T ASCoL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude

Programa de Pés-Graduacdo em Genética evolutiva e Biologia Molecular

Heloisa Tavoni Longhim Peccin

INIBIDORES DE POLIGALACTURONASE (PGIPs) ORIUNDOS DO FEIJAO:
PRODUCAO RECOMBINANTE E ESTUDOS FUNCIONAIS

Sao Carlos-SP, 2019



INIBIDORES DE POLIGALACTURONASE (PGIPs) ORIUNDOS DO FEIJAO:
PRODUCAO RECOMBINANTE E ESTUDOS FUNCIONAIS

Heloisa Tavoni Longhim Peccin

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de POs-Graduacdo em Genética
evolutiva e Biologia Molecular do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Sdo Carlos como parte do requisito
para a obtencdo do Titulo de Mestre em
Genética Evolutiva e Biologia Molecular — Area
de concentracdo em Bioquimica e Biologia
Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Henrique Silva

Sao Carlos, 2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

< {
l’ﬁ:{o}‘. Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saide
S Programa de Pos-Graduagao em Ganética Evolutiva e Biologia Molecular

o Folha de Aprovagao o

Assinaturas dos membres da comissfio examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de DissertagSo de Mestrado da
candidata Heloisa Tavoni Longhim Peccin, realfizada em 01/03/2019.

)X S
7SI 0 S
Prol. Pr. Fiavio Hennque da Siva
UFSCar

“I’\ "5-H~" -A’:‘ILA

Prof Dr. Felipe Roberti Teixeira
UFSCar

P =

Prot. Dr. Mauricio Bacor Junior
UNESP




Dedicatoria

Dedico aos meus pais Marco e Marcia que
nunca mediram esforcos para minha
criacdo e educacdo e ao meu marido
Douglas que sempre esteve ao meu lado
durante minha jornada profissional.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter iluminado meu caminho nessa trajetéria que
chamamos de vida.

Agradeco aos meus pais e minha familia que sempre me incentivaram e me apoiaram
em meus estudos e em minhas decisdes.

Agradeco ao Douglas, meu marido, por estar sempre ao meu lado me ajudando a
tornar meus sonhos realidade.

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr. Flavio Henrique Silva, por ter acreditado em
meu trabalho, ter aberto as portas de seu laboratdrio pra mim e ter me ensinado tantas
coisas. Ao seu lado cresci profissionalmente e pessoalmente, serei eternamente grata.

Agradeco duas pessoas em especial, a Priscila Shibao, minha companheira
Farmacéutica, de café e cerveja, veterana e amiga, que me apresentou para o Flavio,
sendo uma das responsaveis pelo meu mestrado e que desde Ribeirdo vem me
aconselhando. E a Danyelle Toyama que me ajudou muito no laboratério, acredito que
nao exista alguém com mais paciéncia e que conheca mais o LBM que ela, sou muito
grata as duas.

Agradeco aos meus colegas de laboratério Chakra, Navenna, Célio, Valentina,
Anderson, Isabela, Paty, Camilo, Adelita, que além de ajudarem no meu crescimento
profissional, deixaram meus dias de trabalho mais divertidos.

Agradeco a Profa. Dra. Maria de Lourdes de Moraes Polizeli e sua aluna Vanessa
Elisa Pinheiro, do departamento de biologia da FFCLRP pela colaboracéo.

Agradeco ao Prof. Dr Paulo Teixeira Lacava do Departamento de Morfologia e
Patologia - DMP — UFSCar pela colaboracéo.

Agradeco a CAPES pelo apoio financeiro através da bolsa de mestrado durante o
periodo de dois anos.



RESUMO

As substancias pécticas sdo componentes da lamela média da parede celular
vegetal e sdo compostas de residuos de acido galacturdnico, parcialmente metil-
esterificados e ligados por ligagdes a-1,4 glicosidicas. Estas substancias séo
naturalmente degradadas por pectinases, como a endopoligalacturonase (PG), que é
responsavel pela reagéo de hidrélise de ligagcdes a-(1,4) da pectina. As pectinases e
outras enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular das plantas
(PCWDEs) tém sido extensivamente estudadas em plantas, bactérias, fungos e
insetos. Como estratégia de defesa, as plantas tentam inibir a atividade enzimatica
dessas enzimas, produzindo inibidores de PG, os PGIPs (Polygalacturonase Inhibitor
Proteins). Os PGIPs possuem uma estrutura formada por repeti¢cdes ricas em leucina
(LRRs), que sdo organizadas para formar duas folhas 3, sendo que a folha B1 contem
residuos cruciais para interacdo com as PGs. O alto nivel de expressao dos PGIPs
nao previne a infeccdo, porém, limita significativamente a colonizacdo do tecido pelo
organismo invasor. Dentre os PGIPs mais estudados encontram-se os inibidores de
poligalacturonase oriundos do feijao (Phaseolus vulgaris), os quais consistem em uma
familia de 4 genes agrupados (pvpgipl, pvpgi2, pvpgi3 e pvpgi4). Devido a aplicagédo
de pectinases em diversos campos industriais e a importancia desses inibidores,
foram produzidos, neste trabalho, de forma recombinante em Pichia pastoris, 0s
inibidores PvPGIP2 e PvPGIP3 do feijdo, os quais foram submetidos a ensaios
funcionais. Foi observada a inibicéo parcial da atividade da pectinase de Aspergillus
niger pelas proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3. Além disso a PvPGIP2
inibiu parcialmente a atividade da pectinase do fungo Neosartorya glaba, pela primeira
vez relatado na literatura. As proteinas recombinantes também foram testadas frente
a pectinase do inseto Sphenophorus levis (SI-EndoPG), porém a atividade da mesma

nao foi reduzida.

Palavras chaves: Inibidores de poligalacturonase, Pectinase e Pectina



ABSTRACT

Pectic substances are components of the middle lamella of the plant cell wall
and are composed of partially methyl-esterified galacturonic acid residues linked by a-
1,4 glycosidic bonds. These substances are naturally degraded by pectinases, such
as the endopolygalacturonase (PG), which is responsible for the reaction of hydrolysis
of a- (1,4) bonds of pectin. Pectinases and other enzymes responsible for cell wall
degradation (PCWDES) have been extensively studied in plants, bacteria, fungi and
insects. As a defense strategy, the plants try to inhibit their enzymatic activity by
producing inhibitors of PG, the PGIPs (Polygalacturonase Inhibitor Protein). PGIPs
have a structure formed by leucine-rich repeats (LRRs), which are arranged to form
two B-sheets, being that B1-sheet contains residues crucial for interaction with PGs.
The high level of PGIP expression does not prevent infection, however, it significantly
limits colonization of the tissue by the invading organism. Among the most studied
PGIPs are polygalacturonase inhibitors from the bean (Phaseolus vulgaris), which
consist of a family of 4 clustered genes (pvpgipl, pvpgi2, pvpgi3 and pvpgi4). Due to
the application of pectinases in several industrial fields and to the importance of these
inhibitors, the PvPGIP2 and PvPGIP3, inhibitors of the beans were recombinantly
produced in Pichia pastoris, which were subjected to functional assays. Partial
inhibition of Aspergillus niger pectinase activity against recombinant proteins PvPGIP2
and PvPGIP3 were observed. In addition, PvPGIP2 partially inhibited the activity of the
Neosartorya glaba’s fungus pectinase for the first time reported in the literature. The
recombinant proteins were also tested against pectinase of the insect Sphenophorus

levis (SI-EndoPG), but the activity of the same was not reduced.

Keywords: Polygalacturonase Inhibitors, Pectinase and Pectin
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1. INTRODUCAO

1.1. Parede celular vegetal

A parede celular vegetal possui fungbes estruturais, definindo o tamanho e

formato das células e tecidos (York, 1986), além de atuar na protecdo contra

invasores, sendo considerada a primeira barreira fisica contra insetos fitofagos e

micro-organismos fitopatogénicos (Preston, 1974).

A parede celular vegetal pode ser classificada em primaria ou secundaria e
essa classificacédo esta relacionada a sua distancia da membrana plasmatica e a sua

composicdo quimica (York; 1986). Dentre os componentes em maior abundancia

nessa estrutura celular estdo a celulose, hemicelulose, lignina e pectina (Figura 1)

(Preston, 1974).

Pectina
Lamela {
Média

Parede
Celular
Primaria

Microfibrila
de
Celulose

Vlcmbrana

. Hemicelulose
Phsm'mca

Proteina soluvel

Figura 1: Composicdo da parede celular vegetal. Organizacdo dos principais

componentes da parede celular vegetal em sua estrutura. Fonte modificado de

https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3APlant_cell_wall_diagram-en.svg
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1.2. Pectina

A pectina € um hetero-polissacarideo que contém predominantemente
residuos de acido galacturénico (GalA) ligados por ligagdes a-1,4 glicosidicas, no qual
propor¢cdes varidveis dos grupos acidos estdo presentes como ésteres metilicos,
enguanto uma certa quantidade de acuUcares neutros pode estar presente como
cadeias laterais (Voragen, 2009). Ela é composta por quatro diferentes
polissacarideos: homogalacturano (HG), ramnogalacturano | (RG-I) e Il (RG-II), e
xilogalacturano (XGA) (Mohnen, 2008). O principal polissacarideo da pectina é o
homogalacturano (HG), o qual representa 65% da pectina em paredes celulares

primarias e € um homopolimero de GalA (Figura 2) (Mohnen, 2008).

@ Acido galacturbnico
Ramnose

® Galactano

O Arabinose

® Outros constituintes

T

1a ope F
| .......I
Bl
L]
8
:

Ramnogalacturanol Homogalacturano Ramnogalacturano |l

Figura 2: Estrutura péctica. Representacdo esquemédtica dos principais
polissacarideos da estrutura péctica: homogalacturano (HG), ramnogalacturano |

(RG-I) e Il (RG-1I) (Fonte Ulrike, 2016 modificado)

As substéancias pécticas sdo componentes da parede celular vegetal e estdo
diretamente relacionadas com a manutencédo da estrutura vegetal e com a prote¢cao
celular, ou seja, quando estas substancias pécticas sao degradadas, e isso ocorre
naturalmente por acdo enzimatica de pectinases, grandes alterac6es ocorrem na

célula vegetal.
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1.3. Pectinases

As pectinases sao enzimas capazes de atuar sobre substancias pécticas.
Dentre a familia de pectinases encontram-se a pectilmetilesterase (PME), a qual é
responséavel pela remocéo de grupos éster metilico, a endo-poligalacturonase (Endo-
PG), que é responsavel pela reacdo de hidrdlise aleatdria de ligagdes a-(1,4) e a
Exo-poligalacturonase (Exo-PG) que hidrolisa as penultimas ligacdes glicosidicas e
liberam unidades de acido digalacturénico (Figura 3) (Reignault, et al., 1994; Crelier,
et al., 2001 e Evangelista, et al., 2015).

O co;
nM
(3.0
/0co:m
~3.-0
B )«’}\/’\-
HO
OcocH
endo-PG L -0
no-

Figura 3: Acdo das pectinases na pectina. A- PME catalisa a hidrolise dos grupos
metil éster da cadeia principal; B- endo-PG rompe as ligacdes glicosidicas internas da
cadeia de modo randémico, C- exo-PG age sobre os mondémeros terminais da cadeia
(Fonte Limberg, 2000 modificado).

As pectinases e outras enzimas responsaveis pela degradagédo da parede
celular das plantas (PCWDEs) tém sido extensivamente estudadas em plantas,
bactérias e fungos. As pectinases vegetais estéo relacionadas principalmente com o
crescimento vegetal e amadurecimento de frutos (Gonzalez; et al., 2010). Ja os
fitopatégenos utilizam a pectina vegetal como fonte de energia por meio da

degradacdo mediada por estas enzimas (Kirsch, 2016).
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Ha alguns anos, acreditava-se que a presenca de pectinases em insetos tinha
origem endossimbidtica. Entretanto, estudos mostraram que alguns invertebrados,
incluindo insetos, também podem sintetizar essas enzimas (Watanabe et al. 1998;
Girard and Jouanin, 1999; Watanabe and Tokuda, 2001, 2010; Allen and Mertens,
2008; Celorio-Mancera Mde, et al. 2009; Willis et al., 2011; Evangelista, et al., 2015).
Ja foi relatada a presenca de pectinases em insetos da familia Miridae, bicho-pau e
besouros, este ultimo nos dois grupos: Chrysomelidae (besouro de folha, besouro de
longos-chifres) e Curculionidae (weevils) (Allen, 2007; Hull et al., 2013; Pauchet et al.,
2014, 2010, 2009; Shen et al., 1996; Evangelista, et al., 2015; Kirsch, 2016).

