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RESUMO

As espécies do género Panicum englobam importantes forrageiras que se
destacam no Brasil, devido a alta produtividade, capacidade de adaptacao ao
pastejo, a condicdbes ambientais e ao manejo, principalmente em areas
cultivadas. Essa alta capacidade de adaptacdo é de grande importancia para a
comunidade cientifica, principalmente em condi¢cbes de estresse, pois revela
genes que podem ser usados para transformacgdo genética. O estresse hidrico
pode apresentar impactos significativos no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Os genes que sao expressos nessas condicdes, podem ser analisados
através da bioinformatica, que é uma ferramenta que possibilita diferentes
analises como a transcriptdmica. Com o presente trabalho, objetivou-se buscar
genes de resisténcia a doencas em P. maximum através da transcriptdmica,
levantando os dominios e classes de proteinas de resisténcia e fazendo a
modelagem 3D de proteinas com os dominios encontrados. Isso foi feito
realizando um alinhamento local dos transcritos, organizando os resultados em
um banco de dados. Em seguida, foi realizado um levantamento de dominios e
classes de resisténcia, seguido da modelagem 3D. A partir da condicdo
fisiolégica de estresse hidrico de Panicum maximum foi verificado a presenca de
8 diferentes dominios de proteinas relacionadas a resisténcia, sendo 0s
dominios mais expressivos Serina-Treonina-Quinase, NBS e LRR. Observou-se
a expressao de 10 diferentes classes de proteinas relacionadas a resisténcia,
sendo as classes mais expressivas RLP, NL e CNL; e foi observado similaridade
das sequéncias de resisténcia entre Panicum maximum e 13 diferentes
espécies, sendo as espécies com mais sequéncias similares Setaria italica,
Panicum virgatum e Sorghum bicolor. A modelagem 3D de proteinas de cada
dominio observado possibilitou uma compreensdo maior das funcdes de cada
uma das proteinas modeladas, tendo como resultado modelos com um alto

padrao de qualidade.

Palavras-chave: forrageira; estresse hidrico; capim-mombaca.



ABSTRACT

Species of the genus Panicum include important forages that stand out in
Brazil, due to high productivity, adaptability to grazing, environmental conditions
and management, especially in cultivated areas. This high adaptability is of great
importance to the scientific community as it reveals genes that can be used for
genetic transformation. Hydric stress can have significant impacts on plant
growth and development. The genes that are expressed under these conditions
can be analyzed through bioinformatics, which is a tool that enables different
analyzes such as transcriptomics. With the present work, the objective was to
search for resistance genes to P. maximum diseases through transcriptomy,
raising the domains and classes of resistance proteins and doing 3D modeling of
proteins with the domains found. This was done by performing a local alignment
of the transcripts, organizing the results into a database. Next, a survey of
domains and resistance classes was carried out, followed by 3D modeling. From
the physiological condition of Panicum maximum water stress, the presence of 8
different resistance-related protein domains was verified, being the most
expressive domains Serine-Threonine-Kinase, NBS and LRR. The expression of
10 different classes of resistance-related proteins was observed, the most
expressive classes being RLP, NL and CNL; and similarity of resistance
sequences between Panicum maximum and 13 different species was observed,
being the species with more sequences similar Setaria italica, Panicum virgatum
and Sorghum bicolor. The 3D modeling of proteins from each observed domain
allowed a greater understanding of the functions of each of the modeled proteins,
resulting in models with a high quality standard.

Keywords: forage; hydrical stress; Mombasa grass.
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1. INTRODUCAO

As espécies do género Panicum englobam importantes forrageiras que se
destacam no Brasil, devido a sua alta produtividade, capacidade de adaptacdo
ao pastejo, a condicbes ambientais e ao manejo, principalmente em areas
cultivadas. O uso dessas forrageiras, como opc¢ao de producéo de massa para
o plantio direto ou em integracéo lavoura-pecuaria, € uma realidade nas regioes
produtoras de graos, sobretudo no Brasil central pecuario (QUEIROZ et al.;
2014).

Devido ao seu comportamento séssil, as plantas sdo continuamente
expostas a uma ampla gama de estresses. Os principais estresses abidticos que
afetam plantas e culturas no campo estdo sendo amplamente estudados,
constituem: a seca, a salinidade, o calor, o frio, o arrefecimento, o congelamento,
o nutriente, a intensidade luminosa alta, 0 0zénio (Os) e as tenses anaerdbicas
(SUZUKI et al.; 2014).

Para defender-se dos estresses sofridos, as plantas desenvolveram uma
grande variedade de mecanismos de resisténcia a doencas, que incluem sintese
de fitoalexinas, antibiéticos, inibidores de protease; deposicao de material de
parede celular e acumulacdo de enzimas hidroliticas como as quitinases.
Aparentemente, a resisténcia da planta depende da habilidade do hospedeiro
em reconhecer o patégeno, e rapidamente induzir os mecanismos de defesa a
tempo de limitar a acdo do patdgeno (CHRISTOPOULOU et al.; 2015). Desta
forma, o conhecimento dos genes que possuem expressao alterada em resposta
a determinado fator ambiental pode revelar grande parte das bases genéticas

determinantes ou envolvidas neste processo bioldgico (VINECKY et al, 2005).

O transcriptoma é o conjunto completo de transcricbes em uma célula e
sua quantidade, para um estagio de desenvolvimento especifico ou condigdo
fisiolégica (WANG et al.; 2009). Através da analise do transcriptoma € possivel
determinar quando e onde cada gene € expresso em determinado tecido do
organismo e, ainda, € possivel quantificar essa expressao (SANGI &
BIANCHETTI.; 2017).

Sendo assim, esta pesquisa se mostra de grande interesse, visto que o

conhecimento dos genes de resisténcia no capim Panicum maximum pode
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proporcionar informacdes adicionais a comunidade cientifica e também ser
usado em trabalhos futuros para o melhoramento da espécie, ou de outras
espécies, como para superexpressar genes de resisténcia encontrados ou
transferéncia de genes de resisténcia para outra planta. Cabe ressaltar que esse
€ o primeiro trabalho realizado envolvendo o transcriptoma desta planta.

1.1 Objetivos

Objetivo geral: prospectar genes de resisténcia a doenca em Panicum

maximum utilizando as ferramentas da bioinforméatica
Objetivos especificos:

e Encontrar os dominios de proteinas de resisténcia a doenca presentes em
P. maximum;

e Verirficar as classes de proteinas relacionadas a resisténcia a doenca em
P. maximum;

e Levantamento das espécies relacionadas a P. maximum;

e Predizer a estrutura tridimensional dos principais genes de resisténcia a

doenca encontrados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Panicum maximum cv. Tamani

Dentre as principais forrageiras cultivadas no Brasil, a espécie Panicum
maximum destaca-se pelo grande potencial de producdo de matéria seca, facil
adaptacado e boa qualidade da forrageira tanto nas caracteristicas agrondmicas
guanto em valores nutricionais (NONATO, et al.; 2016).

Lancada em marco de 2015 (BRAGA et al.; 2015), a cultivar BRS Tamani
€ o primeiro hibrido de Panicum maximum da Embrapa, sendo resultado do
cruzamento entre a planta sexual S12 e 0 acesso apomitico T60 (BRA-007234)
(PEREIRA et al.; 2016) em 1992. Apresenta como caracteristicas ser cespitosa
de porte ereto e baixo (até 1,3 m) com folhas verde-escuras, longas, finas (até
1,9 cm) e arqueadas (PEREIRA et al.; 2016), decumbentes de alta qualidade
(JANK et al.; 2017), com elevada producéo de folhas de alto valor nutritivo
(elevados teores de proteina bruta e digestibilidade), produtividade e vigor,
sendo de facil manejo (ZANELA & DERETI; 2017) e possui florescimento
precoce (PEREIRA et al.; 2016).

A BRS Tamani tem boa resisténcia as cigarrinha-das-pastagens e
resisténcia intermediaria a mancha foliar (Bipolaris maydis). Nao é recomendada
para solos de baixa fertilidade; baixa tolerancia a solos encharcados; suscetivel
ao nematoide das lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus) (PEREIRA et al.;
2016). Apresenta maior ganho por animal que a cultvar ‘Massai’, devido ao seu
alto perfilhamento e folhas finas e decumbentes, e também apresenta a maior

facilidade de manejo de todas as cultivares da espécie (JANK et al.; 2017).

Entretanto, ndo € indicada para areas sujeitas a alagamentos, mesmo que
temporarios, por apresentar baixa tolerancia ao encharcamento do solo. Em
condicbes de baixas temperaturas, apresenta maior persisténcia que as
cultivares Massai e Tanzania, sendo semelhante a cultivar Mombaga (ZANELA
& DERETI; 2017). E recomendada para solos de média a alta fertilidade.
Avaliada em pastejo alternado por dois anos, suportou 3,2 e 1,6 uA/ha durante
o periodo das aguas e da seca, respectivamente, apresentando ganho médio de
681 kg de peso vivo por hectare ao ano. Recomenda-se o uso de 3 a 4 kg/ha de

sementes puras viaveis, semeadas na profundidade de 25 a 5 cm e
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incorporadas com grade niveladora. Deve ser manejada, preferencialmente, sob
lotacdo rotacionada, com altura de residuo de pelo menos 20-25 cm e periodos
de descanso ndo superiores a 28 dias, na época chuvosa (PEREIRA et al,;
2016).

2.2 Estresse a fatores biéticos e abiéticos em plantas

Devido ao seu comportamento séssil, as plantas sdo continuamente
expostas a uma ampla gama de estresses. Os principais estresses abioticos que
afetam plantas e culturas no campo estdo sendo amplamente estudados.
Incluem a seca, a salinidade, o calor, o frio, o arrefecimento, o congelamento, o
nutriente, a intensidade luminosa alta, o ozénio (O3) e as tensGes anaerdbicas
(SUZUKI et al.; 2014).

Em condi¢bes naturais, combinagdes de dois ou mais estresses, como a
seca e salinidade, salinidade e calor, e combinacdes de seca com temperatura
extrema ou alta intensidade luminosa sdo comuns a muitas areas agricolas em

todo o mundo e podem afetar a produtividade das culturas (SUZUKI et al.; 2014).

O aluminio (Al) é um dos principais fatores limitantes para o cultivo de
culturas em solos acidos. Em condi¢des acidas do solo, o Al é ionizado em
aluminio trivalente (AI**), que esta prontamente disponivel e altamente reativo
no solo. O Al pode interagir com uma série de estruturas extracelulares e
intracelulares, inibindo o crescimento da planta e reduzindo a produtividade e o
rendimento (SALGADO et al.; 2017).

