evento de
duplicacdo (FINKINA et al., 2016). Jang et al. (2008), estudando LTPs de arroz,
sugeriram que estas sofreram uma rapida evolugdo, com eventos de duplicacdo
independente seguidos de ganho de funcéo, o que pode ajudar a entender porque
sao tao divergentes em suas estruturas primarias. Em LTPs de Triticum aestivum,
por exemplo, genes de LTPs parecem ter surgido a partir de eventos de
poliploidizacdo seguidos de diversificacao de funcdes (JANG et al., 2008).

Até a conclusédo deste trabalho, apenas quatro artigos que fazem referéncia a
LTPs em cana-de-acUcar haviam sido publicados: Rodrigues et al. (2011), Oloriz et
al. (2012), Chen et al.(2016) e o artigo de revisdo de Souza et al. (2017). Chen et al.
(2016) testaram as respostas de uma nsLTP (GenBank: KR259657.1) em cana-de-
acucar submetida a diferentes tipos de estresse abidtico (estresse hidrico, frio e
salinidade) e dois hormdnios (MeJA e SA). A proteina predita de Chen et al. (2016)
foi alinhada com as LTPs por nés identificadas, e nao apresentou homologia
significativa com nenhuma delas, assim como com nenhuma LTP de sorgo utilizada
como referéncia no nosso estudo, tratando-se, portanto de uma LTP diferente. Esta
sequéncia foi incluida em nossa andlise filogenética com a denominacédo de Sof.
Oloriz et al. (2012) estudaram a expressédo de varios genes de cana-de-aglcar em
resposta a infec¢éo pelo fungo Puccinia melanocephala, dentre eles um classificado
como nsLTP (NCBI: XM _002442731.2). A sequéncia peptidica desta LTP foi

alinhada contra as LTPs de sorgo usadas por nés como referéncia e apresentou
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99% de identidade com a Sobic.008G030900.2.p, e aproximadamente 87% de
identidade com LTP1.1.1, por nés identificada. Rodrigues et al. (2011) estudaram a
expressao diferencial de genes em cana-de-acucar submetida a estresse hidrico,
entre eles a expressdo de uma LTP (GenBank: CA119309.1). A proteina predita foi
alinhada contra as LTPs de sorgo e apresentou 61% de identidade com a
Sobic.008G030900.2.p e 48% de identidade com a LTP1.I.1. Esta sequéncia nao foi
incluida em nossa andlise filogenética devido a baixa homologia com a LTP1.1.1.

Na andlise de expressado de transcritos de defensinas e LTPs em bibliotecas
de transcriptoma de cana-de-agUcar submetida a infec¢do pela bactéria Acidovorax
avenae, causadora de doenca estria vermelha nas folhas de cana-de-agUcar
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011), observamos que as defensinas (Grupos 1
e 2) foram pouco expressas. Esses resultados séo consistentes com o trabalho de
De-Paula et al. (2008) que demonstraram a atividade antifungica das defensinas Sd1
e Sd3 (Grupo 1) e Sd5 (Grupo 5), porém uma auséncia de atividade antibacteriana
das mesmas (tanto para as bactérias Gram-positivas Stapylococcus aureus, Kocuria
rhizophila e Bacillus megaterium quanto para a Gram-negativa Escherichia coli).
Como estes grupos de defensinas ndo exibem atividade antibacteriana, seria
esperado um perfil de baixa expressdo. Diferente disso temos, por exemplo, a
defensina Cp-thionin Il estudada por Franco et al. (2006) que demonstrou atividade
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, respectivamente). O Grupo 3, por outro lado, apresentou um
aumento de expressao em comparacdo com o controle. A defensina Sd2 de De-
Paula et al. (2008) se encontra neste grupo, e ndo foi por eles testada quanto a
atividade antimicrobiana porque sua subclonagem falhou. Nossos resultados
sugerem que esse grupo parece responder a infeccao por A. avenae.

Durante infecgéo por A. avenae todas as LTPs demonstraram um aumento de
expressdo em relacdo do controle, com excecdao da LTP1.l.1, que se mostrou
altamente expressa em ambas as condi¢cfes. Gizatullina et al. (2013) demonstraram
atividade antibacteriana in vitro de uma LTP de Lens culinaris (Lc-LTP2 de lentilha)
contra Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis e Pseudomonas
syringae, e atividade de inibicdo do crescimento dos fungos Botrytis cinerea e
Alternaria alternata, entre outros e Safi et al. (2015) demonstraram que a LTP de

Triticum aestivum (TdLTP de trigo) € capaz de promover maior tolerancia a estresse
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abidtico e também bidtico (representado pelos fungos Botrytis cinerea e Alternaria
solani) quando expressa em Arabidopsis thaliana. Esses e outros estudos mostram
gue é possivel associar a atividade de LTPs ao combate de patdégenos. NOssos
resultados sugerem, portanto, que LTPs de cana-de-agcUcar também podem estar
associadas ao combate a patdgenos.

Nos ensaios de cana-de-acucar submetida ao déficit hidrico e inoculada com
G. diazotrophicus, a expressao de defensinas dos Grupos 4 e 5 aumentou somente
guando as plantas foram submetidas ao tratamento combinado de déficit hidrico e G.
diazotrophicus, sugerindo que a combinacdo dos dois possa influenciar na
expressao destas defensinas. O Grupo 1 e 2 parecem responder ao déficit hidrico,
aumentando a sua expressao em raizes nessa condicdo. No entanto, somente o
Grupo 1 parece responder a inoculagcdo com G. diazotrophicus em raizes de cana-
de-acucar. De uma forma geral, a inoculacdo com a bactéria benéfica parece
aumentar a expressdo somente da defensina do Grupo 1. Este resultado corrobora a
ideia de auséncia de atividade antibacteriana deste grupo, uma vez que a planta
deve permitir a colonizagdo desta bactéria endofitica benéfica em suas raizes
(BERTALAN et al., 2009).