1.3.1. Pectinases de Sphenophorus levis

O besouro Sphenophorus levis (Coleptera, Curculionidae), popularmente
conhecido como “bicudo da cana”, foi identificado em 1978 (Vaurie, 1978) e tornou-se
uma das principais pragas desta planta no Brasil, principalmente nos canaviais do
estado de S&o Paulo e de regides de Minas Gerais (Gallo et al., 2002).

S. levis é um inseto de habitos noturnos, com tamanho adulto variado entre 8 a
14 mm (Figura 4D), e tamanho larval de cerca de 15 mm (Figura 4B) (Vaurie, 1978).
A fémea adulta utiliza a mandibula para abrir pequenos orificios na base do colmo
onde deposita os ovos (Figura 4A), os quais apos eclodirem liberam as larvas (Figura
4B). E durante a fase larval que este inseto causa maiores danos a cultura. As larvas
atacam o interior do rizoma, abrindo galerias na base da brotacdo, gerando graves

danos a planta e em alguns casos, até a sua morte.
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Figura 4: Ciclo de vida do Sphenophorus levis. A: Ovos; B: Larva de
aproximadamente 30 dias de idade; C: Pupa; D: Inseto adulto. (Fonte Fonseca, 2012;
Laboratorio de Biologia Molecular Dep. Genética e Evolucao).

A acdo da larva causa prejuizos econbmicos em razdo da reducdo da
produtividade e longevidade do canavial (Izzepi, et al., 2014). Apesar de véarias
estratégias serem aplicadas para controlar a incidéncia e proliferacdo de S. levis,
como 0 manejo integrado, utilizagdo de controles biolégicos e inseticidas quimicos,
nenhuma obteve sucesso, uma vez que as larvas permanecem dentro da planta e os
insetos adultos em baixo da terra, tornando mais dificil o seu controle (Rinke,et al.,
2011).

NOsso grupo construiu e sequenciou uma biblioteca de cDNA de larvas S. levis
(Fonseca, 2012) afim de estabelecer estratégias moleculares para o controle deste
inseto. As andlises das sequéncias revelaram a presenca, no inseto, de duas
pectinases: Uma pectilmetilesterase (PME) (GenBank: KF697077) e uma
endopoligalacturonase, endo-PG (GenBank: KF697078) denominadas SI-PME e SI-
endoPG, respectivamente. A Sl-endoPG é uma glicoproteina provavelmente
secretada de aproximadamente 36 kDa, que possui quatro sitios de N-glicosilacdo e
apresenta similaridade com as sequéncias de pectinases de outros insetos pragas
como S. oryzae, D.ponderosae, Chysomela tremula, Gastrophysa viridula,
Leptinotarsa decemlineata e Phaedon cochleariae (todos com maxima identididade

maior que 49%) (Fonseca, 2012 e Evangelista, et al., 2015).
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1.3.2. Pectinases fungicas

O uso de pectinases tem aumentado consideravelmente com grande enfoque
nas industrias de alimentos, téxtil e de papel de celulose (Bhat, 2000). Atualmente,
pectinases sao as enzimas mais importantes nas industrias de processamento de
alimentos, principalmente para extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vinhos
(Akhter,2011).

Geralmente, as preparacdes enzimaticas usadas na industria alimenticia sédo de
origem fangica, por estes microorganismos serem potentes produtores destas
enzimas (Akhter,2011; Marie K. W. Sin, et al., 2002; Abe, J. et al., 1988; Aguilar and
Huitron, 1987).

As preparagfes enzimaticas comerciais sdo geralmente produzidas com fungos
filamentosos, especialmente Aspergillus niger, uma vez que o mesmo é considerado
como nédo patogénico e na producao de alguns compostos tem o estatuto de GRAS
(geralmente  reconhecido como  seguro). Este fungo secreta @ sete
endopoligalacturonases, as quais sao altamente homologas (endopoligalacturonases
[, Il e A - E) (van Pouderoyen, 2003) e possuem massa molecular entre 30 e 60 kDa
(Singh, S. A. e Appu Rao, 2002).

Ainda dentro dos fungos filamentosos, encontra-se o género Neosartorya. A
espécie Neosartorya glabra foi recentemente descrita e por iSSo apresenta poucos
estudos acerca dela, entretanto € sabido que N. glabra € um bom produtor de enzimas
pectinoliticas, e apresenta uma endopoligalacturonase de aproximadamente 72,44
KDa (Pinheiro, et. al, 2017).

1.4. PGIPs

As PGIPs sdo proteinas inibidoras de poligalacturonases. Elas sao
naturalmente produzidas pelas plantas como forma de defesa a fatores exdégenos. Sua
estrutura € composta por motivos formados por repeticdes ricas em leucina (LRRS)
que s&o organizadas para formar duas folhas B (figura 5). Uma das folhas (folha B1)
ocupa o lado interior concavo do inibidor e contém residuos cruciais para interagir com
PGs (Di Matteo et al.,, 2003 e Kalunke et al., 2015). Além de reduzir o potencial

agressivo das PGs, os PGIPs favorecem a formacdo de oligogalacturonideos de
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cadeia longa (OGs), capazes de induzir respostas de defesa da planta (De Lorenzo et
al., 2001). O importante papel do PGIP na defesa das plantas tem sido demonstrado
pela superexpressao de seus genes em varias espécies de plantas, sendo que o gene

de escolha pode ser enddgeno ou proveniente de outra espécie (Kalunke, et al., 2015).

Figura 5: Representagcdo da estrutura tridimensional do PvPGIP2 (PGIP2 de
Phaseolus vulgaris). Os dominios N-terminal e C-terminal ricos em cisteina sdo
apresentados em verde. A folha 3, B1 ocupa a face concava (azul), uma matriz regular
caracteriza a face convexa (vermelha), e uma segunda folha 3 nao regular (B2; ciano)

€ encontrada entre as duas faces (Maulik, et al, 2009).

A primeira planta transgénica obtida utilizando um gene codificante para um
PGIP, e testada contra microrganismos patogénicos, foi o tomateiro (Solanum
lycopersicum) expressando PvPGIP1 de P. Vulgaris (Kalunke, 2015). O tabaco, no
entanto, foi a planta mais utilizada para testar o efeito da expresséo de PGIP sobre
patégenos. A expressdo constitutiva e em alta quantidade de Pvpgip2 (P. vulgaris),
Vvpgipl (de V. vinifera), Capgipl [de pimenta (Capsicum annum)] e Brpgip2 (Rapa)
foram obtidas em tabaco transgénico, e as plantas que expressam PvPGIP2
mostraram reducdo de 35% dos sintomas causados pelo fungo Botrytis cinerea
(Manfredini et al., 2005, Kalunke, 2015). Os resultados relatados por Kalunke 2015
indicam claramente que PGIP é util para melhorar a resisténcia em diferentes

espécies de culturas.

21



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral do projeto

O presente projeto teve como objetivo principal a produg¢do recombinante de
inibidores de endopoligalacturonases provenientes do feijdo (Phaseolus vulgaris),
para avaliar a atividade inibitéria destes sobre uma PG (SI-EndoPG) do inseto

Sphenophorus levis, e sobre PGs fungicas.

2.2. Objetivos especificos

Extracdo do material genético de Phaseolus vulgaris;

e Amplificacdo das regides codificadoras para as PGIPs e clonagem em vetor de

expressao em Pichia Pastoris;

e Transformacdo em P.pastoris das construcfes realizadas e isolamento de

transformantes hiperprodutores;
e Producéo e purificacdo dos inibidores;
e Ensaios de atividade inibitoria dos PGIPs produzidos frente a SI-EndoPG;

e Ensaios de atividade inibitoria dos PGIPs frente a pectinases fungicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Producéo daenzima SI-EndoPG

A enzima SI-EndoPG foi produzida em Pichia pastoris, como descrito por
Evangelista, 2012. Desse modo, cresceu-se as células do clone desta enzima em 25
mL de meio BMGY por 24h a 250 rpm, em seguida utilizou-se dos 25 mL para inocular
500 mL de meio BMGY, o qual incubou-se por 24h a 250 rpm. Posteriormente realizou-
se a precipitacdo das células e troca do meio por 100 mL de meio BMMY. Incubou-se
por 144h a 250 rpm adicionando-se metanol absoluto ao meio em uma concentracao
final de 0,75%. ApoOs término das 144h o meio foi separado das células por
centrifugacao, filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 um (Milipore) e purificado.

A purificagdo por cromatografia por afinidade foi conduzida a partir de coluna
de resina silica carregada com 5 mL de niquel (His-Link, Promega), na qual as
proteinas ficam aderidas pela cauda de histidina. Para a coleta das proteinas, lavou-
se a coluna com solug¢des tampéo de concentragdes crescentes de imidazol (10, 25,
50, 75, 100 e 250 mM). Apés coleta, as amostras foram analisadas em SDS PAGE
12%, por onde se selecionou para didlise as fracdes que apresentaram maiores
concentracfes da proteina desejada.

A dialise foi realizada via membrana de dialise (PIERCE 3,500 MWCO) em
tampao 10 mM TrisHCI, 150 mM NaCl pH 7,5 em uma proporcao proteina/tampao de
1:1000 (V/V). O processo foi realizado sob leve agitacdo a 4 °C. As proteinas
dialisadas foram armazenadas em tubos falcon a 4 °C, apés filtradas em membrana
0,45 um (Milipore) sob condi¢cbes assépticas. Foi realizada a quantificacdo proteica
das fracOes dialisadas por kit BCA (Thermo Scientific), segundo instru¢cdes do

fabricante.
3.2. Pectinase do fungo Neosartorya glabra
A enzima foi produzida no laboratorio da Profa Dra Maria de Lourdes de Mores

Polizeli, do departamento de biologia da FFCLRP — USP, e o extrato contendo a

enzima foi gentilmente cedido para a realizagao dos ensaios.
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3.3. Pectinase de Aspergillus niger

A pectina de A. niger utilizada nos ensaios foi adquirida comercialmente. A

enzima é da marca Sigma-Aldrich® (numero de catalogo 17389).

3.4. PGIPs

3.4.1. Anédlise in silico

As sequéncias codificantes para PvPGIP1, PvPGIP2, PvPGIP3 e PvPGIP4
foram traduzidas em sequéncias de aminoacidos, as quais foram avaliadas quanto a
massa molecular, pl, presenca de peptideo sinal e sitios de glicosilagcdo pelos
softwares disponiveis on-line SIGNALP 4.0 (Petersen, 2011), NetNGlyc 1.0 e
NetOGlyc 1.0 (Gupta, 1999). Realizou-se também o alinhamento multiplo dessas

sequéncias, pelo software on-line Multialin (Corpet, 1988).

3.4.2. Extracao de DNAs

As sementes de Phaseolus vulgaris subtipo Pinto foram tratadas como descrito
por D’Ovidio et al. (2004). Basicamente, as sementes foram cultivadas e apos a
germinacao as folhas foram utilizadas para extracdo de DNA, a qual foi realizada
utilizando reagente TRIzol ® segundo protocolo do fabricante. A concentracéo de DNA
foi determinada por andlise densitométrica das bandas de DNA apés eletroforese em
gel de agarose 1%. O DNA extraido foi armazenado a -20 °C e posteriormente

utilizado para a amplificacdo dos genes que codificam as PGIPs.

3.4.3. Construcao dos vetores de expressao

As ORFs (Open Reading frames) foram amplificadas por PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase), excluindo as regidées do peptideo sinal. Foram desenhados
primers especificos contendo sitios para as enzimas de restricdo EcoRl e Sall (Tabela
Al). Os sitios de restrigao correspondem aos mesmos do vetor de expresséo pPicZa-

A (Figura 6), e direcionam a insercdo das ORFs de modo a manté-las em fase com a
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sequéncia do fator-alfa e da cauda de histidina.
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Figura 6: Mapa e regido de multipla clonagem do vetor pPICZa-A. Os retangulos
pretos indicam os sitios de restricdo das enzimas EcoRl e Sall, utilizadas na clonagem.