O déficit hidrico é observado em muitas culturas podendo apresentar
impactos significativos no crescimento e desenvolvimento das plantas
provocando altera¢cdes no comportamento, cuja tolerancia vai depender do
genotipo, da duragéo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta
(BRITO et al.; 2012).

Os indices fisiologicos, como a taxa de assimilagédo de COz, transpiragao,
condutancia estomatica e concentracao interna de CO2, também séo afetados
por fatores ambientais, como luz, temperatura, concentracdo de CO:2 e

disponibilidade de agua e nutrientes; assim, pode-se conhecer, com base no

19



estudo das interacbes desses parametros com cada fator ambiental, em
particular o estado hidrico da planta, a eficiéncia do crescimento e a habilidade
de adaptacao as condi¢cdes ambientais de uma espécie ou variedade (BRITO et
al.; 2012).

As plantas sujeitas ao alagamento possuem sua condutancia estomatica
afetada e reduz as taxas de fotossintese e de crescimento, resultando em queda
da producao da parte aérea e de raizes. Contudo, as plantas desenvolvem certos
mecanismos de adaptacdo metabdlica, que envolve a respiragdo anaerobica, o
desenvolvimento de aerénquima e formacdo de raizes adventicias (BONFIM-
SILVA et al.; 2011).

Entre todos os tipos de estresses abioticos, a desidratacdo e os extremos
de temperatura sdo os que mais afetam o desenvolvimento vegetal. As plantas
respondem ao estresse hidrico e as altas e baixas temperaturas com diversas
mudancas relacionadas ao seu desenvolvimento e a sua fisiologia. Uma das
respostas das plantas aos estresses é a expressao de um grande numero de
genes, cujos produtos podem estar envolvidos em diversas funcdes adaptativas
em condicbes de estresse. Genes induzidos durante os estresses abibticos
codificam proteinas que ndo funcionam apenas na protecéo das células contra
0 estresse, mas também na expressao génica e transducao de sinal em resposta
ao estresse (ITO et al.; 2013).

Em 2002 e 2004, revelou-se que a resposta molecular das plantas a uma
combinacdo de seca e estresse térmico € Unica e ndo pode ser extrapolada
diretamente da resposta das plantas a seca ou ao estresse térmico aplicado
individualmente. Desde entdo, muitos estudos envolvendo outras combinacgdes
de estresses demonstraram que, apesar de um certo grau de sobreposicdo, cada
condicdo de estresse exigia um mecanismo de resposta Unica, adaptado as
necessidades especificas da planta, e que cada combinag¢do de dois ou mais
estresses diferentes também pode exigir uma resposta especifica (SUZUKI et
al.; 2014).

A salinidade também tem sido um problema, particularmente nas regides
tropicais onde prevalecem condicbes climaticas adversas como

evapotranspiracio e temperaturas elevadas. Ela causa grandes disturbios no
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metabolismo das plantas, acarretando restricdo de crescimento e perda de
produtividade (SILVEIRA et al.; 2010).

Uma comparacgdo de todos os principais desastres climaticos dos EUA
gue excederam um bilhdo de dolares cada, entre 1980 e 2012, indica que uma
combinacdo de seca e estresse térmico causou grandes perdas agricolas na
ordem de $ 200 bilhdes. Em contrapartida, durante 0 mesmo periodo, apenas a
seca, atuando de forma isolada causou $ 50 bilhdes em danos a producéo
agricola (SUZUKI et al.; 2014).

Além disso, os modelos atuais de previsao climética indicam um aumento
gradual da temperatura ambiente e um aumento na frequéncia e amplitude do
estresse térmico no futuro proximo. E, as altas temperaturas serdo
acompanhadas por outros desastres climaticos, como extensdes prolongadas,
gue poderiam afetar drasticamente a producdo de culturas em todo o mundo.
Por conseguinte, existe uma necessidade urgente de gerar culturas com

tolerancia melhorada as combinacdes de estresse (SUZUKI et al.; 2014).

Além dos estresses abidticos, em condicbes naturais, as plantas
enfrentam a ameaca de infeccdo por agentes patogénicos (incluindo bactérias,
fungos, virus e nematoéides) e ataques por pragas herbivoros (SUZUKI et al.;
2014), ambos conhecidos como estresse bibtico. Muitas plantas passam por
mudancas bioquimicas significativas em resposta ao ataque de estressores
biéticos, como fitopatbgenos ou insetos herbivoros (NASCIMENTO &
BARRIGOSSI; 2014).

Quando o ataque € realizado por patdégenos, as plantas se defendem com
mecanismos de defesa passiva ou pré-existente e ativa ou induzida. A
suscetibilidade e resisténcia das plantas estdo relacionadas com a eficiéncia
desta resposta de defesa ao ataque de fitopatdogenos. A resisténcia a doencas
em plantas é conhecida por ser controlada geneticamente conferindo resisténcia
a fitopatdgenos com um gene avirulento para um reconhecido evento especifico
(NASCIMENTO & BARRIGOSSI; 2014).

O alcance do habitat de pragas e patdgenos pode ser influenciado pelas
mudancas climaticas, por exemplo, facilitando a disseminacdo de patdégenos.

Além disso, muitas condi¢cdes de estresse abidtico demonstraram enfraquecer
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0os mecanismos de defesa das plantas e aumentar sua susceptibilidade a

infeccdo por patdégenos (SUZUKI et al.; 2014).

Além do mais, a ocorréncia simultanea de diferentes estresses bidticos e
abidticos resultou em um alto grau de complexidade nas respostas das plantas,
uma vez que as respostas a esses estresses combinados sdo amplamente
controladas por diferentes caminhos de sinalizagao que podem interagir e inibir
um ao outro. As vias metabdlicas e de sinalizacdo envolvidas na resposta das
plantas a combinacao de estresse incluiram fatores de transcri¢éo, fotossintese,
mecanismos antioxidantes, respostas de agentes patogénicos, sinalizacao
hormonal e sintese de osmodlitos. No entanto, a maioria dos mecanismos
subjacentes a tolerancia das plantas as combinacfes de estresse ainda séo
desconhecidas e sdo necessarios mais estudos para aborda-las (SUZUKI et al.;
2014).

2.3 Mecanismos de defesa das plantas

A imunidade da planta pode ser definida simplesmente como a
capacidade de uma fabrica para prevenir ou suportar ataque biolégico por
patogenos (MILLER et al.; 2017). Para defender-se dos estresses sofridos, as
plantas desenvolveram uma grande variedade de mecanismos de resisténcia a
doencas, que incluem sintese de fitoalexinas, antibiéticos, inibidores de
protease; deposi¢cdo de material de parede celular e acumulagado de enzimas
hidroliticas como as quitinases. Aparentemente, a resisténcia da planta depende
da habilidade do hospedeiro em reconhecer o patdgeno, e rapidamente induzir
0os mecanismos de defesa a tempo de limitar a acdo do patégeno
(CHRISTOPOULOU et al.; 2015).

O sistema de defesa da planta consiste em varias camadas de defesa. Os
receptores de reconhecimento de padrbes, localizados na membrana
plasmatica, podem detectar padr6es moleculares de patégenos conservados,
como a quitina ou flagelina, e desencadear a resisténcia basal de amplo espectro
(CHRISTOPOULOU et al.; 2015) Os agentes patogénicos desenvolveram
mecanismos para suprimir as defesas basais que incluem exclusdo completa,

inativagdo ou regulacdo do gene AVR (gene de aviruléncia), ou mutacdes
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pontuais que permitem o reconhecimento para enganar, mantendo a funcéo de
viruléncia da proteina AVR (proteina de aviruléncia) (PETIT-HOUDENOT &
FUDAL,; 2017).

Em resposta, as plantas desenvolveram mecanismos que levam a
viruléncia, receptores NLR (ligacdo de nucleotideos e proteinas de repeticédo
ricas em leucina) intracelulares que podem detectar as moléculas efetoras
diretamente ou por meio dos compostos produzidos a partir delas e obter
respostas de defesa potentes (imunidade desencadeada por efetor [ETI]) (Figura
1), que muitas vezes envolve a morte celular programada caracterizada pela
resposta hipersensivel (HR) (CHRISTOPOULOU et al.; 2015). E a percepcéo de
patbgenos na matriz extracelular por PRRs transmembranares (comumente
chamados de imunidade desencadeada por PAMP — padrdes moleculares
associados a patogenos- [PTI]) (Figura 1) (BENTHAM et al.; 2016).

Os NLRs normalmente tém uma estrutura modular de tri-dominio, com
papéis para cada um dos trés dominios (Figura 2). A familia é definida pela
regido central NOD pertencente a familia ATPase; este dominio geralmente
possui funcbes de oligomerizacéo e regulamentacdo. O dominio C-terminal em
plantas NLRs normalmente contém LRRs, mas podem consistir em outras
repeticdes formadoras da superestrutura, e motifs WD/WD40, HEAT, ankirina ou
TPR (tetratricopeptideo); este dominio geralmente tem funcdes de deteccéo e
auto-regulacédo. O dominio N-terminal geralmente tem um funcéo de sinalizacéo.
Nas plantas, na maioria das vezes € um TIR (Toll-like/interleucina-1
receptor/resisténcia) ou um dominio de bobina enrolada (CC) (BENTHAM et al.;
2016).

As plantas contém multiplos genes de resisténcia fenotipica (R) que
proporcionam resisténcia a diversos agentes patogénicos e pragas. A maioria
dos genes envolvidos no reconhecimento de patdgenos identificados até o
momento codificam a ligacdo de nucleotideos e proteinas de repeticao ricas em
leucina (NLR). A presenca de motivos caracteristicos compartilhados entre os
genes R clonados facilitou a identificacéo de genes de resisténcia de candidatos
numerosos (CHRISTOPOULOU et al.; 2015).
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Figura 1. Um resumo esquemaéatico dos mecanismos de deteccdo do patégeno
inato da imunidade e da resposta imune das plantas, caracterizado pelos
patossistemas. PTI, desencadeada por imunidade PAMP; PAMPs, padrbes
moleculares associados a patdgenos; PRRs, receptores de reconhecimento de
padrbes; ROS, espécies que reagem ao oxigénio; ETI, imunidade desencadeada
por efetores; NLR, receptor do tipo dominio de oligomerizacdo de ligacdo a
nucleotideos; HR, resposta hipersensivel; JA, acido jasménico; ET, etileno; SA,
acido salicilico; COI1, proteina insensivel a coronéria 1; EIN2, proteina
insensivel a etileno 2. (MILLER et al.; 2017).
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Figura 2. Arquitetura de dominio de proteinas NLR e STAND de plantas e
animais representativas (BENTHAM et al.; 2016).