Nestes mesmos ensaios, a LTP1.l.1 é altamente expressa, tanto nas plantas
submetidas aos tratamentos quanto nos controles. Como verificamos anteriormente,
LTP1.1.1 também se mostrou altamente expressa nas plantas-controle do
experimento com A. avenae, 0 que sugere a participacdo desta LTP em outros
processos ndo relacionados a patogénese, como, por exemplo, deposicao de cera
em superficies. As plantas sdo dotadas de uma cuticula que as protege da
desidratacdo, e sugere-se que LTPs possam atuar no transporte de monémeros de
cera e cutina da membrana para a superficie celular (TAIZ; ZEIGER, 2010). Debono
et al. (2009) e Kin et al. (2012), trabalhando com mutantes, demonstraram que duas
LTPs altamente expressas em Arabidopisis AtLTPgl (LTPG1) e AtLTPg2 (LTPG2)
estavam envolvidas na deposicdo de cera em hastes de inflorescéncias.
Aparentemente LTP1.l.1 pode estar envolvida na deposicdo de cera em cana-de-
acucar, o que poderia explicar sua alta expressdo nos controles. LTP3.1.2 se
mostrou altamente expressa nas plantas submetidas ao déficit hidrico, tendo menor
expressao quando combinados os tratamentos de seca e G. diazotrophicus. LTP7.V

também apresentou alta expressdo nas plantas submetidas ao déficit hidrico, tanto
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na auséncia quanto na presenca de G. diazotrophicus. O aumento de expressao de
LTPs em plantas submetidas a estresse hidrico foi verificado por Rodrigues et al.
(2011), que demonstraram que a expressao do gene de LTP de cana-de-acgucar por
eles identificado aumentou durante todo o tempo em que a planta ficou submetida a
seca; por Chen et al. (2016), que verificaram a expressao da ScCNsLTP de cana-de-
acucar, revelando ser uma LTP mais relacionada ao estresse abiotico do que bidtico,
sendo muito responsiva a seca e, finalmente, por Talame et al. (2007) que,
estudando estresse hidrico em cevada, verificaram um aumento de 2,5 vezes nos
niveis de transcricdo de duas LTPs. Como jé& foi discutido, o papel das LTPs durante
0 estresse causado pela seca pode estar associado a formacao da cuticula, que tem
a funcdo de diminuir a desidratacdo. Lokko et al. (2007), por exemplo, relatam a
prevaléncia de genes de LTPs em bibliotecas de mandioca submetida a
desidratacéo, reforcando o aparente papel destas proteinas na resposta a seca.

A andlise da regido promotora dos genes de defensinas e LTPs identificados
no genoma da cana-de-acucar resultou na identificacdo de diversos promotores e
seus respectivos fatores de transcricdo (Tabela 8). Kaur et al. (2017) analisaram a
regiao promotora de proteinas PR de Arabidopsis e de Oryza sativa, e identificaram
os promotores nelas encontrados. Alguns deles estdo presentes nos genes de
defensinas e LTPs identificados em cana-de-acUcar, ajudando a corroborar suas
identidades de proteinas PR. Dentre eles, estdo: ABRE, elemento responsivo a
acido abscisico; MBS, sitio de ligacdo a MYB e responsivo a seca; TGACG-motif,
responsivo ao MeJA e ao acido salicilico e G-box, responsivo a luz.

O elemento responsivo a ABA (ABRE) tem afinidade por fatores de
transcricdo MYB e ABF, que sinalizam a expressao de genes envolvidos na resposta
ao estresse, e foram identificados na regido promotora de defensinas e LTPs de
cana-de-agUcar. Segundo Seki et al. (2007), o ABA enddgeno tem seus niveis
aumentados em situacdes de déficit hidrico (SEKI et al., 2007) e, considerando que
a expressdo de certos horménios é regulada por ABA, este exerce importante
funcdo em situacbes de estresse (RABBANI et al., 2003). A regido promotora de
duas das defensinas (Grupos 2 e 3) e de cinco das LTPs (LTP1.l.1, LTP2.1.2,
LTP6.V, LTP7.V e LTP8.VI) analisadas possui sitio de ligacdo para elementos ABF,
sugerindo que defensinas e LTPs podem estar relacionadas a resposta ao estresse

em cana-de-acuUcar. O fator de transcricdo MYB, relacionado a resposta a seca, foi
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identificado na regidao promotora de duas defensinas (Grupos 1 e 3) e em 5 LTPs
(LTP1.1.1, LTP2.1.2, LTP6.V, LTP7.V e LTP8.VI). Em Arabidopsis, Cominelli et al.
(2005) relataram uma proteina MYB, especifica de células-guarda, envolvida na
regulacdo dos estdmatos. Em raizes de cana-de-acUcar submetidas ao déficit
hidrico, observamos um aumento da expressao da defensina do Grupo 1 (Figura
15B), o que reforca nossa hipotese do envolvimento das defensinas e LTPs na
resposta da cana-de-acucar a seca.