(Modificado de: Easyselect TM Pichia Expression Kit (Invitrogen).
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A PCR foi realizada com aproximadamente 50 ng de DNA; 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCI, pH 8.4; 1.5 mM de MgCl. e 50 mM de
KCI); 0,4 mM de cada primer e 1 U de DNA polimerase em uma reagao de 25 uL. A
ciclagem utilizada foi de 95°C por 3 mim, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min
a 50°C, e 2 min a 72°C; com uma etapa final de 4 min a 72°C. Os fragmentos
amplificados foram separados em gel de agarose 1% e TAE 1X, as bandas
correspondentes a massa molecular esperada foram recortadas e purificadas em kit
PCR Clean-up Kit (Promega).

Os amplicons purificados e os plasmideos de expresséao foram tratados com as
enzimas de restricdo EcoRl e Sal | seguindo as instru¢des do fabricante (Fermentas).
Os produtos digeridos foram avaliados em gel de agarose 1% e TAE 1X, purificados
por Kit e quantificados em Nanodrop spectrophotometer (NS-1000). Posteriormente,
realizou-se a ligacdo dos amplicons com o0 plasmideo em uma proporcdo 3:1
(inserto:plasmideo), 1X tampéo de ligacdo e 1U de T4 DNA Ligase (Invitrogen), por
14 horas a 16 °C. As misturas de ligacao foram utilizadas para transformar células de
E.coli DH5 alfa competentes, as quais foram plagueadas em placas contendo o
antibiotico Zeocina. Os clones recombinantes foram selecionados por meio de PCR
de coldnia, utilizando os mesmos primers utilizados para amplificacdo dos fragmentos
génicos.

As colbnias recombinantes foram multiplicadas em meio LB broth low salt com
25 pug/ml de Zeocina e foi realizada a extragdo do DNA plasmidial utilizando o método
de lise alcalina. Para confirmar a correta insercdo em fase do gene no plasmideo, os
vetores recombinantes foram sequenciados em sequenciador MegaBACE 1000

Flexyble.

3.5. Transformacéao de Pichia pastoris e obtencdo de recombinantes

Foram produzidas células competentes da cepa X-33 segundo o manual
EasySelect™ PichiaExpression kit (Invitrogen). A transformacdo das células
competentes foi realizada a partir do vetor recombinante purificado e previamente
linearizado com a enzima de restricado Pme | (Fermentas), seguindo as

recomendagdes do fabricante. Aproximadamente 1 ug de vetor linearizado foi
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adicionado em 40 ul de células competentes, apés a homogeneizagéo, as células
foram incubadas em gelo por 5 min. Em seguida, as células foram eletroporadas em
cubetas de 0,2 cm a 1,5 Kv, 25 mFe 200 Q. Foi adicionado 1 ml de sorbitol 1M, e foi
incubado a 30 °C por 2 h sem agitacdo. Posteriormente as células crescidas foram
inoculadas em placa de Petri contendo meio YEPDS acrescidos de 100 pug/ml, 250
pg/ml e 500 pg/ml de Zeocina.

As colonias isoladas foram homogeneizadas em solucdo SDS 0,2% e
aguecidas por 3 mim a 90 °C. Foi realizada uma PCR de colénia com 2 ul da solugéo
fervida com DNA molde e 0,1% de Triton x-100 acrescidos na reacéo final. O resultado
da PCR foi analisado em gel de agarose 1% e as colénias recombinantes para o gene

de interesse foram selecionadas para screening de expressao em peqguena escala.

3.6. Expresséao dos inibidores em Pichia pastoris

O screening de expressao foi realizado em placa 24-deep-well, como descrito
por Boettner et al. (2002), com modificacbes. Para a inducdo, uma pequena
guantidade de massa celular foi crescida em 3 mL de meio complexo com glicerol
tamponado (BMGY), por 48 horas, a 30 °C e 250 RPM. Apdés este periodo, as células
foram precipitadas por centrifugacao na centrifuga (Eppendorf 5810r), por 5min a 1500
g e o0 sobrenadante foi substituido por 2 mL de meio complexo com metanol
tamponado (BMMY). Isso foi repetido em intervalos de 24 horas até o tempo de 144
horas. Metanol absoluto foi adicionado a uma concentracéo final de 0,75% a cada
intervalo. Apos o término das 144 h o meio foi centrifugado por 5 min a 4450 rpm, 4°C
e filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 um (Millipore) e a proteina submetida a

purificac&o.

3.7. Purificagcao dos inibidores

Considerando que as proteinas possuiam um his-tag em sua extremidade C-
terminal, a purificagdo foi realizada por cromatografia de afinidade em uma coluna de
5mL contendo resina carregada com niquel Ni-NTA agarose (Qiagen). Anteriormente
a purificacdo da enzima, a coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampé&o de
equilibrio (10 mM de Tris, 50 mM de NazHPO4 monohidratado, 100 mM de NaCl pH
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8), em sequida, o sobrenadante foi passado pela coluna, e posteriormente, esta foi
lavada com 3 volumes do mesmo tampao de equilibrio, para retirar qualquer impureza
gue houvesse na coluna. Para a coleta das proteinas, a coluna foi lavada com
solugcbes tampao de concentracdes crescentes de imidazol (10, 25, 75, 100 e 250
mM). ApGs a coleta, aliquotas de 10 puL das amostras foram analisadas em SDS PAGE
12%.

A dialise foi realizada utilizando membranas de dialise (VISKASE, 14000
MWCO) em tampao 20 mM acetato de sédio pH 5 em uma proporcdo amostra com
proteina/tampé&o de 1:1000 (V/V). O processo foi realizado sob leve agitacdo a 4°C.
Depois disso, o produto dialisado foi filtrado em membranas 0,45 pym (Millipore) sob
condicOes assépticas.

As proteinas foram quantificadas comparando-as com quantidades
conhecidas da proteina BSA. Foram aplicados em um SDS-PAGE 10% cinco
guantidades conhecidas da proteina BSA (0,039 — 0,625 ug) e volumes conhecidos
do sobrenadante da inducéo dos inibidores e da enzima SI-EndoPG. ApGs 0 processo
de eletroforese, o gel foi corado e descorado e posteriormente a imagem do gel foi
utilizada para o calculo da quantidade de proteinas através do software ImageJ 1.51k
(RASBAND, 2012) (Figura A2). Nao foi possivel realizar a quantificacdo proteica dos
inibidores por kit BCA (Thermo Scientific), uma vez que as proteinas foram

guantificadas a partir do sobrenadante da inducéo.

3.8. Ensaios funcionais

3.8.1. Ensaio de difusédo em agar

O ensaio foi realizado segundo Frati, 2006 com modificagdes. Placas de Petri
de 15 cm foram preenchidas com meio tamponado (100 mM de acetato de sédio pH
4,7) contendo 0,8% de agar e 0,5% de acido poligalacturénico (Sigma). Apés a
solidificacdo do meio, po¢cos de 5 mm foram feitos com um molde para posterior
aplicacdo das amostras. As amostras contendo as enzimas foram previamente
incubadas por 10 min a temperatura ambiente com diferentes quantidades dos
inibidores e posteriormente foram aplicadas nos pocos de forma que todas as

amostras estivessem em triplicata. As placas foram incubadas a 28 °C por 16 h, em
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seguida reveladas por 5 min com solu¢do HCI 6 M. A atividade enziméatica foi avaliada
pela presenca ou auséncia de halos, os quais foram medidos usando o software
ImageJ 1.51k (Rasband, 2012). Para as analises estatisticas, usou-se os dados dos

diametros em mm, com ajuda do software GraphPad Prism 6.0 (Miller, 2003).
3.8.2. Zimograma

O Zimograma foi baseado na técnica descrita por Cruickshank e Wade, 1980,
com modificagbes. Primeiramente foi feito um gel de poliacrilamida em condi¢des
desnaturantes a 10 % (v/v). As amostras foram aplicadas duplamente no mesmo gel,
para que uma metade do gel fosse tratada com os inibidores, e a outra ndo. Apos a
eletroforese, o gel foi corado com solucao de comassie blue e descorado com solugéo
descorante (8% acido acético, 7% etanol). Para reativacdo das enzimas o gel foi
incubado duas vezes em solugao Triton ® X-100 2,5% (v/v) por 30 min. Em seguida o
mesmo foi cortado ao meio e uma metade ficou incubada por 30 min em uma solugéo
contendo o inibidor e a outra metade no tampéao (20mM acetato de soédio pH 5). Para
ocorrer a reacao enzimatica foi preparado um gel contendo o substrato (0,5% &cido
poligalacturénico e 0,8% agarose em tampado 100 mM de acetato de sédio pH 5) e
montado um sanduiche para cada metade do gel separadamente como demostrado

a seguir:
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Figura 7: Modelo de montagem do sanduiche para reacdo enzimatica no

zimograma.
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Apds serem incubados por 2 horas a 37 °C os sanduiches foram deixados por
16 horas em solucéo de 1% CTAB. A atividade enzimatica foi avaliada pela presenca

ou auséncia de bandas translucidas.

3.8.3. Ensaio de Atividade / Inibicdo Enziméatica: Dosagem de acucares

redutores pelo método do DNS

O ensaio enzimatico foi realizado segundo Miller, 1959 com modifica¢des. Para
0 ensaio de atividade / Inibicdo enzimética foram usadas diferentes concentragfes de
inibidores e todas as reacoes foram feitas em triplicata. Primeiramente a enzima foi
adicionada em tubos de eppendorf de 1,5 mL para interagir com diferentes
guantidades dos inibidores por 10 min a temperatura ambiente, apés este tempo foi
adicionado a cada reagdo 50 plLde substrato (0,5 % Acido poligalacturénico (Sigma)
em 100 mM de Tampéo Acetato de sodio pH 5). A reacao ocorreu por 10 min a 50 °C.
A reacdo foi interrompida com 100 uL de uma solucéo de DNS e fervida por 5 mim e,
em seguida, resfriada em banho de gelo e diluida 10 x em agua. O mesmo
procedimento foi realizado com os controles, exceto que neste caso o DNS foi
adicionado juntamente com a enzima a solu¢cdo contendo os inibidores mais o
substrato, antes da incubacéo da reacdo. A coloracdo desenvolvida foi medida por
meio de espectrofotdmetro 5100 Hitachi, utilizando comprimento de onda de 540 nm.
Os valores de absorbancia foram utilizados para o célculo da atividade enzimatica
(U/mL) utilizando uma curva padrao (Figura A3), sendo que uma unidade da atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de
acucares reduzidos por minuto. Assim, apos as determinacdes analiticas anteriores,

as atividades enzimaticas foram calculadas segundo a equacao:

((((Abs — Abs b) / Fator) / T. reagao) / V. enzima)
onde:
Abs: Absorbancia da reacao
Abs b: Absorbancia do branco da reacgao
Fator: Fator da curva padrdo =a (y = ax + b)
T. reacéo: Tempo de reagao

V. enzima: Volume de enzima em mL
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises in silico dos PvPGIPs

PvPGIPs sao os inibidores de poligalacturonase de Phaseolus vulgaris (Feijao).
A familia consiste em quatro genes Pvpgipl, Pvpgip2, Pvpgip3 e Pvpgip4 (Tabela Al),
0S quais possuem estruturas muito semelhantes. As semelhancas entre eles sugerem
gue os mesmos derivam de um ancestral comum por uma sequéncia de eventos de
duplicacéo-divergéncia-duplicacdo (D Ovideo, 2004). Suas sequéncias ricas em
leucinas (LRRs) possuem sequéncias consensus caracteristicas de PGIPs de plantas
(LXXLXLXXNXLT/SGxIPxxLxxLxx) (D Ovideo, 2004), além de possuirem trés residuos
acidos D131, D157 e D203, que sdo altamente conservados em todos os PGIPs e
possuem um importante papel na interacdo com as PGs (Spinelli, 2009) (Figura 8).