L.

As sequéncias com similaridade aos genes R clonados geralmente sao
agrupadas em genomas de plantas e, muitas vezes, cosegregadas com
multiplas especificidades de resisténcia. A clonagem de genes R nao s6 promove
a compreensao das bases moleculares da resisténcia a doenca, mas também
tem implicagbes praticas significativas para os programas de reproducdo,
fornecendo marcadores robustos para a sele¢do assistida por marcadores e
possibilitando a piramidacdo de genes R (combinacdo de dois ou mais
transgenes em um organismo) (CHRISTOPOULOU et al.; 2015).

Os genes envolvidos na defesa vegetal podem ser divididos em trés
grupos. O primeiro € chamado de proteinas antinutricionais ou genes de defesa:
codificam proteinas de defesa, tais como inibidores de protease, enzimas da
biossintese de compostos metabdlicos secundéarios, um exemplo destas
enzimas é a fenilalanina aménia liase (PAL), que produz intermediarios reativos
de oxigénio (IRO) que atuam no reforcamento da parede celular (SILVESTRINI
et al.; 2005).
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O segundo grupo é chamado genes de sinaliza¢do: produzem compostos
volateis, para repelir os insetos, comunicar o0 ataque entre partes das plantas e
entre plantas. Sdo genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de
flavondides, que produzem compostos fendlicos tdxicos e proteinas inibidoras
de proteinases. E o terceiro grupo, genes envolvidos no redirecionamento
metabdlico: genes que ativam a sintese de enzimas que produzem IRO, que
podem atuar também na transducdo de sinais, ativando a lipoxigenase (LOX),

que participa da producao de 4cido jasmonico (SILVESTRINI et al.; 2005).

Os dominios de resisténcia podem ser encontrados sozinhos nas
proteinas, ou conjugados a outros dominios. Quando sdo encontrados juntos,
sdo denominados classes, e essas podem ser agrupadas funcionalmente em
cinco principais classes de resisténcia a doenca distintas com base na presenca
de dominios especificos: a classe CNL compreende genes de resisténcia que
codificam proteinas com pelo menos um dominio de bobina enrolada, um local
de ligacdo de nucleotideo e uma repeticao rica em leucina (CC-NB-LRR). A
classe TNL inclui agueles com um dominio do receptor de interleucina Toll, um
local de ligacdo a nucleotideos e uma repeticéao rica em leucina (TIR-NB-LRR)
(SANSEVERINO et al.; 2009).

A classe RLP, sigla para a proteina semelhante a um receptor, agrupa
agueles com um dominio receptor de serina-treonina quinase receptor e uma
repeticdo extracelular rica em leucina (ser/thr-LRR). A classe RLK contém
aqueles com um dominio quinase e uma repeticdo extracelular rica em leucina
(Kin-LRR). A classe "Outros" inclui todos os outros genes que foram descritos
como conferindo resisténcia através de diferentes mecanismos moleculares
(SANSEVERINO et al.; 2009).

A resisténcia é geralmente reconhecida como vertical ou horizontal. A
resisténcia vertical, relacionada a expressdo de numero reduzido de natureza
dominante, € mais facil de ser trabalhada em programas de melhoramento. Por
outro lado, ela tem carater temporario, ocorrendo frequentes quebras da
resisténcia, devido a adaptacfes do patégeno ao genétipo (BOTELHO et al.;
2015). A resisténcia horizontal é efetiva contra véarias racas do patégeno. E
herdada de forma quantitativa e controlada por varios genes, cada um com um
efeito menor (FILIPPI et al.; 2015).
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A piramidizacdo de genes R horizontais em um Gnico genoma geralmente
melhora seu fendtipo de resisténcia. Os genes de resisténcia podem ser
combinados para produzir novos fenotipos horizontais ou verticais. A
piramidacdo de genes R pode melhorar o espectro de resisténcia, portanto, os
genes com espectro de resisténcia complementar podem ser selecionados de tal
forma que as piramides de genes proporcionam resisténcia a um amplo conjunto
de racas de patdogenos (NELSON et al.; 2018).

A durabilidade da resisténcia depende de muitos fatores, incluindo a
biologia, a genética e a evolucdo do patdgeno ao qual confere resisténcia. A
resisténcia vertical baseada em genes R € muitas vezes facilmente superada
pela evolucdo das populacdes de patdgenos, particularmente quando plantas
resistentes sdo implantadas em grandes monoculturas. A estabilidade de um
gene R esta assim relacionada ao papel fisiolégico e ao potencial evolutivo do
efetor que ele reconhece (NELSON et al.; 2018).

Assim, o influxo constante de novas estratégias de reproducdo e
biotecnologia € indispensavel para aumentar a imunidade das plantas e conferir
resisténcia duradoura e de amplo espectro as plantas cultivadas contra
patégenos microbianos. Algumas técnicas novas para aumentar a imunidade
inata da planta e conferir resisténcia duradoura a doencas, sao: Repeticdes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas
(CRISPR)/Cas e Nucleases Efetoras de Ativacdo de Transcricdo (TALENS)
(NEJAT et al.; 2017).

Os genes que desempenham papéis em resisténcia ou susceptibilidade a
agentes patogénicos também podem afetar outros tracos importantes, por
exemplo, rendimento ou resposta a fatores abioticos como o estresse de agua
ou nutrientes. Além disso, a resisténcia a uma doenca pode estar associada a

resisténcia ou susceptibilidade a outra (NELSON et al.; 2018).

Além dos genes de resisténcia, existem os analogos de genes de
resisténcia (RGASs) que apresentam possivel resisténcia. Esses genes possuem
similaridade com genes de resisténcia conhecidos. Alguns destes RGAs estéo
geneticamente ligados a locos de genes de resisténcia ou parte dos mesmos
(GUIMARAES et al.; 2005).
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Os RGAs compreendem Receptores de Reconhecimento de Padrdes
(PRRs) e genes R e, a maioria tem dominios e motifs conservados. A maioria
dos PRRs caracterizados séo proteinas-quinases semelhantes a receptores
localizados em superficie (RLKs) ou proteinas semelhantes a receptores
associados a memlbrana (RLPs). Os RLKs possuem um dominio de detecc¢éo
extracelular, uma regido transmembrana (TM) e uma proteina quinase
intracelular, contendo dois tipos de acordo com a estrutura do dominio, tipo de
repeticdo rica em leucina (LRR), como FLS2, EFR e XA21, e motif de lisina
(LysM), como CERK1. Os RLPs tém arquitetura de dominio semelhante a RLKSs,
exceto pela auséncia de um dominio de quinase na regiao intracelular, como Cf-
9 (tipo LRR), Eix1 e Eix2 (tipo LRR), CEBIP (tipo LysM) (LI et al.; 2016).

2.4 Bioinformaética

Um modo de se estudar os mecanismos de resisténcia de plantas aos
estresses bidticos e abidticos € o uso da bioinformatica, que se refere ao
emprego de ferramentas computacionais no estudo de problemas e questfes
biologicas. Neste caminho, da sequéncia de nucleotideos até estruturas
proteicas, alcancando por fim farmacos e mais produtos, diversas areas do
conhecimento estdo envolvidas, como: biologia molecular, biologia celular,

bioquimica, quimica, fisica e computacao (VERLI; 2014).

Buscando tratar dados biologicos brutos, a bioinformatica consolida-se
como uma nova area do conhecimento, gracas a crescente necessidade de
desenvolver programas computacionais que permitam reconhecer sequéncias
de genes; predizer a configuracao tridimensional de proteinas; identificar
inibidores de enzimas; organizar e relacionar informacéo biolégica; agrupar
proteinas homélogas; estabelecer arvores filogenéticas; analisar experimentos

de expressdo génica, entre outros (ARAUJO et al.; 2017).

Varios recursos sao disponibilizados pela bioinformética, como:
mineracao de textos e dados; sequenciamento do DNA e a Gendmica; filogenia;
RNAs e a transcriptbmica; protedmica e estrutura de proteinas; metabolémica;

farmacogendmica; biotecnologia (ESPINDOLA et al.; 2010).
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Podemos tragar como momento chave da bioinformatica o inicio da
década de 1950, quando o trabalho classico sobre a estrutura em hélice da
molécula de DNA por James Watson e Francis Crick foi publicado. Além deste
trabalho, outros trabalhos também foram muito importantes para esse momento,
dentre eles destacam-se os trabalhos de Linus Pauling e Robert Corey, no inicio
da década de 1950, e de Gopalasamudram N. Ramachandran, no inicio da
década de 1960, que ofereceram as bases para a compreensdo da estrutura
tridimensional de proteinas (VERLI; 2014).

Com o desenvolvimento de computadores mais poderosos e com 0
avanco no entendimento dos determinantes da estrutura e da dinamica proteica,
tornam-se possiveis 0s primeiros estudos acerca da dindmica e do
enovelamento de proteinas por simulagées de dindmica molecular por Michael
Levitt e Arieh Warshel, nos anos de 1970. A partir dos trabalhos destes e de
outros pesquisadores, diversos avancos foram feitos progressivamente nos anos
que se seguiram, tanto no entendimento de biomoléculas quanto no emprego de

técnicas computacionais para retroalimentar este entendimento (VERLI; 2014).

O dominio da bioinformética cresceu em paralelo e com a internet, em
que a rapida andlise de dados e a troca de informacdes sobre os cédigos
biol6gicos e computacionais estdo em convivéncia harmonica, por meio de suas
multiplas ramificaces, gerenciando e integrando bancos de dados aplicaveis, e
construindo sistemas in silico para simulacdo de formas naturais e modificadas
de produtos especificos (ESPINDOLA et al.; 2010).

Os dados gerados pelo sequenciamento dos genomas de diferentes
organismos transformaram a biologia. A integracdo de varias areas do
conhecimento permitiu avancar os estudos em relacdo a gendmica, 0s
processos de transcricdo das informagbes contidas nos genes, a
transcriptbmica, bem como a compreensdo do conjunto dos produtos destes
genes pela proted6mica. Neste contexto, promoveu-se o desenvolvimento e 0
aperfeicoamento das técnicas que permitiram os avanc¢os destas novas ciéncias
Omicas, como a transcriptdmica, protedmica e metabolémica, com o objetivo de
isolar e caracterizar o0 RNA, as proteinas e os metabdlitos, respectivamente;
sendo possivel devido também ao desenvolvimento da bioinformatica
(ESPINDOLA et al.; 2010).
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Um grande desafio veio a tona com o advento das novas tecnologias de
sequenciamento, ou sequenciamento de nova geracdo, do inglés Next
Generation Sequencing (NGS), em termos de capacidade de armazenamento e
processamento de dados, assim como a necessidade do desenvolvimento de
novas ferramentas de anélise (MASSRUHA & HIGA; 2014).