Os fatores de transcricdo CBF1 atuam sobre os promotores responsivos a
desidratacdo, porém regulam a expressdo em uma via independente de ABA
(AGARWAL; JHA, 2010). O promotor de ligacdo a CBF1 foi identificado na LTP5.1.5,
e o promotor de ligacdo a ABF1 (ABRE) foi identificado na LTP2.1.2 isoladamente.
Ambos os promotores (CBF1 e ABF1) foram encontrados simultaneamente nas
demais LTPs (LTP1.l.1, LTP6.V, LTP7.V e LTP8.VI), sugerindo que estas LTPs
possam ser reguladas por duas vias (uma dependente e outra independente de
ABA).

TGACG-motif, elemento responsivo ao MeJA e regulado pelo fator de
transcricdo bZIP, foi identificado em uma defensina (Grupo 3) e em trés LTPs
(LTP5.1.5, LTP1.1.1 e LTP6.V). O fator de transcricdo OBF5, envolvido na resposta
ao acido salicilico, (SA, do inglés salicylic acid) foi identificado em uma defensina
(Grupo 2) e em quatro LTPs (LTP1.l.1, LTP5.1.5, LTP7.V e LTP8.VI). Chen et al.
(2016) relataram a responsividade da LTP de cana-de-acUcar (ScNsSLTP) por eles
estudada, que sofreu inducdo por MeJA e leve supresséo por SA. Mar et al. (2003),
trabalhando com a LTP FxaNsLTP de morango submetido a diferentes tipos de
estresses abidticos, relataram responsividade ao ABA e ao SA. Portanto, promotores
identificados nas LTPs de cana-de-acUcar parecem ser passiveis de regulacdo por
hormdnios reconhecidos como ativadores da defesa de plantas, como 0 MeJA e SA,
reforcando seus papéis na atuacao contra patdégenos.

Outros promotores/fatores de transcricdo identificados estdo associados a
diferentes papéis e regulacbes em cana-de-acucar, dentre eles: Box-wl, um
promotor associado a resposta a elicitores fungicos, foi identificado em LTP2.1.2,
sugerindo que essa LTP possa atuar na defesa contra fungos; SEF4, um fator de
transcricdo associado a mobilizacdo de reservas em sementes foi identificado em

uma defensina (Grupo 1), assim como Opaque, a quem se atribui a mesma funcéo,
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foi identificado na LTP2.1.2, sugerindo a possibilidade de expressdo destas proteinas
em sementes; CCAL, elemento envolvido na regulacdo do ritmo circadiano aparece
em diferentes defensinas e LTPs; RAV1, fator de transcri¢cao relacionado a resposta
a seca e salinidade foi identificado em cinco LTPs (LTP1.l.1, LTP2.1.2, LTP5.1.5,
LTP7.V e LTP8.VI), reforcando nossa hipotese de envolvimento das LTPs na
resposta ao estresse. ABI é um fator de transcricdo especifico de sementes, e foi
identificado em uma defensina (Grupo 1) e em cinco LTPs (LTP1.1.1, LTP2.l.2,
LTP5.1.5, LTP6.V e LTP7.V). Também foram identificados fatores de transcricdo
associados a regulacdo por auxinas, etileno, giberelinas e brassinosteréides,
colocando defensinas e LTPs (especialmente estas Ultimas) como potenciais alvos
de uma possivel regulacédo hormonal.

Continuando com as analises, sequéncias peptidicas preditas a partir dos
scaffolds de defensinas e LTPs foram alinhadas com suas respectivas proteinas de
referéncia, desprezando os peptideos sinais, a fim de descobrir se os peptideos
maduros preditos estavam completos (Tabela 9). A modelagem dos peptideos de
defensinas do Grupo 5 preditos a partir de transcritos/scaffolds de espécies
selvagens e dos diferentes cultivares, revelou uma alta conservacao das estruturas
terciarias deste grupo de defensinas quando comparadas entre cultivares e espécies
selvagens (Figura 18). A estrutura primaria da defensina de SP70-1143 se mostrou
muito varidvel em comparacdo com as espécies selvagens, mas essas variacoes
parecem nao ter influéncia sobre a estrutura tridimensional da defensina. Essas
diferencas observadas podem estar relacionadas ao potencial de combate a
patdgenos de SP70-1143. Defensinas possuem alta tolerancia quanto a alteracéo de
aminoacidos, como demonstraram Yang et al. (2009) que, ao substituirem residuos
de cisteina da defensina VrD1 (Vigna radiata) observaram manutencdo das
estruturas secundarias, ainda que com significativas alteracdes nas atividades
inibitorias. Esse experimento sugere certo grau de liberdade da estrutura protéica de
defensinas, que assumem novas func¢des para sobrepujar os patégenos.

De forma similar, as LTP1.l.1 dos cultivares e de S. spontaneum
apresentaram grande variacdo na sua estrutura primaria, a excecao das cisteinas
gue constituem seu elemento estrutural caracteristico. A modelagem dos peptideos
revelou estruturas terciarias caracteristicas das LTPs e conservacdo na estrutura

tridimensional, com diferencas em regides de volta.
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Por fim, verificamos a presenca de defensinas e LTPs em folhas de cana-de-
acucar cultivadas em condicdes controle. O protocolo de extracdo acida de proteinas
foi 0 mais eficiente para a identificacdo de bandas de massas moleculares
compativeis com a massa molecular dos AMPs procurados (entre 6-10 kDa). Pereira
(2015) j& havia testado os trés protocolos quanto a eficiéncia na extracdo de AMPs
de raizes e folhas de C. annuum L, e concluiu que a extragdo &cida permitia obter
bandas majoritarias entre 6 e 10 kDa, compativeis com a massa molecular pequena
dos peptideos antimicrobianos e, portanto, mais eficiente para este fim, o que foi por
nds confirmado para a extracdo de proteinas de folhas de cana-de-acgucar.