As sequéncias dos inibidores PvPGIP1 e PvPGIP2 diferenciam-se apenas por
8 aminoacidos dos quais 5 encontram-se nas folhas 1 e B2 (Figura 9). A regido de
folha B é hipervariavel e responsavel pela especificidade de ligagdo nessa classe de
proteinas (Leckie, 1999). D’ Ovidio e colaboradores em 2004 demostraram que 0s
PvPGIP3 e PvPGIP4 possuem atividade inibitéria em relagdo as PGs de insetos
(Lygus rugulipennis e Adelphocoris lineolatus), mas que séo inibidores fracos de PGs
fungicas quando comparados com PVPGIP1 e PvPGIP2 (Tabela A2). Em vista disso,
neste presente trabalho decidimos testar as atividades desses inibidores frente a

endopoligacturonase do inseto Sphenophorus levis e algumas pectinases fungicas.
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Figura 8: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das PvPGIPs oriundas

do feijdo. As sequéncias das quatro PGIPs foram coletadas em banco de dados do

NCBI para alinhamento no software online Multalin, com os parametros da matriz

original. As sequéncias com identidade estdo representadas em cinza (90%) e as de

baixa identidade em verde (50%). Os circulos amarelos sobre as sequéncias

representam as regides ricas em leucina, as setas vermelhas indicam os aminoacidos

acidos envolvidos na ligagdo da proteina com a enzima e os triangulos abaixo das

sequéncias indicam sequéncias consenso conservadas em PGIPs de plantas.
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Figura 9: Alinhamento das PvPGIP1 e PvPGIP2. As sequéncias da duas PGIPs
foram coletadas em banco de dados do NCBI para alinhamento no software online
Multalin, com os parametros da matriz original. As sequéncias com identidade estéo
representadas em cinza (90%) e as de baixa identidade em verde (50%). As setas
vermelhas indicam os 5 aminoacidos que estdo presentes nas folhas betas e se

diferenciam entre sequéncias.

4.2. Obtencéo do material genético do feijao (P.vulgaris)

A extracdo do material genémico foi realizada segundo o método do Trizol® a
partir das folhas do feijao e foi possivel obter o DNA em uma concentragéo aproximada
de 15 ng/uL (Figura 10). Neste caso foi possivel utilizar o DNA como material genético
para a amplificacdo das regides codificantes das PvPGIPs, uma vez que as

sequéncias desses inibidores ndo possuem introns (Maulik, 2011).
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Figura 10: Extracdo do material genético das folhas de Feijado. Extracdo de DNA
gendmico do feijao; M: marcador molecular GeneRuler (Thermo Scientific) 1 kb; 1:
RNA do feijao; 2 e 3 extracbes negativas para o DNA do feijdo e 4 e 5: extracdes

positivas para o DNA gen6mico do feijao.

4.3. Amplificagcdo das regifes codificantes para PvPGIP1l, PvPGIP2,
PvPGIP3 e PVvPGIP4

As quatro regides codificadoras para PGIPs de P. vulgaris foram amplificadas
com sucesso. Como é possivel observar na figura 11, além dos fragmentos com
aproximadamente 1000 pb, que eram esperados para as PvPGIPs, o gel apresentou
bandas espuarias, menores, que nado foram investigadas, mas também néo
apresentaram complicacdes para 0s passos seguintes uma vez que os fragmentos

especificos foram purificados de gel e confirmados por sequenciamento.
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Figura 11: Amplificacdo dos fragmentos codificantes para PvPGIP1, PvPGIP2,
PvPGIP3 e PvPGIP4. Gel de agarose 1% mostrando em M: Marcador molecular
GeneRuler (Thermo Scientific); 1: controle sem DNA; 2 e 3 amplificado da PvPGIP1
(939 pb); 4 e 5: amplificado da PvPGIP2 (939 pb); 6 e 7: amplificado da PvPGIP3 (948
pb) e 8 e 9: amplificacdo do fragmento da PvPGIP4 (942 pb). Os fragmentos de

aproximadamente 1000 pb estdo indicados pela seta.

4.4. Construcao dos vetores para expressao em P.pastoris

Como a analise da estrutura primaria das PvPGIPs mostrou possiveis sitios de
glicosilacéo e cisteinas que poderiam estar envolvidas em formacéo de ligacdes de
dissulfeto, optou-se pela producdo das proteinas recombinantes em sistema
eucarioto. Além disso, Spinelli e colaboradores em 2009 ja haviam expressado o
inibidor PvPGIP2 em Pichia pastoris e comprovado que a proteina produzida por este
sistema heterdlogo era funcional e ndo apresentava diferencas em termo de
especificidade e cinética em sua atividade. Para isso, foram construidos vetores para
expressao em levedura Pichia pastoris utilizando o plasmideo de expressao pPicZaA,
o qual possibilita alta expresséo protéica, indugdo por metanol, secre¢cdo da proteina
e fusdo da mesma com his-tag para posterior purificacdo por cromatografia de
afinidade.

Afigura 12 mostra o resultado da PCR de col6nia para as DH5a transformadas
com o0s vetores recombinantes, na qual € possivel observar um possivel clone

recombinante para o inibidor PvPGIP2 e um para o inibidor PvPGIP3.
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Figura 12: Analise das colénias DH5a recombinantes. A figura mostra os géis
onde os produtos da PCR de colbnia foram separados por eletroforese. M: Marcador
molecular GeneRuler (Thermo Scientific) 1 kb; 1, 6, 11 e 16: Brancos das reagoes. A-
2-5 reacdes negativas para amplificacdo da PvPGIP1; 7. Reacdo positiva para
amplificacdo da PvPGIP2 indicada pela seta branca; 8-10: Reacfes negativas para
amplificacdo da PvPGIP2. B- 12-14: Reag0Oes negativas para amplificacdo da
PvPGIP3; 15: Reacao positiva para amplificacdo da PvPGIP3 indicada pela seta

branca e 17-20: Reacfes negativas para amplificacdo da PvPGIP4.

Apds analisar as sequéncias obtidas no sequenciamento dos vetores
recombinantes e confirmada a correta insercdo das ORFs no plasmideo (Figuras Al.2
e Al.3), os vetores foram denominados pPicZaA _PvPGIP2 e pPicZaA PvPGIP3.

As sequéncias codificantes para as PGIPs foram traduzidas em sequéncias de
aminoacidos destas proteinas. Estas sequéncias primarias estdo representadas na
figura 13, onde a proteina madura nativa € acrescida de um peptideo sinal e cauda de
histidina, os quais sdo provenientes do plasmideo pPicZaA. Estdo representados
também os sitios de clivagem do peptideo sinal e os possiveis sitios de glicosilacdo
destas proteinas. Nota-se que em ambas ha presenca de sitios de glicosilacao,
incluindo trés sitios de N-glicosilacao provenientes do plasmideo de expressao, porém
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como estes se encontram antes do sitio de clivagem do peptideo sinal ndo é esperado
gue estas glicosilacdes extras permanecam nas proteinas. A PvPGIP2 recombinante,
incluindo as sequéncias provenientes do plasmideo e a his-tag, € uma proteina de
aproximadamente 35 KDa com pl igual a 8,40 e a PvPGIP3 também apresenta trés
sitios de N-glicosilagéo, possui aproximadamente 36 KDa e pl igual a 8,9.

PvPGIP2 recombinante

1 MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTN
61 NGLLEINTTIASIAAKEEGVSLEKR*EA*EA*EFELCNPQDKQALLQIKKDLGNPTTLSS
118 WLPTTDCCNRTWLGVLCDTDTQTYRVNNLDLSGLNLPKPYPIPSSLANLPYLNFLYIGGI
178 NNLVGPIPPAIAKLTQLHYLYITHTNVSGAIPDFLSQIKTLVTLDFSYNALSGTLPPSIS
238 SLPNLVGITFDGNRISGAIPDSYGSEFSKLFTSMTISRNRLTGKIPPTFANLNLAFVDLSR
298 NMLEGDASVLEFGSDKNTQKIHLAKNSLAFDLGKVGLSKNLNGLDLRNNRIYGTLPQGLTQ

358 LKFLHSLNVSEFNNLCGEIPQGGNLQRFDVSAYANNKCLCGSPLPACTVDHHHHHH

PvPGIP3 recombinante

1 MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTN
61 NCLLEINTTIASIAAKEEGVSLEKR*EA*EA*EFELCNPQDKQALLQIKKDLGNPTTLSS
118 WLPNTDCCKPEWEGVSCDIDTKTYRVNSLDLNDLSLTKPYPIPSSVANLPYLSFLYISRI
178 NNLVGPIPPSIAKLTKLRFLYITHTNVSGQIPNFLSQMKTLITIDEFSYNALSGTLPPSLS
238 SLPNLLGISLDGNRISGTIPGSFGSFPKHFTVLTLSRNRLTGNIPATLAKLELAFVDLSE
298 NMLEGDASVLFGANKVNLQKINLAKNLLAFDLGKIRLSKSKDLEGLDLRNNRIYGTLPKV

358 LTSLKYLKSLNVSYNNLCGQIPQGGKLORFDESSYAHNKCLCGSPLPSCTVDHHHHHH

Figura 13: Sequéncias deduzidas das PGIPs expressas em Pichia pastoris. Os
aminoacidos destacados em preto séo referentes a proteina madura nativa, enquanto
0s aminoacidos em cinza sao de origem do plasmideo de expressao. O peptideo sinal
se encontra na extremidade N-terminal da proteina e é clivado pelas peptidases da
levedura nos pontos indicados pelos asteriscos. Os sitios de glicosilacdo estédo

destacados pelos aminoacidos sublinhados.
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4.5. Transformagcdo em Pichia pastoris - Obtencdo de clones

hiperprodutores.

Apos transformagdo das leveduras P. pastoris cepa X-33 com o0s vetores
linearizados foram obtidas varias col6nias, das quais 22 foram escolhidas de cada
clone para realizar o screening em placa. Identificou-se ao final do screening, para as
duas PGIPs, um clone com potencial para producéo da proteina recombinante. Como
j& mencionado no item anterior o inibidor PvPGIP2 ja havia sido produzido de forma
recombinante (Spinelli, 2009), porém esté foi a primeira vez que o inibidor PvPGIP3
foi produzido em sistema heterélogo em Pichia pastoris.

As figuras 14 e 15 mostram o processo de inducao ao longo de 144 h para a
PvPGIP2 e PvPGIP3 recombinantes, respectivamente. As proteinas apresentaram
perfil de expressdo semelhantes, ambas ja sdo bem expressas em apenas 24 h,
sendo, portanto, esse tempo escolhido para a indugdo em uma escala maior. Como
esperado, no tempo Oh e nos tempos Oh e 144h do controle (X-33 néo transformada)
ndo foi observado a presenca das proteinas desejadas. As duas proteinas
apresentaram bandas com tamanhos proximos ao preditos na andlise in silico
PvPGIP2 (35 KDa) e PvPGIP3 (35,9 KDa).

Ladder COh  C-14ah Oh 24n 43h 26 %N 120h 14an

WkDe—+

—e 3ADs
0 k0e—»

0k0s—»

Figura 14: Analise da expressao da PvPGIP2 recombinante ao longo do tempo
de 144 horas. Foram coletadas aliquotas do sobrenadante de cultura, que foram
analisadas em SDS PAGE 12%. A figura mostra, o Ladder (marcador de massa

molecular- Invitrogen); C-Oh, sobrenadante da X-33 em O h; C-144h, sobrenadante da
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X-33em 144 h e 0 al44 h, aliquotas de sobrenadantes da cultura induzida por metanol

nos diferentes tempos. A seta indica a posicao da proteina PvPGIP2 recombinante.

Ladder C-Oh C-144h  Oh 24h ash 72h 96h 120h 144h

S0 kDa-»

~» M 36kDn
30 kDa —» .

20 kDa s .

Figura 15: Anélise da expressdo da PvPGIP3 recombinante. Foram coletadas
aliquotas do sobrenadante de cultura, que foram analisadas em SDS PAGE 12%. A
figura mostra, o Ladder (marcador de massa molecular- Invitrogen); C-Oh,
sobrenadante da X-33 em 0 h; C-144h, sobrenadante da X-33 em 144 h e 0 al44 h,
aliquotas de sobrenadantes da cultura induzida por metanol nos diferentes tempos. A

seta indica a posicao da proteina PvPGIP3 recombinante.

4.6. Purificacdo das proteinas recombinantes

Apos inducdo das proteinas recombinantes em uma escala maior (100 mL de
meio de inducéo) foi realizada a purificacdo das mesmas em coluna de afinidade com
Ni*2. Porém, ao analisar as fracdes apds a purificacdo, observou-se uma grande
guantidade de proteinas no eluato (coleta do meio induzido contendo a proteina apés
passagem na coluna) e na lavagem (passagem de tampao de lise sem imidazol apés
coleta do eluato), concluindo, portanto, que as proteinas nao se ligaram na coluna.