Dificuldades a parte, sem ddvidas o surgimento do sequenciamento de
nova geragdo tem transformado varia areas da pesquisa biolégica, incluindo a
agricultura. Os estudos genéticos foram largamente beneficiados com o avanco
na obtencdo de informacdes gendmicas que podem ser aplicadas no pré-
melhoramento e melhoramento genético de espécies animais e vegetais de
interesse econdmico, na caracterizacdo de recursos genéticos com vistas a
prospeccao génica e na descoberta de ativos biotecnoldgicos (MASSRUHA &

HIGA; 2014).

As ferramentas desenvolvidas para a analise dos dados gerados pelos
sequenciadores de nova geracao incluem aquelas que permitem o alinhamento
das sequéncias produzidas contra um genoma referéncia ou a montagem de
novo das sequéncias geradas, resultando em um genoma “montado”, a detec¢ao
de polimorfismos do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e ainda outras
variacbes estruturais como delecdes, inser¢des, rearranjos e variagcbes no
namero de copias de trechos do genoma - as CNVs (Copy Number Variation), a
analise de transcriptomas em grande profundidade e a analise de metagenomas,
a partir de comunidades microbianas (MASSRUHA & HIGA; 2014).

Cerca de 1.000 projetos ja foram finalizados no mundo ou estdo em fase
de conclusdao, sendo responsaveis pela disponibilizacdo de uma vasta
quantidade de dados bioldgicos, tais como: identificacdo, sequenciamento e
descricdo da estrutura tridimensional de proteinas e das similaridades dos genes

dentro de um genoma e entre diferentes espécies (ARAUJO et al.; 2017).

No Brasil, esse fendbmeno pode ser acompanhado de perto pela efetiva
execucdo e andamento de diversos projetos do Programa Genoma, acabando
por consolidar uma nova concepg¢éo do desenho institucional da pesquisa no
pais. Aléem disso, tais iniciativas tém contribuido para o estabelecimento de uma

cultura de interacdo e de integracdo entre as universidades e as empresas,
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essencial quando se quer enfrentar o desafio necessario e impositivo da
transformacao do conhecimento no desenvolvimento de patentes e em riqueza
(ARAUJO et al.; 2017).

Uma busca de semelhanca de sequéncia fornece frequentemente a
primeira informacdo sobre uma nova sequéncia de DNA ou proteina. Uma
pesquisa permite aos cientistas inferir a funcéo de uma sequéncia de sequéncias
semelhantes. Existem muitas maneiras de realizar uma busca de similaridade de
sequéncia, mas provavelmente o método mais popular € a "Ferramenta basica
de pesquisa de alinhamento local" (BLAST). O BLAST usa heuristicas para
produzir resultados rapidamente. Ele também calcula um "valor esperado” que
estima quantos jogos teriam ocorrido em uma determinada pontuagao por
chance, o0 que pode ajudar um usudrio a julgar a confianca necessaria em um
alinhamento. Como o nome indica, o BLAST executa alinhamentos "locais"
(MADDEN; 2013).

O BLAST pode ser aplicado na comparacao de transcriptomas, como ja
foi feito por Basante et al. (2013) com transcriptoma de feijdo-caupi; por Salgado
et al. (2017) com transcriptoma de Uruchloa decumbens; por Souza et al. (2016)
em Sorghum bicolor, Zea mays e teosinto; e por Wang et al. (2009) em Raphanus

sativus.

Existem algumas ferramentas da bioinformética feitas para a analise de
genes de resisténcia em plantas, entre elas a RGAugury, que € uma ferramenta
de pipeline eficiente e integrativa para identificar todos os tipos conhecidos de
candidatos RGA a partir de conjuntos de dados em escala de genoma, com uma
interface amigavel e que seria totalmente integrada do conjunto de dados a
sumarizacao (LI et al.; 2016).

Além dessa, ha também a DRPPP, que é uma ferramenta de maquina de
aprendizagem para predicéo de proteinas de resisténcia a doencas em plantas
(PAL et al.; 2016). E a NBSPred, que € uma pipeline de alta produtividade
baseada em maquina de vetor de suporte para predicdo de proteina de
resisténcia de plantas NBSLRR (KUSHWAHA et al.; 2015).

A bioinformética contemporanea engloba uma crescente e ampla gama

de atividades relacionadas ao gerenciamento, andlise e visualizacdo da
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informacado biotecnoldgica. Dentre a pletora de programas e abordagens de
bioinforméatica aplicadas as analises de proteémica, genémica, microarranjos,
metabolémica e biologia de sistemas, o desenvolvimento e utilizacdo de banco
de dados tem crescido em importancia e mostrado sua fundamentalidade n&o s6
como esséncia dos grandes repositérios de dados biol6gicos como o DDBJ (DNA
Data Bank of Japan), EMBL Nucleotide Sequence DB (European Molecular
Biology Laboratory) e GenBank (National Center for Biotechnology Information),
mas também no cotidiano cientifico dos laboratérios de pesquisa envolvidos em
projetos que empreguem alguma abordagem de sequenciamento de nova
geracdo (MOREIRA; 2015).

Na ciéncia computacional, banco de dados é definido como uma colecéo
estruturada de dados. Os dados armazenados em um banco de dados sé&o
organizados de forma a permitir agilidade na busca e na recuperagdo por um
computador, ou seja, ndo ha nada além de uma simples colecdo de itens.
Diferentes tipos de bancos de dados — hierarquico, rede, relacional e orientado
para objetos — usam diferentes modelos para organizar os dados. As gravacdes
em bancos de dados hierarquicos, por exemplo, sdo organizadas em uma
estrutura de arvores. Os bancos de dados orientados para objetos armazenam
estruturas de dados complexas, chamadas de “objetos”, e que sdo organizadas
em classes hierarquicas que podem herdar propriedades de classes mais altas
na cadeia (MANOVICH; 2015).

O banco de dados de genes de resisténcia de plantas (PRGdb), € o
primeiro recurso abrangente de bioinformatica dedicado a genes de resisténcia
a doencas de plantas conhecidos e previstos. Este recurso visa proporcionar aos
cientistas que trabalham neste campo de pesquisa uma colecdo abrangente e
atualizada de genes R curados manualmente extraidos da literatura
(SANSEVERINO et al.; 2009), que em sua atualizacdo foi expandido mais de 6
vezes para incluir informagdes bioldgicas uteis sobre um total de 104 459 genes
R (dos quais 90 000 recém-anotados) de 233 espécies de plantas. Destas
entradas, 112 sdo genes R curados manualmente descritos na literatura para
conferir resisténcia a 122 patdgenos diferentes (SANSEVERINO et al.; 2012).
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2.5 Transcriptomica

O transcriptoma é o conjunto completo de transcricbes em uma célula e
sua quantidade, para um estagio de desenvolvimento especifico ou condicéo
fisiologica. Compreender o transcriptoma € essencial para interpretar os
elementos funcionais do genoma e revelar os constituintes moleculares das
células e tecidos e também para entender o desenvolvimento e a patologia. Os
principais objetivos da transcriptdbmica sdo: catalogar todas as espécies de
transcricao, incluindo mRNAs, RNA néo codificantes e pequenos RNAs; para
determinar a estrutura transcricional dos genes, em termos de seus locais de
inicio, extremidades 5 'e 3', padrbes de empalme e outras modificacdes pos-
transcricdo; e para quantificar os niveis de expressdo em mudanca de cada
transcri¢cao durante o desenvolvimento e sob diferentes condigdes (WANG et al.;
2009).

A molécula de DNA é estatica e esta presente, com a mesma constituicao,
em todas as células do organismo. Decifrar esse conteudo estatico de DNA é
tarefa da gendmica. J& o conteado de RNA de uma determinada célula depende
do tempo e das condi¢cdes a qual ela estd sendo submetida (ALMEIDA &
FERNANDES; 2013). O desenvolvimento de tecnologias aplicadas a biologia e
genética molecular vem propiciando uma producdo enorme de informacdes na
area gendbmica, através do sequenciamento de diferentes organismos. A
utilizacao da tecnologia de arranjos de DNA para se analisar simultaneamente a
expressdo de varios genes tém proporcionado uma gama enorme de
informagdes acerca do perfil da expressao génica em plantas submetidas a
condicdes de estresses abiodticos (VINECKY, et al.; 2005).

Os resultados destas andlises, comegam a revelar a complexidade dos
mecanismos moleculares envolvidos nas respostas dos vegetais aos estresses
abidticos. Esses mecanismos moleculares sdo baseados na ativacdo e
regulacdo da expressdo de varios genes, cujos produtos proteicos podem estar
envolvidos tanto na resposta (percepcédo, traducdo do sinal e controle da
expressdo génical/fatores de transcricdo) como na tolerancia ao estresse
(antioxidantes, protetores osmoticos, transporte ionico, etc) (VINECKY, et al,;

2005). Através da analise do transcriptoma € possivel determinar quando e onde
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cada gene é expresso em determinado tecido do organismo e, ainda, é possivel
quantificar essa expressao (SANGI & BIANCHETTI.; 2017).

O estudo do transcriptoma de cada organismo é de grande importancia
para a identificacdo de genes, mas também incorpora informacbes sobre o
funcionamento do seu genoma. Para se estudar o transcriptoma ndo é
necessario sequenciar completamente todos os genes de um tecido ou
organismo. Grande parte dos genes podem ser identificados através da analise
de pequenas sequéncias que funcionam como etiquetas (SANTOS & ORTEGA,;
2003). Um dos motivadores do uso do genoma funcional para a identificacao de
genes de interesse € o custo do sequenciamento dos transcritos, que tem
decrescido ano a ano, permitindo o sequenciamento de mRNA (RNA-Seq) em
larga escala (LANNA et al.; 2013).

Existem varios métodos para a analise em larga escala da expressao de
um genoma, classificados em trés categorias: baseado em sequenciamento,
como por exemplo o sequenciamento shotgun de bibliotecas de cDNA
(EST/ORESTES), sequenciamento do RNA (RNA-seq) e bibliotecas SAGE;
métodos baseados em amplificacdo, com o por exemplo PCR array; métodos
baseados em hibridizagédo, tais como os microarranjos (MOREIRA; 2015).