A extracdo &cida de proteinas de folhas das duas espécies selvagens (S.
spontaneum e S. officinarum) e dos trés cultivares (SP70-1143, RB867515 e
RB72454) revelou bandas com massa molecular compativel com as de defensinas e
LTPs (entre 6-10 kDa) somente no cultivar RB72454 e em S. spontaneum (Figura
20B). A auséncia de bandas de baixa massa molecular nas demais extracbes pode
estar associada, por exemplo, as diferencas de expressao constitutiva dos AMPs
entre as espécies selvagens e os cultivares. Algumas defensinas, por exemplo, nao
S80 expressas constitutivamente, ou sdo expressas em quantidades muito baixas,
inviabilizando sua deteccao (SELS et al., 2008). Como ja foi demonstrado, diferentes
cultivares possuem diferentes resisténcias a patégenos (DE SOUZA et al., 2013) e,
portanto, expressam diferentes proteinas de defesa. Oloriz et al. (2012), estudando o
perfil de expressédo de genes em cana-de-acgUcar infectada com o fungo Puccinia
melanocephala, causador da ferrugem, demonstraram que 0s niveis de expressao
de Nsltp (nsLTP de cana-de-acglcar) aumentaram gradativamente de 4-7 dias apés a
infeccdo do mutante resistente IBP8518 com o patdégeno, quando em comparacao
com gendtipo suscetivel B4362. Ou seja, no mutante resistente, LTPs podem estar
sendo empregadas pela planta para combate ao patégeno.

A caracterizacdo de defensinas e LTPs contribuiu para uma maior
compreensao dos papéis desempenhados por estes componentes do sistema de
defesa de plantas, de forma geral, e da cana-de-acucar, em especifico,

possibilitando um novo olhar sobre essas proteinas.
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6. CONCLUSOES

e As defensinas identificadas em cana-de-aclcar podem ser resultantes de
splicing alternativo, com diferentes transcritos oriundos de um mesmo gene,
uma vez que na literatura séo relatadas 14 diferentes genes de defensinas e,
contudo, identificamos apenas 6 genes;

e Foram identificadas 9 LTPs em cana-de-acucar (LTP1.l.1, LTP2.1.1, LTP3.1.2,
LTP4.1.4, LTP5.1.5, LTP6.V, LTP7.V, LTP8.VI e LTP9.VI), pertencentes a trés
diferentes classes (I, V e VI);

e O relacionamento filogenético entre defensinas de cana-de-aclUcar e demais
defensinas previamente caracterizadas revelou que esses AMPs se agrupam
em dois clados distintos, eudicotiledéneas e monocotiledéneas. Ja as LTPs
ndo apresentaram esse perfil e parecem ser menos conservadas entre
eudicotiledoneas ou monocotiledoneas;

e Os Grupos 1, 2 e 3 de defensinas exibiram aumento de expressao na cana-
de-agucar, parecendo responder a infeccdo por A. avenae. As do Grupo 1, no
entanto, parecem responder menos ao patdégeno e mais a inoculacéo por G.
diazotrohpicus. Isso parece ser condizente com o fato de que uma defensina
do mesmo grupo (Sd1) ndo possui atividade antimicrobiana e que a planta
deve permitir a colonizacdo de suas raizes por bactérias endofiticas, como a
G. diazotrohpicus. O Grupo 1 de defensinas pode estar relacionado a uma
resposta a colonizacao por bactérias benéficas em raizes de cana-de-acucar.

e Os Grupos 1 e 2 de defensinas parecem responder ao estresse hidrico, pois
aumentaram suas expressfes em raizes submetidas a essa condi¢cdo. No
tratamento combinado de déficit hidrico e G. diazotrophicus, os Grupos 4 e 5
de defensinas apresentaram aumento de expressdo, sugerindo que o0s
tratamentos combinados tém efeito sobre elas;

e As LTPs apresentaram aumento de expressdao em condicdes de patogénese,
sugerindo um papel desses peptideos na defesa da planta. Além disso, LTPs
foram mais responsivas ao déficit hidrico do que a inoculacdo por G.
diazotrophicus em cana-de-acucar;

e Promotores tipicos de proteinas PR (ABRE, MBS, TGACG-motif e G-box)
corroboram a identidade dos genes de defensinas e LTPs identificados em
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cana-de-acucar. Sitios de ligacdo a fatores de transcricdo associados ao
estresse (ABRE) e a seca (MYB) reforcam a hipotese de envolvimento das
defensinas e LTPs identificadas em cana-de-acUcar na resposta a estresse
abidtico;

A defensina SODEF17 e a LTPl..1 de cana-de-aglcar apresentaram
variacdo de aminoacidos em suas estruturas primarias entre selvagens e
cultivares de cana-de-acucar. Contudo, apesar desta divergéncia, também
demonstraram alta conservacao das estruturas terciarias;

A metodologia de extracdo protéica em meio acido se mostrou mais eficiente
no processo de obtencdo de extratos com proteinas de baixa massa
molecular a partir de folhas de Saccharum spp., apresentando um perfil
eletroforético onde é possivel visualizar bandas de baixa massa molecular (6-
10 kDa), compativeis com defensinas e LTPs. A presenca de bandas de baixa
massa molecular somente no cultivar RB867515 e em S. spontaneum pode
estar relacionada as diferentes expressfes constitutivas destes peptideos

entre as espécies selvagens e os cultivares.
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APENDICE A - Proteinas preditas a partir dos scaffolds de defensinas e LTPs
identificados em cana-de-acUcar.