Na construcdo do clone da proteina recombinante PvPGIP2 que foi expressa
em P. pastoris por Spinelli e colaboradores em 2009, havia a cauda de histidina, porém
0s autores utilizaram como meio de purificacdo a cromatografia por troca catibnica,

sugerindo que provavelmente eles tiverem o0 mesmo problema com a purificacdo da
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proteina por cromatografia de afinidade.

Ao analisar a estrutura dessas proteinas recombinantes tridimensionalmente
foi observado que a cauda de histidina poderia estar escondida dentro de sua propria
estrutura, ndo sendo possivel, portanto, a interacdo com o Ni*? e por consequéncia a
purificacdo por este método. Uma alternativa para tal problema seria fazer uma nova
construcdo com o his-tag na regido N-terminal das proteinas, porém a calda poderia
estar escondida novamente.

Alguns ensaios de inibicdo relatados com os PvPGIPs provenientes de
sistemas heterdlogos de PVX/Nicotiana benthamiana, renderam resultados positivos
utilizando as proteinas no extrato bruto (D ovidio, et al.;2006 e Frati, et al., 2006).
Portanto, considerando os resultados relatados na literatura utilizando o extrato bruto,
e que Pichia pastoris ndo secreta proteinas com atividades similares, os ensaios
funcionais foram iniciados utilizando as proteinas recombinantes presentes no
sobrenadante do meio cultura de inducédo, apés dialise em tampéo adequado para 0s
ensaios. Além disso foi utilizado nos ensaios, como controle, o sobrenadante da Pichia
pastoris ndo transformada, nos quais o0 mesmo néo apresentou atividade sobre as
pectinases (dados ndo mostrados).

Para o calculo de rendimento de proteina obtida por litro de cultura de inducao
e para ter uma ideia aproximada da quantidade de inibidor utilizada nos ensaios foi
realizada uma quantificacdo por comparacdo com proteinas de concentracao
conhecida em SDS-PAGE (Figura A2). O rendimento obtido foi de 50 e 140 mg por

litro de cultura, para PvPGIP2 e PvPGIP3, respectivamente.

4.7. Ensaios funcionais

4.7.1. Ensaio de gel difusdo em agar

As proteinas recombinantes PVPGIP2 e PvPGIP3 foram primeiramente
testadas frente a diferentes poligalacturonases tanto de inseto quanto fangicas em um
ensaio de gel difusédo em agar.

A figura 16 mostra os resultados do ensaio realizado com a enzima SI-EndoPG
do coledptero Sphenophorus levis, a qual mostrou-se ativa na presenca de diferentes

concentracfes dos inibidores, visto que foi possivel observar a presenca de halos de
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alteracdo do substrato na placa. Nas tabelas 1 e 2 € possivel observar o diametro
médio dos halos obtidos em triplicata referente a cada concentracéo de inibidor e na
tabela 3, a analise estatistica do ensaio, que demostra que a diferenca entre os halos

na presenca e na auséncia dos inibidores nao foi significante.

SkEndoPG

Figura 16: Ensaio de gel difusdo em agar- SI-EndoPG. Ensaio de inibicdo da Sl-
EndoPG (0,1 pg). De 1 a 5 foram testados diferentes quantidades da proteina
recombinante PvPGIP2 (0,25 — 1,25 ug) frente a SI-EndoPG; de 6 a 10 foram testadas
diferentes quantidades da proteina recombinante PvPGIP3 (0,70 — 3,50 ug) frente a
SI-EndoPG; 11, 12 e 13 foram os controles do tampéo ( 100 mM acetatato de sodio
pH 5), PvPGIP2 e PvPGIP3 respectivamente. Os ensaios de inibicdo foram realizados

em triplicata.
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Tabela 1: Ensaio de gel difusdo em agar- SI-EndoPG - PvPGIP2. A tabela
apresenta a média das triplicatas dos halos referentes a enzima (SI-EndoPG - 0,11
Hg) e a Enzima na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP2.

*Valores finais descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PVPGIP2 (ug) Média halo (mm) *
SI-EndoPG (0,1 pg) 0 9,114 +/- 0,366
1 0,25 9,961 +/- 0,458
2 0,50 10,543 +/- 0,904
3 0,75 10,649 +/- 0,826
4 1,00 10,384 +/- 0,558
5 1,25 09,855 +/- 0,692

Tabela 2: Ensaio de gel difusdo em &agar- SI-EndoPG - PvPGIP3. A tabela
apresenta a meédia das triplicatas dos halos referentes a enzima (SI-EndoPG - 0,11
Hg) e a Enzima na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP3.

*Valores finais descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PvPGIP3 (ug) Média halo (mm) *
SI-EndoPG (0,1 pg) 0 9,114 +/- 0,366
6 0,70 9,220 +/- 0,550
7 1,40 9,431 +/- 0,184
8 2,10 9,325 +/- 0,367
9 2,80 9,643 +/- 0,367
10 3,50 9,325 +/- 0,367
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Tabela 3: Analise estatistica do ensaio de gel difusdo em agar- SI-EndoPG.

Diferenca 95% Cl de diferenca Significante Resumo

Controle SI-EndoPG vs 1 -0,8463 -2,415 a 0,7227 N&o ns
Controle SI-EndoPG vs 2 -1,429 -2,998 a 0,1400 Nao ns
Controle SI-EndoPG vs 3 -1,535 -3,104 a 0,03404 N&o ns
Controle SI-EndoPG vs 4 -1,270 -2,839 a 0,2990 Nao ns
Controle SI-EndoPG vs 5 -0,7403 -2,309 a 0,8287 Nao ns
Controle SI-EndoPG vs 6 -0,1060 -0,9629 a 0,7509 N&o ns
Controle SI-EndoPG vs 7 -0,3143 -1,171 a 0,5426 N&o ns
Controle SI-EndoPG vs 8 -0,2107 -1,068 a 0,6463 N&o ns
Controle SI-EndoPG vs 9 -0,5287 -1,386 a 0,3283 Nao ns
Controle SI-EndoPG vs 10 -0,5440 -1,401 a 0,3129 Nao ns

ns: nao significativo
N&o foi detectada diferenca significativa de acordo com a andlise Anova combinada

com o teste Dunnett de comparacdes multiplas (p<0,05).

As proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 foram testadas também
frente ao extrato contendo a pectinase do fungo Neosartoya glabra. A pectinase
desse fungo se mostrou ativa na presenca de diferentes concentracdes dos
inibidores, uma vez que foi possivel observar a presenca de halos de alteracéo do
substrato na placa (Figura 17). Nas tabelas 4 e 5 é possivel observar o diametro
meédio dos halos obtidos em triplicata referente a cada concentragéo de inibidor e na
tabela 6 a analise estatistica do ensaio, que demostra que a diferenca entre os halos

na presenca e na auséncia dos inibidores nao foi significante.
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Figura 17: Ensaio de gel difusdo em &gar - Pectinase de N. glabra. Ensaio de
inibicdo da N. glabra. De 1 a 4 foram testadas diferentes quantidades da proteina
recombinante PvPGIP2 (0,25 — 1,00 ug) frente a pectinase de N. glabra; de 6 a 9 foram
testadas diferentes quantidades da proteina recombinante PvPGIP3 (0,70 — 2,80 pg)
frente a pectinase de N. glabra; 5, 10 e 11 foram os controles dos inibidores, PvPGIP2,
PvPGIP3 e do tampéo ( 100 mM acetatato de soédio pH 5) respectivamente. Os

ensaios de inibicdo foram realizados em triplicata.

Tabela 4: Ensaio de gel difusdo em agar — Pectinase de N. glabra — PvPGIP2. A
tabela apresenta a média das triplicatas dos halos referentes ao extrato (N. glabra —
0,01 U) e o extrato na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP2.

*Valores finais descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PvPGIP2 (ug) Média halo (mm) *
N. glabra (0,01 U) 0 6,735 +/- 0,171
1 0,25 6,982 +/- 0,678
2 0,50 7,130 +/- 0,257
3 0,75 7,130 +/- 0,678
4 1,00 6,933 +/- 0,085
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Tabela 5: Ensaio de gel difusdo em agar- Pectinase de N. glabra — PvPGIP3. A
tabela apresenta a média das triplicatas dos halos referentes ao extrato (N. glabra —
0,01 U) e ao extrato na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP3.
*Valores finais (descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PvPGIP3 (ug) Média halo (mm) *
N. glabra (0,01 U) 0 6,735 +/- 0,171
6 0,70 6,884 +/- 0,341
7 1,40 6,785 +/- 0,226
8 2,10 6,883 +/- 0,085
9 2,80 7,031 +/- 0,085

Tabela 6: Analise estatistica do ensaio gel difusdo agar- Pectinase N. glabra.

Diferenca 95% Cl de diferenca Significante Resumo

Controle N. glabra vs 1 -0,2470 -1,123 a 0,6293 Nao ns
Controle N. glabra vs 2 -0,3950 -1,271 a 0,4813 N&o ns
Controle N. glabra vs 3 -0,3950 -1,271 a 0,4813 N&o ns
Controle N. glabra vs 4 -0,1973 -1,074 a 0,6790 Nao ns
Controle N. glabra vs 6 -0,1487 -1,025 a 0,7276 Nao ns
Controle N. glabra vs 7 -0,04933 -0,9256 a 0,8270 Nao ns
Controle N. glabra vs 8 -0,1480 -1,024 a 0,7283 N&o ns
Controle N. glabra vs 9 -0,2960 -1,172 a 0,5803 N&o ns

ns: ndo significativo
N&o foi detectada diferenca significativa de acordo com a analise Anova combinada

com o teste Dunnett de comparag¢des multiplas (p<0,05).

Para confirmar se as proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 estavam
ativas, e capazes de inibir pectinases, foram realizados ensaios com uma pectinase
comercial do fungo Aspergillus niger, uma vez que a inibicdo dessas enzimas pelo
inibidor PvPGIP2 ja havia sido reportada (Spinelli, et al., 2009). Na figura 18 € possivel

observar que as enzimas tiveram sua atividade reduzida pelos inibidores PvPGIP2 e
45



PvPGIP3, uma vez que os halos formados por estas enzimas no meio contendo o
substrato apresentaram-se menores na presenca destes inibidores (6, 10 e 11). Nas
tabelas 7 e 8 é possivel observar o diametro médio dos halos obtidos em triplicata
referente a cada concentracdo de inibidor e na tabela 9 a analise estatistica do ensaio,
gue demostra que a diferenca entre os halos na presenca e na auséncia dos inibidores
foi significativa tanto para o PvPGIP2 (1,25 ug) quanto para o PvPGIP3 (2,80 e 3,50
ug). E importante ressaltar que a inibicdo das endopoligalacturonases de A. niger pelo

inibidor PvPGIP3 nao havia ainda sido relatada.

Figura 18: Ensaio de gel difusdo em &agar - Pectinase de A. niger. Ensaio de
inibicAo da pectinase de A. niger (Sigma). De 3 a 6 foram testados diferentes
guantidades da proteina recombinante PvPGIP2 (0,50 — 1,25 ug) frente 0,025 U de
pectinase de A. niger; de 8 a 11 foram testadas diferentes quantidades da proteina
recombinante PvPGIP3 (1,4 — 3,50 pg) frente 0,025 U de pectinase de A. niger;
1(quadruplicata), 7(duplicata) e 12 (duplicata) foram os controles do tampé&o ( 100 mM
acetatato de sodio pH 5), PvPGIP2 e PvPGIP3 respectivamente. Os ensaios de

inibicdo foram realizados em triplicata.
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Tabela 7: Ensaio de gel difusdo em agar - Pectinase de A. niger - PvPGIP2. A
tabela apresenta a média das triplicatas dos halos referentes a enzima (A. niger 0.025
U) e a Enzima na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP2.

*Valores finais (descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PVPGIP2 (ug) Média halo (mm) *
2 0 6,717 +/- 0,152
3 0,50 6,799 +/- 0,075
4 0,75 6,651 +/- 0,206
5 1,00 6,518 +/- 0,057
6 1,25 5,595 +/- 0,171

Tabela 8: Ensaio de gel difusdo em agar - Pectinase de A. niger - PvPGIP3. A
tabela apresenta a média das triplicatas dos halos referentes a enzima (A. niger 0,025
U) e a enzima na presenca de diferentes quantidades do inibidor PvPGIP3.