Entender a resposta de uma planta a um estresse exigira uma analise
global de genes responsivos ao estresse. Uma visdo significativa sobre a porgao
expressa de uma planta com um tamanho grande e genoma desconhecido é
através da geracdo em grande escala e analise de tags de sequéncia expressa
(ESTs). Bibliotecas de cDNA preparadas a partir de diferentes tecidos expostos
a varias condicdes de estresse sdo ferramentas valiosas para obter a porcdo
expressa do genoma. Isso ndo apenas leva a identificacdo de genes que tém
funcgBes conhecidas ou putativas, mas também a descoberta de novos genes

putativos, até entdo desconhecidos (LIU et al.; 2013).

Todavia, uma outra tecnologia permite o sequenciamento da regiao
central dos mRNAs. A tecnologia, denominada ORESTES, de Open Reading
frames ESTs baseia-se na amplificacdo de cDNAs por PCR aleatério cujos
produtos sao utilizados para gerar uma biblioteca. O sequenciamento desta
biblioteca, contendo fragmentos aleatorios derivados de diferentes regides de
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cada mRNA, favorece o reconhecimento da fungao do transcrito por pesquisa de
homologia, pois incorpora mais frequentemente a ORF (fase de leitura aberta)
no transcrito do que as ESTs convencionais (SANTOS & ORTEGA; 2003).

A técnica SuperSAGE, que representa uma das mais eficientes para
analises de transcriptomas. O emprego dessa técnica, na identificacdo de genes
de resisténcia responsivos proporciona melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos, com possibilidades de aplicagbes no melhoramento da espécie
(BASANTE et al.; 2013).

A andlise de transcriptomas por meio da técnica de RNA-Seq
revolucionou os estudos na &rea, por apresentar varias vantagens quando
comparada a outras. O RNA-Seq fornece uma medida mais precisa do nivel de
transcritos, assim como suas isoformas, e promove uma acurada quantificacdo
da expressao diferencial, capaz de gerar novos conhecimentos sobre
mecanismos moleculares de uma dada caracteristica de interesse, em adicéo a
identificacdo de novos transcritos. O RNA-Seq permite também a identificacdo
sistematica de SNPs em regides transcritas, 0s quais podem ser utilizados na
deteccdo de expressdo alelo-especifica e também como marcadores
moleculares (MASSRUHA & HIGA; 2014).

Uma execuc¢ao de RNA-seq pode produzir mais de 200 milhdes de leituras
curtas, cada uma com 100-150 pares de bases (PERTEA et al.; 2015). Essa é
uma metodologia que utiliza o sequenciamento de nova geracao na analise de
transcriptomas, e tem sido utilizado em estudos da expressao génica de varias
plantas de importancia econémica, como o arroz, milho, cevada, laranja doce e
cana-de-acucar, e animais de producdo, como bovinos de corte e leite, suinos,
aves, caprinos e ovinos (MASSRUHA & HIGA; 2014).

O RNA-Seq também tem sido aplicado a diversas gramineas, como para
verificar expressao de genes referentes a tolerancia ao aluminio (SALGADO et
al.; 2017), tolerancia ao calor (LI et al.; 2013), producéo de biomassa (TOLEDO-
SILVA et al.; 2013), regulacao de processos fisiologicos (YUE et al.; 2016).

Existem algumas ferramentas que permitem a analise dos dados de
transcriptoma, uma delas € o FASTX-Toolkit, que € uma colecdo de ferramentas

de linha de comando para o pré-processamento de arquivos Short-Reads
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FASTA/FASTQ gque séo gerados pelas maquinas de sequenciamento de nova
geracdo (GORDON & HANNON; 2009).

Uma outra ferramenta muito utilizada é o FastQC, que visa fornecer uma
maneira simples de fazer algumas verificacdes de controle de qualidade em
dados de sequéncia bruta provenientes de pipelines de sequenciamento de alto
rendimento. Ele fornece um conjunto modular de analises para dar uma rapida

impressao dos problemas presentes nos dados (ANDREWS; 2010).

Ha também o programa Trinity, que faz a reconstrucdo de novo de
transcriptomas, consistindo de trés modulos de software: Inchworm, Chrysalis e
Butterfly, aplicados sequencialmente para processar grandes volumes de
leituras de RNA-Seq (GRABHERR et al.; 2011).

2.6 Modelagem 3D de proteinas

Proteinas sao polimeros que consistem em aminoacidos unidos por
ligacbes peptidicas covalentes. Varias conformacgdes diferentes (estruturas
tridimensionais) sao possiveis para uma molécula tdo grande quanto a proteina.
Dessas diversas estruturas, uma ou algumas tém atividade bioldgica; estas sao
chamadas conformacgdes nativas. Muitas proteinas n&o tém estrutura repetitiva
regular 6bvia. Esta conformacéo € necessaria para seu funcionamento correto,
e devido a esta complexidade, as proteinas sao definidas em quatro niveis de
estrutura (CAMPBELL & FARRELL; 2016).

A estrutura primaria € a ordem na qual os aminoacidos sao ligados de
forma co- valente. A estrutura secundaria é o arranjo espacial dos atomos do
esqueleto peptidico. A estrutura terciaria inclui o arranjo tridimensional de todos
0s atomos da proteina, inclusive nas cadeias laterais ou em qualquer grupo
prostético (grupos de atomos que nao sao aminoacidos). Uma proteina pode
consistir em multiplas cadeias polipeptidicas chamadas subunidades. O arranjo
das subunidades em relagdo as outras € a estrutura quaternaria. A interagao
entre as subunidades é mediada por interagées néo covalentes, como ligagdes
de hidrogénio, atragdes eletrostaticas e interagdes hidrofébicas (CAMPBELL &
FARRELL; 2016).
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As proteinas também podem ser de membrana, que sdo associadas a
uma matriz de bicamada lipidica. As proteinas de membrana executam o0s
processos dinamicos associados as membranas e, por isso, proteinas
especificas ocorrem somente em determinadas membranas. Elas podem ser: A)
integrais - estao firmemente ligadas as membranas por interagées hidrofobicas,
podendo também atravessar a membrana (transmembrana), sendo ela
unipasso, quando atravessa uma vez a membrana, ou multipasso, quando
atravessa mais de uma vez a membrana; B) periféricas - dissociadas das
membranas por meio de procedimentos relativamente brandos, que deixam a
membrana intacta (VOET & VOET; 2013).

Cadeias polipeptidicas séo descritas comegando-se pelo terminal amino
(conhecido como N-terminal) e designando sequencialmente cada residuo até o
terminal carboxila (o C-terminal). As abreviaturas das cadeias polipeptidias sao
sempre escritas de forma que a extremidade N-terminal da cadeia do
polipeptideo esteja para a esquerda e a extremidade C-terminal esteja para a
direita. E essa descricdo € importante pois quando se altera a sequéncia de

aminoacidos, altera-se também a estrutura da proteina (VOET & VOET; 2013).

A funcdo de uma proteina esta intimamente associada a sua estrutura
tridimensional. Por isso a modelagem 3D de proteinas ou predi¢do de proteinas
€ tdo importante. Diante disso, atualmente existem 2 formas de modelagem.
Métodos independentes de estruturas molde (predicdo ab initio e a predicdo de
novo) e meétodos baseados em estruturas molde (threading e modelagem
comparativa). A escolha do método esta intrinsecamente relacionada com a taxa
de identidade obtida a partir do alinhamento entre a sequéncia alvo e possiveis
candidatos a molde (Figura 3) (VERLI; 2014).

Os métodos ditos de novo sdo aqueles que utilizam algum tipo de
informacdo estrutural, tais como fragmentos de proteinas, predi¢cdo de estrutura
secundaria e potenciais estatisticos, oriundas de proteinas ndo homoélogas a
sequéncia alvo. No método de modelagem comparativa, a proteina de interesse
tera sua estrutura 3D predita usando como referéncia a estrutura 3D de outra
proteina similar (Figura 4). O método de predigdo do enovelamento ou threading
parte da ideia de observacdes de que a estrutura 3D é mais conservada que a

sequéncia, de forma que mesmo sequéncias com pouca similaridade podem
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possuir estruturas muito semelhantes, o que limita 0 nUmero de enovelamentos

que proteinas podem assumir (VERLI; 2014).

ncia Alvo
(formato FASTA)

\J

NAO

Enovelamento  SIM _
Conhecido ?
NAO

\J

Modelo 3D <t

Figura 3. Predi¢do da estrutura tridimensional de uma proteina (VERLI; 2014).

Para avaliar a qualidade das modelagens recomenda-se as seguintes
analises: a) estereoquimica que consiste em analisar 0s aspectos
tridimensionais de uma molécula, a fim de se verificar a estabilidade
conformacional da mesma; b) energia que sdo métodos baseados em
minimizacdo de funcdes de energia; e funcional que envolve a comparacao do
modelo obtido com aspectos funcionais ou mesmo estruturais (sem resolucao

atomistica) determinados por métodos experimentais (VERLI; 2014).
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Sequéncia Alvo
(formato FASTA)

» Alinhamento Local: sequéncia alvo contra
sequéncias no PDB.

= Avaliar: similaridade, identidade, gaps e
cobertura.

= Considerar a funcao biologica.

« Se for enzima, considerar moldes com a
presenca de ligantes.

= Avaliar qualidade da(s) referéncia(s).

« Se mais de uma referéncia, buscar por regiées
e residuos conservados,

« Alinhamento de toda a extensao da sequéncia
alvo com ofs) molde(s).
= Avaliar regides sem alinhamento:

NAO
EstruturaOK ? —

lswn

Modelo 3D

Figura 4. Etapas de predi¢édo de estrutura tridimensional de proteinas usando o
método de Modelagem Comparativa (VERLI; 2014).

Para a modelagem 3D de proteinas existem algumas ferramentas da
bioinformatica online entre elas o SWISS-MODEL, que é um servidor para
modelagem comparativa automatizada de estruturas proteicas tridimensionais
(3D) (SCHWEDE et al.; 2003). Além dessa, had também o Phyre2, que é um
conjunto de ferramentas disponiveis na Web para prever e analisar a estrutura,
funcdo e mutacdes da proteina, o foco do Phyre2 é fornecer uma interface
simples e intuitiva para as ferramentas de bioinformatica de proteinas de ultima
geracdo. (KELLEY et al.; 2015).
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O método central de Phyre2 para gerar um modelo 3D de uma sequéncia
de proteinas € composto por quatro estagios técnicos subjacentes. Ha também
um modo intensivo opcional que tenta criar um modelo completo de uma
sequéncia. através de uma combinacdo de modelagem de multiplos modelos e
simulagdo simplificada de dobragem ab initio. O primeiro estagio é determinar
um perfil evolucionario para a consulta que captura as preferéncias de residuos
em cada posicao ao longo de seu comprimento. O perfil calculado no estagio 1,
juntamente com a estrutura secundéria prevista, € convertido em um modelo
oculto de Markov (HMM) (KELLEY et al.; 2015).