DEFENSINAS

scaffold282041 size489

MHMLCVRGAELGTTSVAEARYCLSQSHRFKGLCLSSSNCASVCQ
TENFPGGECNVDGATRKCFCKKIC

scaffold57294_size2091

MGTTRVAEARHRHCFSQSHKFVGACLSESNCENVCKTEGFPSGE
CKWHGIVSKCHCKRIC

scaffold520753_size324

MLLLVATGTYVRAAGWLIYTSICELIWYGRCCAEMGPVAVAEART
CQSQSHRFRGPCVRRANCANVCRTEGFPDGKCRGFRRRCFCTT
HCRN

scaffold88512 size2077

MRTYVRAEEAAVPLAEARVCRRRSAGFKGICMSDHNCAQVCLQE
GWGGGNCDGIMRQCKCIRQC

scaffold2513_size5793

MVAEARVCMGKSQHHSFPCISDRLCSNECVKEDGGWTAGYCHL
RYCRCQKAC

scaffold323100_size443

MYMMCCLVFGFAEMQGPVTMALARKCQSKSFHFKGPCSQDTDC
NAACVKESESYTGGFCNGRPPFKQCFCTKPCKRERERELLLHFG

LTPS

scaffold41602|size2134

MQLAVAIAVVAAVVLLAATSEAAVTCGQVTSAISPCLSYARGQGSA
PSSGCCSGVRSLNNAARTSADRRTACNCLKSAARSISGLNAGNA
ASIPSKCGVNVPYTISTSTDCSKYVHIYTCINYLLHMYIAACMHVLT
QIVP

scaffold20652|size3599

MAAPRLALVAAVAVLALLAASKTASAAVSCGEVTSSVAPCLGYAM
GTASSPSAACCNGVRSLNSRATSTADRQAACACLKSMTSRLGGG
GGVSMGNAASIPGKCGVTVGVPISPNVDCSKYVGRSSPLSIN

scaffold219457|size599

MAAPKLATLALAVLLAATVVAPPAAVRAAMSCSTVYSTLMPCLPFV
QMGGAMPPQPCCGGIRSLLAQADNTPDRRTICGCLKNVANGANG
SGTYISRAAALPSKCGVSLPYKISTNVNCNTYVVYTLAPAVFSDST
TAAAILVS

scaffold31802|size2240

MMMKKGGATTTVAVAVALVVLLAAAASSVARAHVSCADVDENLR
PCVGYVTGKEAAPAAECCVGVKRIRAMPSGTADRRQACECVKQA
AAKYQPLNADAIRDLPEKCGAPLPFPLTLNFDCTTCVYPN

scaffold356482|size414

MSSRPPSSALAVLLVAAALAGAASAATLQCVQVAQLMAPCMPYLT
GAPGMTPYGICCNSLGVLNQLAATRADRVAACSCVKAAAAGFPA
VDFARAAGLPAACGLSISFTISPNMDCNQYV

scaffold88322|size2077

MRGLLVLALVAAAACLVAVRGADGAGECGATPPDRMALKLAPCA
SAAQNPSSAPSSSCCNAVHNIGKQSPKCLCAVMLSKTAKSAGIKP
EVAITIPKRCNLVDRPIGYKCGGKQNNVCSNCFLLOQNCQWYKQNR
LIK

scaffold23901|size2930

MRSLFVVALLVAAACLAAPRGADGAGECGATPPDTMALKLAPCAS
AAEDPSSAPSSSCCSAVHSIGKQSPKCLCAVMLSNTAKSAGIKAE
VAITIPKRCNLVDRPVGYKCGGR

scaffold84056|size2079

MAKLVLGLLLVLAIIGRTSADNCDKDAEAMKQECKKFQEFPANPKL
EPSPACCAVWQRADIPCLCKRVTPEAEKLWCMEKVVYVANY

scaffold61537|size2089

MARLFLACMVLLGLAMAAAAARPATTTPEDPPTGDCNQDLQDLIT
NCQDYVRFPADPKIPPSAACCGVIHRVNIPCLCSKVTPTVETIVCM
DKVVYVASYCKRPLKPGSQCGSK
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APENDICE B - Transcritos identificados em transcriptomas de Saccharum spp
através de TBLASTN de defensinas e LTPS e alguns parametros do alinhamento
(porcentagem de identidade, tamanho do alinhamento e evalue).

SP701143
QUERY ID SUBJECT IDEIZE]I'ITY AII:IIE(,;\:\(A;E}I{T E VALUE
SODOEFOL Locus_7415_Transcript_3/3_Confidence_0.667 Length_501 100.00 80 7,00E-42
SODOIZFO:L- Locus_7415 Transcript_2/3_Confidence_0.667_Length_497 100.00 80 7,00E-42
SODOIiFOl- Locus_7415_Transcript_1/3_Confidence_0.667_Length_489 100.00 80 7,00E-42
SODOEFOL Locus_7415_Transcript_1/3_Confidence_0.667_Length_489 100.00 80 7,00E-42
SODEF05 Locus_60074_Transcript_3/3_Confidence_0.600_Length_705 97.59 83 6,00E
SODEF05 Locus_60074_Transcript_2/3_Confidence_0.400_Length_597 97.59 83 6,00E
SODEF05 Locus_60074_Transcript_1/3_Confidence_0.600_Length_629 97.59 83 6,00E
SODEF06 Locus_7501_Transcript_4/4_Confidence_0.500_Length_444 100.00 80 3,00E
SODEF06 Locus_7501_Transcript_3/4_Confidence_0.600_Length_474 100.00 80 3,00E
SODEF06 Locus_7501_Transcript_2/4_Confidence_0.600_Length_548 100.00 80 3,00E
SODEF06 Locus_7501_Transcript_1/4_Confidence_0.500_Length_468 90.91 88 5,00E
SODEFO07 Locus_7501_Transcript_4/4_Confidence_0.500_Length_444 97.50 80 3,00E
SODEFO07 Locus_7501_Transcript_3/4_Confidence_0.600_Length_474 97.50 80 3,00E
SODEFO07 Locus_7501_Transcript_2/4_Confidence_0.600_Length_548 97.50 80 3,00E
SODEFO07 Locus_7501_Transcript_1/4_Confidence_0.500_Length_468 88.64 88 4,00E
SODEF08 Locus_9619_Transcript_1/1_Confidence_1.000_Length_211 50.94 53 2,00E
SODEF13 Locus_84744 Transcript_1/1_Confidence_1.000_Length_225 98.57 70 2,00E
SODEF17 Locus_25257_Transcript_1/1_Confidence_1.000_Length_301 40.82 49 4,00E