*Valores finais (descontado o tamanho do halo inicial (5 mm).

Amostra PvPGIP3 (ug) Média halo (mm) *
2 0 6,717 +/- 0,152
8 1,40 6,815 +/- 0,057
9 2,10 6,749 +/- 0,151
10 2,80 6,386 +/- 0,099
11 3,50 5,760 +/- 0,057
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Tabela 9: Analise estatistica do ensaio de gel difusdo agar - Pectinase de A.

niger.
Diferenca 95% Cl de diferenca Significante Resumo

Controle 2 vs 3 -0,08233 -0,3842 a 0,2195 Nao ns
Controle 2 vs 4 0,06600 -0,2358 a 0,3678 Nao ns
Controle 2 vs 5 0,1983 -0,1035 a 0,5002 N&o ns
Controle 2 vs 6 1,122 0,8202 a 1,424 Sim rxk
Controle 2 vs 8 -0,09867 -0,4005 a 0,2032 N&o ns
Controle 2 vs 9 -0,03267 -0,3345 a 0,2692 Nao ns
Controle 2 vs 10 0,3307 0,02882 a 0,6325 Sim *

Controle 2 vs 11 0,9567 0,6548 a 1,259 Sim ok

ns: nao significativo

Foi detectada diferenca significativa de acordo com a anélise Anova combinada com
o teste Dunnett de comparac¢des multiplas (p<0,05)

* P value <0,01

*** P yalue <0,0001

4.7.2. Zimograma

As pectinases dos fungos A. niger e N. glabra e a SI-EndoPG foram
submetidas ao ensaio enzimatico zimograma. Segundo Cruickshank e Wade, 1980,
as técnicas descritas anteriormente utilizadas em estudos de enzimas pectinoliticas,
como analise da viscosidade ou quimica dos produtos da atividade enzimatica bruta,
tendem a consumir tempo ou ser de baixa sensibilidade, sendo, portanto o
zimograma uma técnica importante nos ensaios enzimaticos com pectinases.

Para tal ensaio foi preparado um SDS-PAGE 10% em condi¢gdes
desnaturantes e cada enzima foi aplicada duas vezes no gel de forma que metade do
gel pudesse ser usada como controle e a outra metade para o teste de inibicdo. Apés
todo procedimento e revelacdo dos géis com CTAB foi possivel observar no gel
controle uma banda translicida responsavel pela atividade pectinolitica de
aproximadamente 40 kDa em A. niger uma banda de aproximadamente 70 kDa em N.

glabra e uma banda de aproximadamente 50 Kda na SI-EndoPG, o que era esperado
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(Figura 19). Ao comparar o gel controle com o gel tratado com a proteina recombinante
PvPGIP2 (Figuras 19-A) observou-se uma diminuicdo na intensidade das bandas,
demonstrando assim uma possivel inibicdo parcial dessas enzimas frente a esse
inibidor. Porém, ao se comparar o gel controle com o gel tratado com a proteina
recombinante PvPGIP3 (Figura 19-B) ndo foi possivel observar diferencas nas

intensidades das bandas.

- B_
A Controle PvPGIP2 CONII'OIE PvPT‘lP3
r l L I 1] I 1 I 1
5 (0 L « 0‘ (0 0? v( < 0? 60 < v‘
W O . W FCC I
p.‘\\ “- Q\ "\x‘\ }.0 “. Q ‘)\X' Q'Q F.‘\\ "\ x s\x’ V. (\\ Q. Q

Figura 19: Zimograma com as pectinases dos fungos A. niger e N. glabra e com
a Sl-EndoPG. A- Zimograma com e sem tratamento com o inibidor PvPGIP2
recombinante. B- Zimograma com e sem tratamento com o inibidor PvPGIP3
recombinante. As setas brancas indicam as bandas translicidas referentes a atividade
das pectinases sobre o substrato.
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4.7.3. Ensaio de Atividade / Inibicdo Enzimética via determinacdo de Acucares
redutores (DNS)

Na tentativa de se obter resultados mais conclusivos, as pectinases dos fungos
A. niger, e N. glabra e a SI-EndoPG foram submetidas ao ensaio de Atividade/Inibicao
enzimatica com deteccao de acgUcares redutores liberados pelo método do DNS.

A SI-EndoPG nao apresentou diminuicdo significativa em sua atividade na
presenca de diferentes concentragcbes dos inibidores PvPGIP2 e PvPGIP3
recombinantes quando comparado com o controle da enzima sem inibidor (Figura 20).
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Figura 20: Ensaio de Inibicdo Enzimatica da SI-EndoPG pelos inibidores
PvPGIP2 e PvPGIP3 pelo método do DNS. Gréafico em barras da atividade
enzimatica (U/mL) pela quantidade de inibidor (ug). A- Ensaio Atividade/Inibicao Sl-
EndoPG frente a quantidades crescente do inibidor PvPGIP2 (0,34 - 1 ug). B- Ensaio
de Atividade/Inibicdo SI-EndoPG frente a quantidades crescente do inibidor PvPGIP3
(0,95 - 2,8 ug).

J& as pectinases de N. glabra e A. niger apresentaram reducdo em suas
atividades na presenca do inibidor PvPGIP2 (Figura 21). Foi detectada diferenca
significativa de acordo com a analise Anova combinada com o teste Dunnett de

comparacdes multiplas.
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Figura 21: Ensaio de atividade inibitéria de PvPGIP2 frente as pectinases de
N.glabra e A.niger. Grafico em barras da atividade enzimatica (U/mL) pela
guantidade de inibidor (ug). A- Ensaio Atividade/Inibicdo pectinase N. glabra frente a
guantidades crescente do inibidor PvPGIP2 (0,34 — 1,33 ug). Foi detectada diferenca
significativa de acordo com a analise Anova combinada com o teste Dunnett de
comparacdes multiplas (p<0,05). B- Ensaio Atividade/Inibicdo pectinase A.niger frente
a quantidades crescente do inibidor PvPGIP2 (0,75 — 2,25 ug). Foi detectada diferenca
significativa de acordo com a analise Anova combinada com o teste Dunnett de
comparacdes multiplas (p<0,05).

* P value <0,01

*** P yalue <0,0001

**x P yalue <0,00001

Ao analisar os resultados obtidos ap6s todos os ensaios funcionais com as
proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 concluiu-se que elas ndo foram
capazes de inibir a SI-EndoPG. Apesar de o inibidor PvPGIP3 apresentar atividade
inibitéria frente a endopectinases de outros insetos como Lygus rugulipennis
(Hemiptera , Miridae) e Adelphocoris lineolatus (Hemiptera , Miridae) (D"Ovidio, et al.,
2004 e Frati, et al.,, 2006), provavelmente as PGs desses insetos apresentam
diferencas em relacdo a estrutura da pectinase de S. levis (Coleoptera |,
Curculionidae). Necessita-se, portanto, de uma andlise estrutural mais profunda entre

as PGs destes insetos para uma explicacdo plausivel da ndo inibicdo da SI-EndoPG.
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Além disso a néo inibicdo da SI-EndoPG pode estar relacionada ao grande
sucesso de invasao deste inseto praga nas culturas de cana-de-acglcar, uma vez que
a cana de acUcar possui seus proprios inibidores de endopoligalacturonases, e que
provavelmente ndo sdo efetivos e estdao mais relacionados ao remodelamento e
crescimento vegetal junto as PGs do préprio vegetal (Gonzalez; et al., 2010).

Em uma avaliacao quantitativa foi indicado que a atividade inibitoria dos PGIPs
contra PGs provenientes de insetos da familia miridae € geralmente mais fraca do que
a de PGs flungicas, mas que isso pode estar relacionado também com as condi¢cdes
experimentais (D Ovidio, et al., 2004 e Frati, et al., 2006). No presente trabalho foi
possivel observar atividade inibitéria da proteina recombinante PvPGIP2 frente as
pectinases fungicas de A. niger e N.glabra, e da proteina recombinante PvPGIP3
frente a pectinase de A. niger, a qual nunca havia sido relatada anteriomente.

O PvPGIP2 é um inibidor forte, que exibe inibicdo competitiva em relacédo a PG
de Fusarium phyllophilum e ndo competitiva contra PG de A. niger, sugerindo que a
orientacdo do PvPGIP2 no complexo enzima/inibidor depende da PG ligante (Spinelli,
et al., 2009). Apos o mesmo ser testado frente a PG de N. glabra foi possivel observar
uma possivel inibicdo ndo competitiva, uma vez que em diferentes concentra¢ges do
inibidor a atividade enziméatica reduziu da mesma forma indicando que provavelmente
este inibidor se liga a enzima, mas ndo em seu sitio catalitico.

Além de possuir atividade inibitoria, ja foi comprovado também, que as PGIPs
podem funcionar como ativadores de poligalacturonase, dependendo da faixa de pH
na qual esta sendo trabalhado o complexo PG/Inibidor. (Kemp, et al., 2004). Devido a
grande importancia das atividades das pectinases flngicas nas industrias,
principalmente na industria alimenticia, na clarificacdo de sucos (Akhter,2011; Marie
K. W. Sin, et al., 2002; Abe, J. et al., 1988; Aguilar and Huitron, 1987) e em coquetéis
enzimaticos utilizados em processos para a extragdo de bioetanol de segunda
geracédo (Latarullo, et al., 2016 e Wang, et al., 2019), a producdo recombinante em
larga-escala e mais estudos funcionais e estruturais sobre esses inibidores tornam-se

necessarios.
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CONCLUSOES

e A expressao heterdloga dos dois PGIPs de feijdo em P. pastoris foi eficiente,
gerando proteina em quantidade suficiente para desenvolver os estudos de

atividade;

e As proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 nao foram capazes de inibir

a SI-EndoPG do inseto Sphenophorus levis;
e As proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 foram capazes de inibir as
pectinases do fungo A. niger, sendo que a inibicdo pelo inibidor PvPGIP3 foi

pela primeira vez relatada neste trabalho;

e A proteina recombinante PvPGIP2 foi capaz de inibir as pectinases de N.

glabra.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Até presente momento, este trabalho representa o primeiro relato de inibicéo

parcial da pectinase do fungo Neosartorya glabra.

Considerando que as proteinas recombinantes PVPGIP2 e PvPGIP3 néo
apresentaram uma atividade inibitoria sobre a SI-EndoPG, estudos estruturais
dessa enzima e dos inibidores poderiam esclarecer o real motivo da nao

inibicé&o.

Considerando a importancia das Pectinases na industria alimenticia e na
infestacdo de pragas em culturas vegetais, torna-se importante também mais
estudos em relacéo a esses inibidores de poligalacturonase como os PGIPs da

cana e o PGIP da amora.
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7. APENDICE

Um dos objetivos iniciais do mestrado era a identificacao e a caracterizagcao de
possiveis inibidores da endopoligalacturonase com atividade inibitéria sobre a Sl-
EndoPG do inseto Sphenophorus levis. A intengcdo era utilizar estes inibidores em
estratégias de controle do inseto. Para cumprir tal objetivo, além da producéo das
proteinas recombinantes PvPGIP2 e PvPGIP3 foram produzidos os vetores para
expressar os inibidores de poligalacturonase de Amora e de Cana-de-agUcar, que
infelizmente, ndo puderam ser expressos em tempo habil. No entanto, o inibidor de
amora foi isolado e clonado, assim como o de cana-de-acUcar, que poderdo ser

utilizados em projetos futuros.

7.1. Inibidor de poligalacturonase proveniente da Amora (Morus
notabilis) - AmPGIP

7.1.1. Analisein silico
Alinhamento das sequéncias primarias das proteinas AmPGIP, PvPGIP2 e
PVPGIP3
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Figura Apl: Alinhamento das sequéncias primarias das Proteinas AmPGIP,
PvPGIP2 e PvPGIP3. As sequéncias das trés PGIPs foram coletadas em banco de
dados do NCBI para alinhamento no software online Multalin, com os parametros da

matriz original. As sequéncias com identidade estao representadas em cinza (90%) e
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as de baixa identidade em verde (50%). As setas vermelhas indicam os aminoacidos
acidos envolvidos na ligacdo da proteina com a enzima e os triangulos abaixo das

sequéncias indicam sequéncias consenso conservadas em PGIPs de plantas.