Os indels sdo manuseados usando uma biblioteca de fragmentos de
estruturas proteicas conhecidas, com comprimentos de 2-15 aminoacidos.
Quando se usa o modo intensivo, se cria um modelo completo da proteina de
consulta, mesmo quando diferentes regiées ou dominios forem modelados por
modelos separados, ou quando ndo houver modelos (modelagem ab initio). Por
fim, a conexdo da cadeia lateral ao carbono central € realizada usando o
protocolo R320, que envolve uma técnica rapida baseada em graficos e uma
biblioteca de rotameros de cadeia lateral para colocar as cadeias laterais em seu

rotamer mais provavel, evitando choques estéricos (KELLEY et al.; 2015).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Os transcritos Unicos de Panicum maximum foram obtidos pelo grupo de
pesquisa da Dra. Lucimara Chiari com a EMBRAPA Gado de Corte em Campo
Grande — MS (Figura 3A), que realizou a extracdo de RNA das plantas
submetidas a stress hidrico.

3.2 Condicdes de estresse fisioldgico

Foram coletadas amostras de folhas em trés repeti¢des (Figura 3B), em
dois niveis de disponibilidade hidrica: controle com 80% de Volume Total de
Poros (VTP) e estresse com 30% de VTP. Os vasos em estresse severo foram
mantidos sob estas condicGes por oito dias. As plantas foram amostradas em

trés pontos cronolégicos, 1 dia, 4 dias e 8 dias apds inducéo do estresse.

Em cada ponto de coleta foram utilizadas plantas que ndo foram
amostradas no ponto anterior, para fins de se descartar uma possivel
interferéncia fisiolégica/genética causada pela resposta da planta ao corte da

folha. Foi utilizada uma planta tolerante a seca e uma sensivel.

3.3 Extracédo de RNA, biblioteca de cDNA e sequenciamento

O RNA foi extraido das folhas (Figura 3C), realizado pelo grupo de
pesquisa “Desenvolvimento de novas cultivares forrageiras”. O sequenciamento
do RNA foi realizado na Unicamp pelo laboratério LaCTAD. Foi utilizado
sequenciamento de nova geracao pelo método Illumina HiSeg2500, de acordo
com as instru¢des do fabricante (lllumina, San Diego, CA, EUA) (Figura 3D).
Sendo sequenciados 2 genotipos de Panicum maximum x 3 tempos de coleta

sob estresse e um antes de iniciar o estresse (controle) x 3 repeti¢des.

Resumidamente, isolou-se RNA poli (A) a partir de 2 de RNA total
utilizando Esferas Magnicas Oligo (dT) (lllumina). Para evitar viés de iniciagdo
ao sintetizar o cDNA, o mRNA purificado foi primeiro fragmentado em pequenos

pedacos (faixa de 180 a 300pb). Em seguida, o cDNA de cadeia dupla foi
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sintetizado utilizando o estojo SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis
(Invitrogen) com iniciadores de hexameros aleatorios (N6) (lllumina). O ADNc
sintetizado foi submetido a reparacao de fim e fosforilacdo utilizando polimerase
de ADN de T4 (Illumina).

Os fragmentos de cDNA reparados na extremidade foram 3 ‘adenilados
utilizando Klenow Exo- (3 a 5 exo menos, lllumina). Os adaptadores de
extremidade pareada da lllumina foram ligados as extremidades dos fragmentos
de cDNA 3-adenilados. Para selecionar um intervalo de tamanho de modelo para
0 enriguecimento a jusante, os produtos da reacdo de ligagcdo foram
selecionados pela técnica de selecdo de tamanho AMPure XP, resultando em

uma faixa de fragmentos de cDNA de ~ 300pb.

Foram realizados quinze ciclos de amplificao por reaco em cadeia da
polimerase (PCR) para enriquecer o molde de adaptador de ADNc purificado
utilizando o iniciador de PCR PE 1.0 e o PE 2.0 (lllumina) com a polimerase de
ADN de fuso. Finalmente, apés a validacdo em um Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer usando o kit de chip Agilent DNA 1000 e quantificado com o kit
Kappa gPCR (KAPPA), a biblioteca de cDNA foi marcada e sequenciada em uma
célula de fluxo PE usando uma Illumina HiSeq 2500.

O fluxo de trabalho foi o seguinte: hibridizacdo molde, amplificacéo
isotérmica, linearizacdo, bloqueio, hibridizacdo de sequenciamento de primers e
sequenciamento no sequenciador para 100pb em Read 1. Apos a concluséo da
primeira leitura, os modelos foram regenerados in situ para permitir um segundo
100 -pb lidos a partir da extremidade oposta dos fragmentos, ie, 0S novos
corddes sequenciados foram removidos, e as cadeias complementares foram
amplificadas em ponte para formar aglomerados. Uma vez que os moldes
originais foram clivados e removidos, os filamentos reversos foram submetidos

a sequenciamento por sintese.

3.4 Controle de qualidade e assembly de novo

O total de reads brutos obtidos foi de 814.286.058 sequéncias.

Posteriormente as sequéncias brutas foram submetidas a limpeza “trimimng”
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pela ferramenta FASTX-Toolkit (GORDON & HANNON; 2010) (Figura 3E), onde
as sequéncias menores do que 50 nucleotideos e com qualidade phred menor
do que 20 foram removidas na limpeza. Em seguida a qualidade final das
sequéncias foi avaliada no programa FastQC (Figura 3F) (BIOINFORMATICS;
2011). Em seguida o assembly de novo foi realizado utilizando o programa Trinity
(Figura 3G) (GRABHERR et al.; 2011). Apés a limpeza e assembly de novo o

total de contigs final foi de 61.575 sequéncias.

3.5 Alinhamento local

Apoés o assembly dos transcritos, foi realizado um alinhamento local, no
dia 11 de julho de 2017, dos genes transcritos sequenciados de Panicum

maximum contra o banco de dados de genes de resisténcia de plantas PRGdb

(http://prgdb.crg.eu/wiki/MainPage) que possui 104.459 genes de resisténcia
armazenados (SANSEVERINO; 2012). A ferramenta BLAST (Figura 3H)
(ALTSCHUL, et al; 1990) foi utilizada para fazer o alinhamento local entre os
genes transcritos sequenciados de Panicum maximum contra o banco de dados
de genes de resisténcia de plantas PRGdb (Figura 3l) instalado em computador
local. Somente as sequéncias que apresentaram valor de e-value igual a 0.0
foram usadas nesse estudo, para que somente as sequéncias com alinhamento
perfeito fossem utilizadas, ou seja, com mais confianca. O e-value é um
parametro usado pela ferramenta de alinhamento local - BLAST — que mostra a

probabilidade de um alinhamento ter ocorrido ao acaso.

3.6 Levantamento das classes e dominios de resisténcia

Os resultados deste alinhamento foram organizados em um banco de
dados usando o MySQL (Figura 3J). Em seguida, foi realizado um levantamento
dos dominios e classes de resisténcia, e espécies relacionadas. Os genes de

resisténcia encontrados foram utilizados para modelagem 3D de proteinas.
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3.7 Modelagem 3D de proteinas

Para a modelagem 3D de proteinas, foi usado uma sequéncia escolhida
aleatoriamente de cada dominio encontrado. Procurou-se no banco de dados de

proteinas PDB (https://www.rcsb.org/) (Figura 3K) todas as sequéncias

escolhidas aleatoriamente, e, ndo tendo nenhuma proteina semelhante,

prosseguiu-se a modelagem.

Para escolher qual programa seria utilizado para a modelagem, foi usada
a sequéncia do dominio NBS, comparando assim dois programas: Swiss-model
(Figura 3L) e Phyre2 (Figura 3M). O Programa escolhido para a modelagem de
todas as proteinas foi o Phyre2. As sequéncias foram submetidas ao programa
online no modo intensivo, obtendo-se resultados com melhores cobertura de

sequéncia e confiabilidade.

O método central de Phyre2 para gerar um modelo 3D de uma sequéncia
de proteinas € composto por quatro estagios técnicos subjacentes. Ha também
um modo intensivo opcional que tenta criar um modelo completo de uma
sequéncia. através de uma combinacao de modelagem de mdultiplos modelos e
simulacdo simplificada de dobragem ab initio. O primeiro estagio é determinar
um perfil evolucionario para a consulta que captura as preferéncias de residuos
em cada posicao ao longo de seu comprimento. O perfil calculado no estagio 1,
juntamente com a estrutura secundaria prevista, € convertido em um modelo
oculto de Markov (HMM) (KELLEY et al.; 2015).

Os indels sdo manuseados usando uma biblioteca de fragmentos de
estruturas proteicas conhecidas, com comprimentos de 2-15 aminoéacidos.
Quando se usa o modo intensivo, se cria um modelo completo da proteina de
consulta, mesmo quando diferentes regides ou dominios forem modelados por
modelos separados, ou quando ndo houver modelos (modelagem ab initio). Por
fim, a conexdo da cadeia lateral ao carbono central é realizada usando o
protocolo R320, que envolve uma técnica rapida baseada em gréaficos e uma
biblioteca de rotameros de cadeia lateral para colocar as cadeias laterais em seu

rotamer mais provavel, evitando choques estéricos (KELLEY et al.; 2015).
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Figura 5. Fluxograma mostrando a sequéncia de materiais e métodos usados.

Fontes: pandora.cnpgc.embrapa.br; clker.com; PEREIRA et al.; 2016; dotmed.com,; starnet.com;

rescale.com; github.com; blast.ncbi.nlm.nih.gov;

rcsb.org; accessify.com; sbg.bio.ic.ac.uk;

A — Embrapa Gado de Corte — MS; B — Panicum maximum; C — Extracdo de
RNA,; D — Sequenciamento lllumina; E — FASTX-Toolkit; F — FastQC; G — Trinity;
H — Blastn; | — PRGdb; J — MySQL; K — Protein Data Bank; L — SWISS-Model; M
— Phyre2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 61575 genes transcritos e sequenciados de Panicum maximum, foi
observado uma semelhanga em 2115 deles, quando foram contrastados com o
banco de dados de genes de resisténcia em plantas PRGdb (SANSEVERINO;
2009) através do BLAST (ALTSCHUL, et al; 1990). Dos 2115 alinhamentos
resultantes, 1592 diferem entre si, sendo estes genes de resisténcia em plantas,
e o restante (523 alinhamentos resultantes) genes expressos repetidamente.