RB72454
SODOaF01‘ c65482_g1_il 41.25 80 1,00E-11
SODEF17 c20463_g1l_i2 96.39 83 7,00E
SODEF17 €20463_g1_i1 91.43 70 3,00E

RB867515
SODEF05 c38135_¢g1 il 97.50 40 2,00E-20
SODEF06 c49378_g1_il1 100.00 80 1,00E
SODEF17 c17793_g1_ il 93.68 95 5,00E

Saccharum officinarum
SODEFO08 €39655_¢g1_il 44.64 56 7,00E
SODEF17 €21805_¢g1_i2 93.68 95 6,00E
SODEF17 €21805_g1 i1 63.12 141 2,00E
Saccharum spontaneum

SODOaFm‘ 2195 g1 il 41.25 80 2,00E
SODEF17 €15125 g1 i1 95.70 93 8,00E
SODEF17 c15125 _g1_i2 90.00 80 9,00E
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SP701143
QUERY ID SUBJECT IDEN?/I'OIDED AII__IIE(IB\II\CABEH’}‘I'T VAEUE

Sobic.008G030900.2 Locus_1722_Transcript_1/4_Confidence_0.643_Length_737 86.55 119 6,00E
Sobic.008G030900.2 Locus_1722_Transcript_4/4_Confidence_0.714_Length_532 90.72 97 1,00E
Sobic.008G030900.2 Locus_1722_Transcript_2/4_Confidence_0.500_Length_538 88.66 97 5,00E
Sobic.008G030700.1 Locus_45117_Transcript_2/2_Confidence_0.857_Length_297 88.78 98 4,00E
Sobic.008G030700.1. Locus_7784_Transcript_2/2_Confidence_0.571_Length_452 79.82 114 8’935
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_Transcript_5/6_Confidence_0.286_Length_717 85.84 113 3,00E
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_Transcript_1/6_Confidence_0.214_Length_717 85.84 113 3,00E
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_ Transcript_3/6_Confidence_0.500_Length_700 85.84 113 3,00E
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_Transcript_6/6_Confidence_0.286_Length_590 85.84 113 3,00E
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_Transcript_2/6_Confidence_0.357_Length_590 85.84 113 3,00E
Sobic.008G031000.1 Locus_1893_ Transcript_4/6_Confidence_0.286_Length_586 85.84 113 3,00E
Sobic.003G338700.1 Locus_218_Transcript_1/1_Confidence_1.000_Length_546 96.69 121 3,00E
Sobic.006G074300.1 Locus_2260_Transcript_5/5_Confidence_0.500_Length_722 94.87 117 3,00E
Sobic.006G074300.1 Locus_2260_Transcript_3/5_Confidence_0.500_Length_659 94.87 117 3,00E
Sobic.006G074300.1 Locus_2260_Transcript_4/5_Confidence_0.300_Length_609 93.16 117 1,00E
Sobic.006G074300.1 Locus_2260_Transcript_2/5_Confidence_0.500_Length_909 94.64 112 7,00E
Sobic.006G074300.1 Locus_2260_Transcript_1/5_Confidence_0.400_Length_768 92.86 112 3,(;(;E-

RB72454
Sobic.008G030900.2 €33168_g3_il 79.83 119 4,00E
Sobic.008G031000.1 €29561_g3_i2 86.51 126 3,00E
Sobic.008G031000.1 c29561_g3 il 84.92 126 4,00E
Sobic.003G338700.1 €25117_g1 i1 96.75 123 1,00E
Sobic.006G074300.1 €24526_¢g1_il1 68.38 117 5,00E

RB867515
Sobic.008G030900.2 €29056_g1_i2 81.36 118 5,00E
Sobic.008G030900.2 €29056_¢g1_il1 78.99 119 4,00E
Sobic.008G031000.1 €26252_g1_i2 84.92 126 3,00E
Sobic.008G031000.1 €26252_g1_il1 84.13 126 1,00E
Sobic.003G338700.1 €23126_g1_i2 96.75 123 8,00E
Sobic.003G338700.1 c23126_g1 i1 96.75 123 8,00E
Sobic.006G074200.1 €21070_gl_i1 68.38 117 6*3%'5'

Saccharum spontaneum

Sobic.008G030900.2 c25554 g1 _i2 89.92 119 3,00E
Sobic.008G030900.2 €25554_g1_i3 88.24 119 4,00E
Sobic.008G030900.2 €25554 g1 il 88.24 119 4,00E
Sobic.008G030700.1 c14030_g1_i1 77.65 85 2,00E
Sobic.003G338700.1 c13059_g1_i2 96.75 123 8,00E
Sobic.003G338700.1 c13059 g1 i1 96.75 123 8,00E
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% ALIGMENT E
QUERY D SUBJECT IDENTIDED LENGHT VALUE
Sobic.006G074300.1 c16862_gl1_il 95.73 117 3,00E
Sobic.003G326200.1 c37842_gl i1 89.66 87 2,00E




APENDICE C - Modelagens das defensinas e LTPs identificadas em cana-de-aguicar.