7.1.2. Extragdo do DNA de Amora

A extrac@o de DNA gendmico a partir das folhas da amora foi eficiente obtendo

amostra em uma concentracdo aproximada de 50 ng/mL.

M 1 2

10000 pbs —e

1000 pb —=

250 pb —e

Figura Ap2: DNA extraido das folhas da Amora. Gel de agarose 1% mostrando em
M: marcador de massa molar GeneRuler 1 kb (Thermo Scientific); 1 e 2:amostras de
DNA gendmico da Amora.
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7.1.3. Amplificacdo daregiéo codificadora da AmPGIP

A regido codificadora para AmPGIP foi amplificada com sucesso utilizando os

primers especificos para a mesma (Tabela A2).

M 1 2 3 a

1000 pb —

250 pb —»

Figura Ap3: Amplificacdo da AmPGIP. A figura mostra o gel de agarose 1%, em que
os produtos da PCR foram separados por eletroforese. Na PCR foi utilizado os primer
Forward e Reverse especificos para AmPGIP. Em M: Marcador molecular GeneRuler
(Thermo Scientific); 1: reacdo sem DNA; 2 e 4 reagdes positivas para amplificacdo do
fragmento codificador do AmPGIP (924 pb).

7.1.4. Obtencéo do vetor para expressao da AmPGIP

Como a andlise prévia da estrutura primaria do AmPGIP também apresentou
possiveis sitios de glicosilacdo e cisteinas passiveis de formacédo de ligacdes de
dissulfeto, assim como para os inibidores provenientes de feijao, optou-se pela
producdo da proteina recombinante em sistema eucarioto levando-se em conta as
possiveis modificacdbes pos-traducionais. Para isso construiu-se vetores
recombinantes para expressédo em levedura Pichia pastoris utilizando o plasmideo de
expressao pPicZaA.

O vetor foi construido e o plasmideo obtido foi denominado pPicZaA_AmPGIP
(Figura A1.5).
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1000 pb

250 ph—

Figura Ap.4: Andlise das coldnias de E.coli DH5a transformadas com o vetor
pPicZaA_AmPGIP. A figura mostra o gel 1% agarose onde os produtos da PCR de
coldnia foram separados por eletroforese. Na PCR foi utilizado o primer Forward do
vetor (aFactor) e o primer Reverse especifico para o fragmento AmPGIP. M: Marcador
molecular GeneRuler (Thermo Scientific); 1: Branco da reacdo; 2-5 clones nao

recombinantes; 6: clone recombinante.

7.1.5. Transformacao em Pichia pastoris
Foram realizadas vérias tentativas de transformacdo do clone
pPicZaA_AmPGIP em Pichia pastoris, porém ainda néo foi possivel encontrar uma

colénia que superexpressase a proteina recombinante.

7.2. Inibidor de poligalacturonase proveniente da Cana-de-agucar —
ScPGIP

Possuiamos em nosso laboratério o clone SCVPRZ2035E03.g no vetor
pSPORT, o qual continha a sequéncia codificante para um possivel inibidor de
poligalacturonase da cana-de-acucar. Entretanto ainda ndo era sabida a sequéncia
completa do mesmo. Utilizando a sequéncia 3" de cDNA (GenBank:CA153732.1.) e 0
fragmento 5” obtido apds sequenciamento do clone em nosso laboratorio, foi possivel
obter a sequéncia completa do mesmo (Figura Ap5).

A partir da sequéncia completa foram desenhados os primers especificos
(Tabela A2) para posterior amplificacdo da ORF de interesse e clonagem no vetor de
expressao pPICzaA (Figura Al.6). Infelizmente, ainda ndo foram obtidos clones

recombinantes.
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1 atggcgtccaccaccaccaccttectegetgtettectgetegtggegteggegteecgeg
.M..A..S..T..T..T..T..F..L..A..V..F..L..L..V..A..S..A..S..A.

61 gcgccggcgcggtcctgctcaccgagcgacctgecacgegetgectgagegtgaagcaggeg
“A-P-*A-R-°S-°C-*S-*P-*S-*D--L--H--A--L--L--S--V--K--Q- A~
121 ctgggcaacccggcgacgctgtcgacgtggaccgegtegtecgeccaactgetgegegtgg
‘L G- *N-P-*A-T-L-*S-T-W-T-A-S--S-P-N--C--C- A" W-
181 gaccacctccggtgcaacgacgccgggcgcgtgaacaacgtecttcatcgacgeecgeggac
‘D-*H*'L R C-N-D-A-G-R-V-N-N*V+F--T-D--A--A--D-
241 gacgtgcacggccagatcccgtceccgeggtgggegggetgacggagectcatgtegettace
‘D-V-*H-G-Q-I-P-S-A-V-G-G-L-T-E--L-*M--S--L--T-
301 ctgttcaagctgccggggctcacgggctccatecccgacctgectcaccgegetgtceccaag
‘L-F-K-'L-P-G-L-T-C-+S+-T-P-T-C-*L-T-A--L--S- K-
361 ctggagttcctcaccatctcccacaccagegtgtecggegecatecccggagtecctggeg
‘L -E-F-'L-T-*I--S-*H-'T-*S-V--S-G-A--T P E--S- L A-
421 cggctgcgcagcctcgactceccecgtggacctctceccagecaaccaactgacgggeggecatcecceceg
‘R-'L-R-*S-*L-D-*S-V-D-L-S--S-N-Q-"L-T-G--G--I-P-
481 gcgtcgttcgccgacctgecccaaccteccggtegetggacctecggecgecaaccagetgacy
‘A--S-F-“A-D-L-P-N-L-R-“S--L-D--L-R-R-N--Q--L--T-
541 ggcaccatcccggcecggggctggtgcaggggcagttececggtegetgatectgtectacaac
G-T-I-P-“A-G-L-V-Q-G-Q-F-R--S--L--T-L--S--Y-N-
601 cagctgacgggcccgatcccgcecgcgacgacgcecgcacgacgagatcaacaccgtggaccte
Q-L-T-G-P-+I-P-R-D-D-*A--H-*D-E--IT-N--T--V--D--L~
661 tcccacaacaagctcaccggcgacccctcccacctgttegtecgecggecggeccategge
g -H-N-'K-'L-‘T-G-D-P-S-H L -F-V-A-G-R-P--T-G-
721 aaggtggacctgtcgtggaactacctcgacttcgacctcagcaagectggtgtteccecgecg
K-Vv-D-'L-S-W-N-Y-*L-D-F-D-L-S-K-L-V-F--P-"P-
781 gagctgacgtacctggacctgtcccacaaccaaatccggggcaccgtgecgetgtegetg
‘E-L-T-Y-L-D-L-S-H-N-Q--I+-R-G--T--V--P--L--S-"L-
841 gagcggctgtccacgctgcagaagctggacctcagctacaaccgectgtgecgggecgcete
‘E-R-‘L-S-T-L-Q-K-L-D-L-"S--Y-N-R--L--C--G--P--L-
901 cccaagggccacggcgtgatcaagcacgggtgcaageccgtacgecgcacaaccagtgecge
‘P-K-G-*H-G-V-I-K-H-G-C-K-P--Y-A--H-N--Q--C- R~
961 aaggggaccccgctcgecggggtgccaggacctggagtga
‘K-G-T-P-L-A-G--C--Q-+D--L- -E--*%-

Figura Ap.5: Sequéncia completa da ScPGIP. Sequéncia codificante para a

ScPGIP. O pepetideo sinal previsto para esta proteina esté sublinhado.
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9. ANEXOS

Tabela Al: Sequéncias utilizadas no alinhamento multiplo das PGIPs. Numero
de acesso no GenBank do NCBI.

Sequéncias NUumero de acesso
PVPGIP1 AJ864506.1
PVvPGIP2 AJ864507.1
PvPGIP3 AJ864508.1
PVPGIP4 AJ864509.1
AmPGIP XM_010113102.1

Endopolygalacturonase C

XP_001397067.1

ScPGIP (parcial)

CA153732.1

Tabela A2: Primers utilizados para a clonagem das PGIPs. Os sitios de restricao
para as enzimas EcoRI, Sall e Notl encontram-se sublinhados.

Nome

Sequéncia

PVPGIP1_EcoRl_FW

5-AAAGAATTCGAGCTATGCAACCCACAAGATA-3

PVPGIP1_Sall RV

5-AAAGTCGACAGTGCAGGAAGGAAGAGGAGAA-3

PVPGIP2_EcoRl _FW

5-AAAGAATTCGAGCTATGCAACCCACAAGACA-3

PVPGIP2_Sall_RV

5- AAAGTCGACAGTGCAGGCAGGAAGAGGAGAA -3’

PVPGIP3_EcoRl FW

5-AAAGAATTCGAACTATGCAACCCACAAGACA-3

PVPGIP3 Sall RV

5-AAAGTCGACAGTGCAAGAAGGAAGTGGAGAA-3

PVPGIP4 EcoRl _FW

5 -AAAGAATTCGAACTATGCAACCCACAAGACA-3

PVPGIP4_Sall RV

5-AAAGTCGACAGTGCAAGGAGGAAGTGGAGAA-3

AMPGIP_EcoRI_FW

5 -AAAGAATTCGAGCTCTGCCATCCTGAAGACA -3°

AMPGIP_Sall_RV

5-AAAGTCGACTCATTTGCAGTTCGGTAGCGG -3

ScPGIP_EcoRl_FW

5-AAAGAATTCGCGCGGTCCTGCTCACCGAGCG -3

ScPGIP_Notl_Rv

5-AAAGCGGCCGCCTCCAGGTCCTGGCACCCCGCG-3
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Tabela A3: Atividade inibitoria dos PGIPs de feijdo genétipos BAT93 e Pinto

contra PGs fungicas e de insetos.

Poligalacturonases pH Ativ.R PvBPGIP1 PvBPPGIP2 PvPPGIP2 PVvBPGIP3 PvBPGIP4

PvPPGIP1 PvPPGIP3 PvPPGIP4
Aspergillus niger 4.7 1 140 10 1 o0 250
7 0 - - - - -
Fusarium 4.7 1 o0 o0 9 o0 o0
moniliforme 7 0 - - - - -
Stenocarpella 4.7 1 7.5 4.5 5 260 65
maydis 7 0 - - - - -
Colletotrichum 4.7 1 16 12 12 230 1200
acutatum 7 0.8 16 15 13 690 1400
Botrytis cinera 4.7 1 200 16 2.5 100 70
7 1.1 e 17 4 o0 120
Lygus 4.7 0 - - - - -
rugulipennis 7 1 °© 0 °© 490 1950
Adelphocoris 4.7 0 - - - - -
lineolatus 7 1 oo o oo 2100 1954

Fonte D’ Ovidio, 2004 modificado.