Esse numero de genes de resisténcia encontrado apos a planta ter sido
exposta a estresse hidrico, é devido ao fato de que os mecanismos de adaptacao
das plantas submetidas a estresses abioticos (como o estresse hidrico) variam
expressivamente em funcédo dos genes envolvidos na rota de resisténcia porém
foi reportado que plantas tolerantes desengatilham naturalmente processos
morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos, como proteinas de resisténcia, na

tentativa de minimizar os efeitos causados pelo estresse (DUARTE et al.; 2013).

Dados empiricos demonstram que o comportamento fenoldgico das
espécies esta diretamente associado ao tipo de estratégia em resposta a seca e
a forma de utilizacao da agua (SOUZA et al.; 2015). A resposta das plantas ao
déficit hidrico esta relacionada a uma rede complexa de mudancas morfologicas
e fisiologicas (MORALES et al.; 2015).

As alteragBes morfolégicas podem ser de simples afericdo, como reducéo
do tamanho da planta e da folha, absciséo foliar e reducéo da produtividade; mas
podem ser também mais complexas, como o aumento do volume do sistema
radicular e reducéo da massa fresca e seca das diferentes partes da planta (parte
aérea, frutos e caule). Essas alteracées ocorrem, indiretamente, devido a uma
série de mudancas fisiologicas, como reducdo do contetado de &4gua na folha,
fechamento dos estbmatos, deposicdo de cera na cuticula, reducdo da
fotossintese e producédo de solutos organicos que protegem as plantas de
estresses por meio de diferentes rotas metabodlicas (MORALES et al.; 2015).
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4.1 Classes de resisténcia

Classe é um conjunto de dominios, e a partir dos genes de resisténcia
encontrados, pode-se observar que as plantas de Panicum maximum cv. Tamani
expressaram 10 diferentes classes de proteinas relacionadas a resisténcia

(Tabela 1). Sendo as classes mais expressivas RLP, NL e CNL.

Tabela 1. Classes de proteinas de resisténcia presentes em Panicum maximum.

Classes Genes transcritos
Outros 1097
RLP 359
NL 277
CNL 197
N 87
RLK-GNK2 48
CN 36
MLO-Like 12
LRR 1
RLK 1
Total 2115

A classe RLP foi a que mais se destacou, tendo sido encontrada 359
vezes (Tabela 1). Denominada proteina tipo receptor (RLP), possui um dominio
transmembrana (TM) com o motif LRR no dominio extracelular e uma cauda C-
terminal curta sem motifs evidentes no dominio intracelular (NI et al.; 2014).
Descobriu-se que genes que codificam receptores imunes do tipo RLP atuam na

defesa de patdgenos em varias espécies de plantas. A interacdo entre
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Cladosporium fulvum e tomate que transporta genes de resisténcia Cf tem sido
amplamente explorada para estudar a sinalizacdo de resisténcia mediada por
RLP (ZHANG et al.; 2013).

A classe CNL foi encontrada em 197 sequéncias (Tabela 1), e
compreende genes de resisténcia que codificam proteinas com pelo menos um
dominio de filamento helicoidal, um nucleotideo local de ligagdo e uma repeticdo
rica em leucina (CC-NB-LRR) (SOUZA et al.; 2016). Os genes CC-NBS-LRR
foram relatados como proteinas receptoras citoplasmaticas, que geralmente

reconhecem proteinas efetoras que desencadeiam ETI (DALIO et al.; 2017).

Se aregiao N-terminal contém uma estrutura de espiral helicoidal prevista
(CC), as proteinas NB-LRR n-TIR séo coletivamente referidas como CC-NB-LRR
ou CNL. Se a regido N-terminal ndo houver essa estrutura, este grupo de
proteinas R é coletivamente referido como proteinas NB-LRR ou NL (OSUNA-
CRUZ et al.; 2017), que dessa forma foi encontrado 277 vezes (Tabela 1).

4.2 Dominios de resisténcia

Baseado nos genes de resisténcia encontrados de Panicum maximum foi
verificado a presenca de 8 diferentes dominios de proteinas relacionadas a
resisténcia, distribuidos em diferentes genes (Tabelas 2), ou combinados a
outros dominios em um mesmo gene (Tabelas 3). Sendo os dominios mais

expressivos Serina-Treonina-Quinase, NBS e LRR.
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Tabela 2. Dominios de resisténcia simples presentes em Panicum maximum.

Dominios Genes transcritos
Ser-Thr Kinase 841
LRR 144
NBS 96
MLO 12
Receptor-Like Kinase 1
GNK2 0
RPW8 0
TIR 0
Total 1094
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Tabela 3. Dominios de resisténcia conjugados presentes em Panicum maximum.

Dominios Genes transcritos

NBS, LRR, Outros 413

Ser-Thr Kinase, LRR 341
NBS, LRR 59

Ser-Thr Kinase, GNK2 48
NBS, Ser-Thr Kinase 21
Ser-Thr Kinase, NBS 20
LRR, Ser-Thr Kinase 19
NBS, Outros 3
Ser-Thr Kinase, Outros 2
LRR, NBS, Outros 1
MLO, NBS 1
NBS, LRR, RPW8, Outros 1
NBS, Ser-Thr Kinase, Outros 1
NBS, TIR, LRR 1
Ser-Thr Kinase, Receptor-Like Kinase 1

Total 2115

4.2.1 Dominio de resisténcia Ser-Thr Kinase

O dominio de resisténcia Serina-Treonina Quinase foi encontrado 1294
vezes, sendo 841 vezes sozinho (Tabela 2), e 453 vezes em conjunto a outros

dominios de resisténcia (Tabela 3), sendo o mais encontrado. As proteinas
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quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas através da
transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em casos excepcionais, de GTP,
para treonina, serina (quinase especifica para Ser/Thr) ou residuos de tirosina
(quinase especifica para Tyr). A fosforilacdo destes residuos € responsével por
estimulos extracelulares e intracelulares, que fornecem um mecanismo

altamente eficiente para o controle da atividade de proteinas (SILVA et al.; 2009).

As proteinas quinases sdo a maior familia de proteinas em eucariotos e
sdo a chave central da comunicacdo no controle intracelular, regulacdo e
transducédo de sinais. O mecanismo regulador inclui varios fenbmenos que vao
desde alteracfes quimicas e estruturais da proteina até o controle transcricional
(SILVA et al.; 2009). Os eucariotos superiores utilizam principalmente
modificacdes de Ser / Thr ou Tyr relativamente estaveis, as Ser-Thr quinases
eucariodticas (STPK) frequentemente possuem muitos substratos, incluindo

guinases adicionais, que atuam para espalhar sinais (BAER et al.; 2014).

As quinases Ser / Thr, juntamente com as suas fosfatases cognatas,
desempenham um papel importante na sinalizacdo celular. As enzimas ou
processos encontrados para serem regulados por STKP incluem:
fosfoglucosamina mutase, GImM, responsavel pela sintese do intermediario
inicial da biossintese da parede celular, N-acetilglucosamina, proteina
ribossdmica S1 e subunidade alfa da RNA polimerase; Proteina de divisao
celular DivIVA; FtsZ, proteina de divisao celular; enzimas da biossintese da
pirimidina da proteina de divisao celular, reparacdo do DNA, absorcao de ferro,
resposta ao estresse oxidativo e competéncia; proteina de ligacao a colina A
(CbpA); e, RR06/HK06, um dos doze sistemas de transducao de sinal de dois
componentes (FALK & WEISBLUM; 2013).

4.2.2 Dominio de resisténcia LRR

O dominio Repeti¢cdes Ricas em Leucina (LRR) foi encontrado 979 vezes,
sendo 144 vezes sozinho (Tabela 2), e 835 vezes em conjunto a outros dominios
(Tabela 3), e é muito variavel (GUIMARAES et al.; 2005). LRRs s&o dominios
estruturais altamente adaptaveis que sao dedicados a interacdes proteina-

proteina, e estes podem evoluir especificidades de ligagdo muito diferentes. Os
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LRRs estdo sob diversificagdo da sele¢éo, especialmente no nivel dos residuos
expostos a solventes previstos (MARONE et al.; 2013).

A maioria das proteinas codificantes que carregam um motif estrutural
com um padréo de repeticao de 20 a 30 aminoacidos chamado de repeticéo rica
em leucina (LRR). Os genes R contendo LRR podem ser subdivididos em duas
classes amplas - aquelas em que o produto do gene previsto contém uma LRR
extracelular N-terminal e uma ancora de membrana, e aquelas em que se prevé

que o produto do gene R seja citoplasmatico (MILLIGAN et al.; 1998).

Na estrutura do dominio LRR as repetic6es de leucina supostamente se
ajustam e formam uma folha 3 paralela exposta ao solvente. Como é exposta ao
solvente, a superficie hipervariavel poderia facilitar a interacéo da proteina R com
o seu fator Avr (elicitor) relacionado e poderia fornecer diferentes especificidades
de reconhecimento para fatores Avr alterados. De fato, em varios sistemas planta
patégeno, a variacao da sequéncia na regido LRR, particularmente na estrutura
fita B/volta B, tem mostrado ser responsavel por diferentes especificidades de
reconhecimento ou de resisténcia (ALVARENGA et al.; 2009).

A taxa de conversédo génica parece ter sido maior para dominios LRR do
gue para regides NBS, que parecem estar sujeitas a selecéo purificadora. A alta
variabilidade dos dominios LRR esta relacionada ao seu papel no
reconhecimento de produtos especificos do gene Avr, para promover a
resisténcia das plantas aos patégenos. De fato, razbes elevadas de substituicdes
nao-sindnimas de nucleotideos sinbnimos foram encontradas em dominios LRR;
isto indica que a selecédo de diversificacdo atua nos dominios LRR para manter
as variacdes nos residuos expostos ao solvente. Para ter uma ideia das
variacfes ao nivel dos dominios LRR, existem, em média, 14 LRRs por proteina,
e frequentemente cinco a 10 variantes de sequéncias para cada repeticdo
(MARONE et al.; 2013).

Também ha evidéncias indicando que proteinas da superficie celular
contendo um dominio de repetigdo rico em leucina extracelular (LRR) séo os
principais organizadores de sinapses excitatorias e inibitérias no SNC. Proteinas

LRR distintas sdo expressas em diferentes tipos de células, e sdo geralmente
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localizadas na membrana pdés-sinaptica, de onde exercem uma forte influéncia

no desenvolvimento de conexdes sinapticas (WIT & GHOSH; 2014).

As proteinas LRR interagem com componentes-chave da maquinaria pos-
sinaptica e trans-sinapticamente acoplam-se a receptores pré-sinapticos
essenciais, 0 que os coloca em uma posicdo ideal para coordenar a
diferenciacéo pré e pos-sinaptica durante a formacao do circuito. H& indicios que
a funcdo das proteinas LRR se estende além da formacéo inicial dos contatos
sinpticos e aponta para um papel na regulacdo das propriedades funcionais e
da plasticidade dependente de atividade das sinapses. Estes resultados indicam
qgue as proteinas LRR desempenham um papel critico na organizacao e funcéo
dos circuitos neurais (WIT & GHOSH; 2014).