A

Modelos

Grupo 1

scaffold|489

Grupo 1

scaffold|2091

Plot de Ramachandran

Psi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [ABL]
Resames m addmonal allowed regions [a.b.1p]

ly allowed regions [~a~b.~1~p]
R:sxchxes m disallowed regions

Number of non-glycine and non-proline residues
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as tnangles)
Number of proline residues

Total number of residues

83.1‘/0
7.1%

0.0%

4.8%

100.0%

Sl -t ,"3! wowd

Psi (degrees)

Phu (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.BL]
Resnduts in additional allowed mgxons [ablp]

in g 1y all gions [~a.~b.~1~p]

R:snducs in disallowed regions

Number of nen-glycine and non-proline residues
Number of end-residues {excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as tniangles)
Number of proline residues

Total number of residues

38 90.5%
3 71%
0 0.0%

24%

42 100.0%
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Grupo 2

scaffold|324

P'si (degrees)

Flu (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB.L] in 76.8%
Residues in addifional allowed regions [ab.lp] ] 154%
Residues in generously allowed regions [-a.~b.~L-p] 2 5.1%
Residues in disallowed regions 1 L6%
Numiber of non-glveine and non-proline residues 39 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Numiber of glycine residues (shown as iriangles) 4
Numiber of proline residues 2
Total mmber of residues _-1‘:-‘
Grupo 3
scaffold|2077
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£
AB0 o135 S0 45 b 45 @0 135 180
Pl (degress)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [ABL) 33 86.8%
Residues m additional allowed regions [a,b,1p] 4 10.5%
Residues in generously allowed regions [-a,~b.~1-p] 1 26%
Residues m disallowed regions 0 0.0°%
Number of non-glycine and non-proline residues _;3 ]_DO_IJ_%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glyeine residues (shown as triangles) 7
Number of prolme residues [i]

Totfal number of residues 47
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Grupo 4 =
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135 180
Plu {degress)
Plot statistics
Resudues in most favoured regions [AB.L) 25 67 6%
Residues in additional allowed regicns [ab.lp] 12 324%
Reswdues m penercusly allowed regions [~a,~b.~L~p] ] 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-ghycme and non:prolme residues “3-5 1 E};B;".
=] o) :
Number of ghycme residues (shown as miangles) 4
Number of proline residues 1
Total number of residees -16
Grupo 5 =
I
scaffold|443 |
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135 130
Phi (degreas)
Plot statistics
Residues in most favowred regions [AB L] 34 70.1%
Residues in additonal allowed regions [ab,1p] a 20.9%
Residues in generously allowed regions [~a.-~b~1-p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions ] 0.0%
MNumber of non-glycine and non-proline resuducs. ; 100.0%
Numiber of end-residues (exel Gly and Pro) 2
MNumber of glycme residies (shown as tnangles) 4
MNumber of proline residhes 4
Total mumber of residues _53




Grupo 5
c20463_g1_i_RB72454

Grupo 5
c17793_g1_11_RB867515
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180 138 90 a8 45 90 135 180
Flii (degrees)
Plot statistics
FResidues in most favoured regions [ABL) 33 73.3%
Residues in additional allowed regions [a,b,lp] 12 26.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b.~L~p] 0 0.0%
Residues in di repions 0 0.0%
Number of non-glveine and non-proline residues 45 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as inangles) 4
Number of proline residves G
Total mumber of residues _5
g
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180 135 .80 45 0 45 e 135 1%
Pla (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [ABL] 33 733%
Residues in additional allowed regions [ab,1p] 12 26.7%
Feesidues in v allowed regions [~a.~b.-L~p) 1] 00%
Residues in disallowed regions 1] 0.0%%
MNumber of non-glyeine and non-prolme residuss 45 100.0%
Mumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glveine residues (shown as tiangles) 4
Number of proline residues -]

Total mumber of residues 57
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Grupo 5
c21805_g1_i2_SOF

Grupo 5
c15125_g1_i1_SSP

i
#

Py (degrees)

Plii {degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB1)] 33 73.3%
Residues m additional allowed regions [a.b.1p] 12 26.7%
Residues in generously allowed regions [~a~b~L~p] 0 00%
Residues in disallowed regions 0 005
Mumber of non-glyeine and non-proline residues 43 100,08
Number of end-residues (exel. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 4
Number of proline residues [+
Total number of residues -5;"
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Phi (degrees)
Plot statisties
Residues in most favoured regions [ABL] 33 73.3%
Residues in additional allowed regions [a,b.1p] 12 26.7%
Residues in generously allowed regions [~a b ~1-~p] 0 0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Mumber of non-glycine and non-proline residues 45 1000%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Mumber of glycine residues (shown as tnangles) 4
Mumber of prolime residnes &
Total number of residues ?T
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LTP1(scaffold|41602)

LTP2 (scaffold|20652)

130

1357

P (degrees)

Fhi {degrees)

Plot statisties

Residues in most favoured regions [A.B L]
Residues in additional allowed regions [ab.lp]
Residues in generously allowed regions [~a-~b.~L-p]

Residues in disallowed regions

Number of non-ghycine and non-proline residues
Murnber of end-residues (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as triangles)