Figura Al.1
pPicZaA_PvPGIP1

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGAGCTATGCAACCCACAAGATAAGCAAGCCCTTCTCCAAATCAAGAAAGACCTTGGCAACCCAACCA
CTCTCTCTTCATGGCTTCCAACCACCGACTGTTGTAACAGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACC
GACACCCAAACATATCGCGTCAACAACCTCGACCTCTCCGGCCATAACCTCCCAAAACCCTACCCTAT
CCCTTCCTCCCTCGCCAACCTCCCCTACCTCAATTTTCTATACATTGGCGGCATCAATAACCTCGTCG
GTCCAATCCCCCCCGCCATCGCTAAACTCACCCAACTCCACTATCTCTATATCACTCACACCAATGTC
TCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAAAACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGC
CCTCTCCGGCACCCTCCCTCCCTCCATCTCTTCTCTCCCCAACCTCGGAGGAATCACATTCGACGGCA
ACCGAATCTCCGGCGCCATCCCCGACTCCTACGGCTCGTTTTCGAAGCTGTTTACGGCGATGACCATC
TCCCGCAACCGCCTCACCGGGAAGATTCCACCGACGTTTGCGAATCTGAACCTGGCGTTCGTTGACTT
GTCTCGGAACATGCTGGAGGGTGACGCGTCGGTGTTGTTCGGGTCAGATAAGAACACGAAGAAGATAC
ATCTGGCGAAGAACTCTCTTGCTTTTGATTTGGGGAAAGTGGGGTTGTCAAAGAACTTGAACGGGTTG
GATCTGAGGAACAACCGTATCTATGGGACGCTACCTCAGGGACTAACGCAGCTAAAGTTTCTGCAAAG
TTTAAATGTGAGCTTCAACAATCTGTGCGGTGAGATTCCTCAAGGTGGGAACTTGAAAAGGTTTGACG
TTTCTTCTTATGCCAACAACAAGTGCTTGTGTGGTTCTCCTCTTCCTTCCTGCACTGTCGACCATCAT
CATCATCATCATTGA
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Al.2
pPicZaA_PvPGIP2

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGAGCTATGCAACCCACAAGACAAGCAAGCCCTTCTCCAAATCAAGAAAGACCTTGGCAACCCAACCA
CTCTCTCCTCATGGCTTCCAACCACCGACTGTTGTAACAGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACC
GACACCCAAACATATCGCGTCAACAACCTCGACCTCTCCGGCCTTAACCTCCCAAAACCCTACCCTAT
CCCTTCCTCCCTCGCCAACCTCCCCTACCTCAATTTTCTATACATTGGAGGCATCAATAACCTCGTCG
GTCCAATCCCCCCCGCCATCGCTAAACTCACCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACCAATGTC
TCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAAAACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAACGC
CCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTCTCTCCCCAACCTCGTCGGAATCACATTCGACGGCA
ACCGAATCTCCGGCGCCATCCCCGACTCCTACGGCTCATTTTCGAAGCTGTTTACGTCGATGACCATC
TCCCGCAACCGCCTCACCGGGAAGATTCCGCCGACGTTTGCGAATCTGAACCTGGCGTTCGTTGACTT
GTCTCGAAACATGCTGGAGGGTGACGCGTCGGTGTTGTTCGGGTCAGATAAGAACACGCAGAAGATAC
ATCTGGCGAAGAACTCTCTTGCCTTTGATTTGGGGAAAGTGGGGTTGTCAAAGAACTTGAACGGGTTG
GATCTGAGGAACAACCGTATCTATGGGACGCTACCGCAGGGACTGACGCAGCTAAAGTTTCTGCACAG
TTTAAATGTGAGCTTCAACAATCTGTGCGGTGAGATTCCTCAAGGTGGGAACTTGCAAAGATTTGACG
TTTCTGCTTATGCCAACAACAAGTGCTTGTGTGGTTCTCCTCTTCCTGCCTGCACTGTCGACCATCAT
CATCATCATCATTGA

Al.3
pPicZaA_PvPGIP3

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGAACTATGCAACCCACAAGACAAGCAAGCCCTTCTCCAGATCAAGAAAGACCTCGGCAACCCAACCA
CCCTCTCCTCCTGGCTCCCAAACACCGACTGCTGCAAACCGGAATGGGAAGGTGTCTCATGCGACATC
GACACCAAAACATACCGCGTCAACAGCCTCGACCTCAACGACCTTAGCCTCACCAAACCCTACCCTAT
CCCTTCCTCCGTCGCCAACCTCCCCTACCTCAGTTTTCTCTACATTTCTCGCATCAACAACCTCGTCG
GTCCTATCCCCCCCTCCATCGCCAAACTCACCAAACTCCGTTTTCTCTACATCACCCACACCAACGTC
TCTGGCCAGATACCCAATTTCTTGTCCCAAATGAAAACCCTTATAACCATTGATTTCTCCTACAACGC
CCTCTCCGGCACACTCCCTCCCTCCCTCTCTTCTCTCCCCAACCTCCTCGGAATCTCCCTCGACGGCA
ACCGAATCTCCGGCACCATCCCGGGGTCCTTCGGCTCCTTCCCGAAGCATTTCACGGTGCTGACACTC
TCCCGCAACCGTCTCACCGGCAATATACCGGCGACGCTGGCTAAGCTGGAACTGGCGTTCGTGGACTT
GTCTGAGAACATGCTGGAAGGAGATGCATCGGTGCTGTTTGGGGCAAATAAGGTAAATTTGCAGAAGA
TAAACCTGGCGAAGAACTTACTGGCTTTTGATTTGGGGAAAATAAGGTTGTCGAAGTCGAAGGACTTA
GAGGGGTTGGATCTTAGGAACAACCGTATCTATGGGACGCTTCCCAAGGTTCTTACGTCTCTTAAGTA
TCTGAAGAGTTTGAATGTGAGCTACAATAATCTGTGTGGTCAGATTCCTCAAGGTGGAAAGTTGCAGA
GATTTGATGAATCTTCCTATGCTCATAACAAGTGTCTGTGCGGTTCTCCACTTCCTTCTTGCACTGTC
GACCATCATCATCATCATCATTGA
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Al.4
pPicZaA_PvPGIP4

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGAACTATGCAACCCACAAGACAAGCAAGCCCTTCTCCAGATCAAGAAAGACCTCGGCAACCCAACCA
CCCTCTCCTCCTGGCTCCCAAACACCGACTGCTGCAAACCGGAATGGGAAGGTGTCTCATGCGACACC
GACACCAAATCATACCGCGTCAACATCCTCGACCTCAACGGCCTTAGCCTCACCAAACCCTACCCTAT
CCCTTCCTCCGTCGGCAACCTCCCCTACCTCGGTTCACTCTACATCTCTCGCATGAACAACCTCGTCG
GTTCTATCCCCCCCTCCATCGCCAAACTCACCAAACTCGGTTTTATCCGAATCTCCCACACCAACGTC
TCTGGCCAGATACCCAATTTCTTGTCCCAAATGAAAAGCCTTATAACCATTGATTTCTCCTACAACGC
CCTCTCCGGCACACTCCCTCCCTCCCTCTCTTCTCTCCCCAACCTCGTCGGAATCTCCCTCGACGGAA
ACCGCATCTCCGGCACCATTCCGGGGTCCTTCGGCTCCTTCCCGAAGCATTTCACGGTGCTGACACTC
TCCCGCAACCGCCTCACCGGCAATATTCCGACGACGCTGGCTAAGTTGGGACTGTCGTTCGTGGACTT
GTCTGAGAACATGCTGGAAGGAGATGCATCGGTGCTTTTTGGGGCAAATAAAAATTTGCGGAAGATAG
ACCTGGCGAAGAACTTACTTGCTTTTGATTTGGGAAAAATAAGTTTGAGGTCGAAGAACTTAGAGGGG
TTGGATCTTAGGAAGAACCGTATCTATGGGACGCTTCCCAAGGTTCTTACGTCTCTTAAGTATCTGAG
GACTTTGAATGTGAGCTACAATAATCTGTGTGGTCAGATTCCGCAAGGAGGGAAGTTGCAGAGATTTA
GTGAATATTGTTATGCTCATAACAAGTGTCTGTGCGGTTCTCCACTTCCTCCTTGCACTGTCGACCAT
CATCATCATCATCATTGA

Al5
pPicZaA_AmPGIP

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGAGCTCTGCCATCCTGAAGACAAGAAAGCCCTCCTCCAAATCAAGAAATTCTTCAACACCCCTAATA
TCTTCCCCTCGTGGGACCCGAAAACCGGTTGTTGCGGTTGGTACGGCCTCACTTGCGACTACAAAACC
CACCGAGTAAATGACCTCTTCCTCAACTACGCCGACCTCGCGGGACCGATCCCGCCCCAAGTCGGCGA
CCTTCCCTATCTCGAAACCCTCATGTTCCACAAAAACCCAAACCTGACGGGACCGATTCCACAGTCCA
TCACCAAGCTAAAGAGGCTCCGGATCCTCAGTATAACCTGGACCAACCTCTCGGGTCCCATCCCGGAC
TTCATTGGCGAAATCACCACCCTCGATTTTCTTGATCTCTCTTTCAACAAACTAACGGGACCGATCCC
GAGCTCCATCGGTCGGCTGACGAAACTCACAGGCCTCCGGTTAGACCGTAACCAACTCACGGGACCGA
TCCCGGCCTCATTCGGGGATCTCACTGGAGATAATTTTTATCTCTACTTATCGCACAACCAACTTTCT
GGGAAAATACCGGCCTCAGTGTTGAAAAAGGACTACACCTACATGGACCTGTCGCGGAACAAGCTCGA
GGGCGATGCGTCGCTGCTGTTCGGATCGGACAAGAAGAATTTGGAGATCGTGGACCTGTCGAGGAACT
TGTTGGAGTTCGATCTGTCGAAGGTCGAGTTTCCGAAGAGCTTGACCTATTTAGATCTAAACCACAAC
AAGATAATTGGGAGTCTTCCGGTGGGGCTGACCGAGCTGAGACTACAGCTGCTCAATGTGAGTTACAA
CCAGCTGTGCGGGAAGATCCCGGTCGGCGGGGAATTGCAGACGAGGTTCGACTACTCAGCCTACTTCC
ATAACCGCTGCTTGTGCGGAGCGCCGCTACCGAACTGCAAAGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA
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Al.6
pPicZaA_ScPGIP

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAA
CACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAG
GGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACT
ACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATT
CGCGCGGTCCTGCTCACCGAGCGACCTGCACGCGCTGCTGAGCGTGAAGCAGGCGCTGGGCAACCCGG
CGACGCTGTCGACGTGGACCGCGTCGTCGCCCAACTGCTGCGCGTGGGACCACCTCCGGTGCAACGAC
GCCGGGCGCGTGAACAACGTCTTCATCGACGCCGCGGACGACGTGCACGGCCAGATCCCGTCCGCGGT
GGGCGGGCTGACGGAGCTCATGTCGCTTACCCTGTTCAAGCTGCCGGGGCTCACGGGCTCCATCCCGA
CCTGCCTCACCGCGCTGTCCAAGCTGGAGTTCCTCACCATCTCCCACACCAGCGTGTCCGGCGCCATC
CCGGAGTCCCTGGCGCGGCTGCGCAGCCTCGACTCCGTGGACCTCTCCAGCAACCAACTGACGGGCGG
CATCCCGGCGTCGTTCGCCGACCTGCCCAACCTCCGGTCGCTGGACCTCCGGCGCAACCAGCTGACGG
GCACCATCCCGGCGGGGCTGGTGCAGGGGCAGTTCCGGTCGCTGATCCTGTCCTACAACCAGCTGACG
GGCCCGATCCCGCGCGACGACGCGCACGACGAGATCAACACCGTGGACCTCTCCCACAACAAGCTCAC
CGGCGACCCCTCCCACCTGTTCGTCGCCGGCCGGCCCATCGGCAAGGTGGACCTGTCGTGGAACTACC
TCGACTTCGACCTCAGCAAGCTGGTGTTCCCGCCGGAGCTGACGTACCTGGACCTGTCCCACAACCAA
ATCCGGGGCACCGTGCCGCTGTCGCTGGAGCGGCTGTCCACGCTGCAGAAGCTGGACCTCAGCTACAA
CCGCCTGTGCGGGCCGCTCCCCAAGGGCCACGGCGTGATCAAGCACGGGTGCAAGCCGTACGCGCACA
ACCAGTGCCGCAAGGGGACCCCGCTCGCGGGGTGCCAGGACCTGGAGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAA
CAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA

Figuras Al1l.1-6: Clones Recombinantes: A figura ilustra a regido dos vetores
recombinates pPicZaA_PvPGIP1, pPicZaA_PvPGIP2, pPicZaA_ PvPGIP3,
pPicZaA_PvPGIP4, pPicZaA AmPGIP e pPicZaA_ScPGIP, respectivamente. As
trincas de nucleotideos destacadas em vermelho indicam os cédons de inicio e
terminacdo na sintese das proteinas recombinantes. A ORF, isenta das sequéncias
codificantes para o peptideo sinal e cédon de terminagdo nativos, esta ressaltada em
preto. Os nucleotideos sublinhados séo referentes aos sitios de restricao utilizados na

clonagem dos plasmideos.
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Figura A2: Quantificacdo das proteinas PvPGIP2 e PvPGIP3 recombinantes.
Gel SDS PAGE. Ladder o marcador de massa molecular (Invitrogen); 1-5: Curva
padrao com quantidade conhecidas para proteina BSA (0,039 - 0,625 pug); 6:
PvPGIP2 (0,05 pg/pL); 7: PvPGIP3 (0,14 pg/uL) e 8 e 9: Enzima Sl-endoPG (0,15
Mo/pL e 0,04 pg/uL respectivamente.
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Figura A3: Curva padrao. Gréfico de absorbancia em 540 nm pela quantidade de

glicose em pumol/pL.
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