Number of proline residues
Total nuniber of residues
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Plot statistics

Residues in most fwvoured regions [ABL]
Residues in additional allowed regions [a.b.1g]
Residues in generously allowed regions [~a.~b,~1~p]

Fesidues i disallowed reglons

Number of nen-glvcine and non-proline sesidues
Mumber of end-residuves (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as tnangles)

Number of proline residues
Total number of recidues

-
r

04 7%
407
0.0%
13%

100.0%

3'\.-‘-5 (X1 ml-—-c:-w
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LTP3 (scaffold[219457)

Psi (degrees)

205 = _[—l_ .
S1359° =3 '_l | ,_r = l
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T 3
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A180  -135 50 -4
Plu (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B,L]

Residues in additional allowed regions [a,b,1p]
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~1-p]
Residues in disallowed regions

Number of non-glycine and non-proline residues
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)

Number of glycine residues (shown as tnangles)
Number of proline residues

Elmm ) d[o—-w::‘

Total mumber of residues

LTP4 (scaffold|31802)

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [ABL] 96.1%
Residues in additional allowed regions [a.b.1.p] 2.6%
Residues m generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 0.0%
Residues in disallowed regions 13%
Number of non-glycine and non-proline residues 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)

Number of glycine residues (shown as triangles)
Number of proline residues

Total number of residues 92




LTP&(scaffold|356482)

LTP6 (scaffold88322)

Psi (depres)

180 135 g0 45 [ 45

Flu {degrees)

Plot statisties

Total mumber of residues

1357

90+

45+

Residues in most favoured regions [ABL]

Fesidues in additional allowed regions [ablp]
Residues in generously allowsd regions [~a~b.~L-p]
Residues in disallowed regions

Number of non-glveine and non-proline residwes
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)

MNumber of glycine residues (shown as tniangles)
MNumber of proline residues
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Psi (degrees)

1354 -
)

—_ ——

L ."“";
A
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45 b 45
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues i most fivoured regions [ABL]
Residies m additional allowed regrons [ablp]

Residues m
Fesidues in disallowed regions

by allowed regions [~a,~b.~1~p]

Number of non-glycine and aon-proline residues
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)
Mumber of glveine residues (shown as triangles)

Mumber of proline residues
Total numiber of residues

93 4%
3.3%
1.6%
1.6%

100.0%
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LTP7 (scaffold|23901)

LTPS8 (scaffold|84056)

180+

—
M
A

1351 ’ Z
-1

Psi (degrees)

Total mumber of residues 67

Pha (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [AB.L] 59 93.7%
Residues in additional allowed regions [a.b.1p] 2 3.2%
Residues in generously allowed regions [~a-~b~L~p] 1 1.6%
Residues in disallowed regions 1 1.6%
Number of non-glycine and non-proline residues 63 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as tnangles) 3
Number of proline residues N
Total number of residues 78
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2180 -135 .90 45 0 45 %0 135 180
Phu (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [AB.L) 55 948%
Residues in additional allowed regions [a.b.lp] 2 3.4%
Residues m generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 1 1.7%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of noa-glycine and non-proline residues 58 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 0
Number of proline residues 5




LTPO (scaffold|1537)

LTP1

c29561_g3_i1-RB72454

Pai (degrees)

-
135 1o
Phu (degrees)
Plot statistics

Fesidues in most fivoured regions [A.B.L) 55 03 2%,
Residues in additional allowed regions [a.b.1p] 3 5.1%
Residues in generoushy allowed regions [~a.~b.~1-p] 1 1.7%
Residues m disallowed regions 0 0.0%%
Number of non-ghycine and non-proline residues k1 100.0%
MNumnber of end-residues (excl. Gly and Pro) 3
MNumber of glvcine residues (shown as tnangles) 2
Number of proline residues 7
Tatal muniber of residues Tl

180 T I T | ;’“‘i‘* -+ .

1357 " ‘ R
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Psi (degrees)

s _,_I_
1354 - | ) |

By

NERENEE
- a3 o s 45 g0 15 1@
Plu (degraes)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] T 93.4%
Residues in additional allowed regions [ab,Lp] 4 5.3%
Residues in generously allowed regions [-a,-b,~1-p] 0 0.0%
Residues i disallowed regions 1 1.3%
Number of non-glycine and non-proline residues T 100 0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glyeine residues (slawn as triangles) 13
Number of proline residues 3

Total number of residues 05
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LTP1
€29056_g1_i1-RB867515 e
a0
45

Pl {degres)
=

45+

-0+

-135

-180 2135 G0 45 b 45 w0 135 1do
Pl (degrees)
Plot statistics

Residnes in most favoured regions [A.BL] 76 07.4%
Residues in additional allowed regions [a,b,1p] 2 26%
Residues in generously allowed regions [-a,~b.~1.-p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%%
MNumber of non-glycine and non-proline residues _;3 lﬁﬂ_ﬁ%
Mumber of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glveine residues (shown as triangles) Q
Number of proline residues. 4
Total mumber of residues _53

LTP1
25554 _g1_j2-SSP

7 "

& S

3 |

- |
e
@0 35 @ 45 b £ s 135 1de
Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [ABL] 75 96.2%
Residues in addinonal allowed regions [a.b.lp] 3 3.8%
Restdnes in geperously allowed regions [~a,~b,~1~p] 4] 0.0%
Residues in disallowed regions 4] 0.0%%
Number of non-glycine and non-proline residues 78 100.0%%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glveine residues (shown as triangles) Q
Number of prolime residues 4

Total mmmber of residues o3