4.2.3 Dominio de resisténcia NBS

O dominio de resisténcia de Ligacdo de Nucleotideos (NBS) foi
encontrado 617 vezes, sendo 96 vezes sozinho (Tabela 2), e 521 vezes
combinado a outros dominios de resisténcia (Tabela 3). O maior grupo de genes
de resisténcia de plantas ja clonados codifica para proteinas com um dominio de
ligacdo a nucleotideos (NBS) na regido N-terminal, e para uma regido com
repeticdes ricas em leucina (LRR) no C-terminal. Genes desta classe conferem
resisténcia a diversos patdgenos incluindo virus, bactérias, fungos e nematoides.
Enquanto a regido LRR é muito variavel, a regido NBS apresenta “motivos
conservados” (GUIMARAES et al.; 2005).

Foi demonstrado que o dominio NBS altamente conservado nas proteinas
R é capaz de se ligar e hidrolisar ATP e GTP e este dominio também &
encontrado em outras proteinas procarioticas e eucariéticas (YANG et al.; 2008).
Os dominios NBS estdo envolvidos na sinalizacdo, e incluem varios motivos
altamente conservados e estritamente ordenados, como os motivos P-loop,
kinase-2 e Gly-Leu-Pro-Leu (MARONE et al.; 2013).

Os dominios NBS também sdo encontrados em muitas familias de
proteinas, incluindo as do grupo RAS, ATPases, fatores de elongagédo e
proteinas G. Essas proteinas servem como chaves moleculares e sao

importantes para muitos eventos celulares eucarioticos fundamentais, como
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crescimento celular, diferenciagédo, organizagéo do citoesqueleto, transporte de
vesiculas, apoptose e defesa (ALVARENGA et al.; 2009).

O conjunto de genes NBS-LRR esta presente nas proteinas de
Arabidopsis RPP8 (reconhecimento de Peronospora parasitica 1), HRT e RCY1
que séo codificadas por diferentes alelos do mesmo locus, e estes conferem
resisténcia a um oomiceto e dois diferentes virus, respectivamente. Da mesma
forma, as proteinas Rx e Gpa2 (Globodera pallida 2) da batata sdo altamente
similares, mas reconhecem um virus e um nematoide, respectivamente
(MARONE et al.; 2013). Demonstrou-se que estas proteinas funcionam como
receptores imunes intracelulares que reconhecem, direta ou indiretamente,
espectros de vetores de patégenos codificados por genes de aviruléncia (Avr)
(YANG et al.; 2008).

4.2.4 Dominio de resisténcia GNK2

O dominio de resisténcia Gnk2 foi encontrado 48 vezes combinado a
outros dominios (Tabela 3). Ginkbilobina-2 (Gnk2) é uma proteina antifungica,
no endosperma de sementes de Ginkgo. Gnk2 consiste em 108 aminoacidos
como uma proteina madura e inibe o crescimento de fungos fitopatogénicos,
como Fusarium oxysporum. Esta proteina antifingica ndo apresenta similaridade
com outras antifangicas. Por outro lado, o Gnk2 possui consideravel homologia
(85%) em proteinas abundantes em bromo (EAP) das gimnospermas Picea
abies e P. glauca, o que sugere que as proteinas tipo Gnk2 sdo amplamente
conservadas em gimnospermas. As EAPs vegetais sdo expressas na fase de
maturacdo das sementes e estdo envolvidas na protecdo contra estresses
ambientais, como a seca. No entanto, ndo ha relatos sugerindo que essas
proteinas ajudem na defesa contra patdégenos fungicos (MIYAKAWA et al,;
2009).

E relatado que Gnk2 tem a sequéncia N-terminal. A proteina exerce
atividade antifingica potente e atividade antibacteriana moderada. Além disso,
inibe a transcriptase reversa do HIV-1 e a proliferacdo de esplendcitos murinos
(WANG & NG; 2000).

Os homologos de angiospermas de ginkbilobina partilham caracteristicas

de quinases receptoras, tais como o peptideo sinal N-terminal, um dominio
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extracelular, uma regido transmembranar e um dominio C-terminal assinaturas
eucaridticas da quinase. A ginkbilobina foi purificada em duas versdes - a
proteina de comprimento total contém um peptideo sinal e € denominada
ginkbilobina-2, enquanto a primeira ginkbilobina-1 descoberta € um fragmento
sem o peptideo sinal e o dominio DUF26 abrigando uma assinatura
caracteristica de cisteina, que é conservada entre todos os homdlogos de
ginkbilobina de plantas incluindo as quinases semelhantes a receptores de

angiospermas (GAO et al.; 2016).

4.2.5 Dominio de resisténcia MLO

O dominio de resisténcia de Mutacdes Induzidas (MLO) foi encontrado 13
vezes, sendo 12 vezes sozinho (Tabela 2), e 1 acompanhado do dominio de
resisténcia NBS (Tabela 3). Este dominio confere resisténcia a oidio. E também
€ um dominio particular de genes de proteinas de ligacdo a CaM (calmodulina)
especificos de plantas. O gene MLO foi isolado pela primeira vez em cevada e,
desde entdo, os genes que codificam MLOs foram identificados em varias
espécies de plantas, incluindo 15 MLOs em Arabidopsis thaliana, sete em trigo
e 12 do arroz (SHEN et al.; 2012).

A acumulacdo de resultados indica que as proteinas MLO tém uma
estrutura caracteristica que compreende sete dominios transmembranares (TM)
e um dominio de ligacdo de CaM C-terminal (CaMBD). A ligacdo de CaM a MLO
medeia uma reacéo de defesa patogénica dependente de Ca?*. Assim, o gene

MLO é conhecido como um gene responsivo a Ca?* precoce (SHEN et al.; 2012).

Em cevada, homozigotos recessivos alelos mutantes do gene MLO pode
conferir duravel e de amplo espectro de agentes patogénicos resisténcia ao
fungo biotréfico do oidio. Outro papel principal do MLO nas plantas € a regulacéo
da morte celular; por exemplo, plantas de MLO mutantes exibem morte celular
espontanea de mesofilo associada a senescéncia foliar parcialmente acelerada.
Os MLOs também tem funcdes adicionais em resposta a estimulos abidticos,
como em resposta a ferimentos, tratamento do herbicida paraquat, elicitor de
hidratos de carbono oidio derivado do trigo, estresse salino e tratamento de
manitol. (SHEN et al.; 2012).
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O gene MLO codifica o fundador de uma familia de proteinas de
membrana integrais especificas de plantas com topologia heptaelical e a
atividade bioguimica ainda desconhecida. Os genes MLO estéo organizados em
familias de pequeno a médio porte, por espécies de plantas superiores
(REINSTADLER et al.; 2010).

A proteina MLO da cevada é uma proteina integral localizada na
membrana plasméatica, possuindo sete hélices hidrofébicas que atravessam a
membrana. O terminal C citoplasmatico abriga uma hélice a anfifilica que serve
como um dominio de ligacdo a calmodulina. A ligagdo de calmodulina
dependente de calcio a este dominio peptidico foi previamente demonstrada
tanto in vitro como in vivo e contribui com cerca de metade da atividade conferida
pela susceptibilidade de MLO. Evidéncias preliminares sugerem que a MLO
pode formar homo-oligbmeros e requer interagcdo de dominios citoplasmaticos
para funcionalidade (PANSTRUGA; 2005).

Um gene Ror2 (requerido para a resisténcia a MLO 2) quando mutado, a
resisténcia mediada por supressor de MLO codifica uma sintaxina residente na
membrana plasmatica. As sintaxinas pertencem a superfamilia das proteinas
SNARE (receptor de proteina de ligacdo a proteina de fusdo N-etilmaleimida
soluvel) que representam mediadores chave de eventos de fusdo de membrana
durante o trafego de vesiculas em leveduras e células animais. A falta de ROR2
do tipo selvagem compromete parcialmente a resisténcia a penetracdo em
gendtipos de MLO, sugerindo que a atividade da sintaxina é necessaria para a
resisténcia efetiva ao MLO (PANSTRUGA; 2005).

4.2.6 Dominio de resisténcia Receptor-Like Kinase

Os receptores semelhantes a quinases (RLK) foram encontrados 2 vezes,
sendo 1 vez sozinho (Tabela 2), e 1 vez combinado a outro dominio de
resisténcia (Tabela 3). Os RLKs sé&o definidos pela presenc¢a de uma sequéncia
sinal, um dominio amino-terminal com uma regido transmembranar e um dominio
quinase carboxi-terminal (SHIU & BLEECKER; 2001). Embora os papéis para a
maioria dos RLKs sejam desconhecidos, muitos estdo implicados no

crescimento e desenvolvimento das plantas, enquanto outros atuam na defesa
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de plantas como os chamados receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) (HEESE et al.; 2007).

Os RLKs participam de uma gama diversa de processos, incluindo o
reconhecimento proprio e o0 ndo-reconhecimento proprio, a resisténcia a
doencas, a regulacdo do desenvolvimento e a percepcédo hormonal. Além disso,
varios componentes que interagem a montante ou a jusante com as proteinas
quinases receptoras também foram identificados. A possibilidade de que as
plantas usem centenas de receptores como pontos de entrada em vias de
sinalizacdo tem amplas implicacbes para o desenvolvimento e respostas
ambientais (SHIU & BLEECKER; 2001).

Os dominios de quinase de RLKs de plantas pertencem a mesma familia
de genes que os de quinases de Drosophila melanogaster Pelle e de receptor de
interleucina de mamifero. Semelhante as contrapartes animais, as funcdes
biolégicas dos membros da familia de plantas RLK podem ser classificadas em
duas grandes categorias. A primeira categoria inclui RLKs que controlam o
crescimento e desenvolvimento das plantas, por exemplo, Arabidopsis thaliana
ERECTA na determinacéo da forma de 6rgdos, CLAVATAL na manutenc¢éo do
meristema, BRI1 na regulacdo do crescimento celular, milho CRINKLY4 no
controle da morfogénese e diferenciacéo celular, e PSKR de cenoura (Daucus

carota) no controle da proliferacao celular (SHIU et al.; 2004).

A segunda categoria inclui RLKs envolvidos em interagbes planta-
micrébio e respostas de defesa. Nessa categoria, alguns RLKs estéo envolvidos
em interacfes planta-patégeno, como arroz (Oryza sativa) Xa2l na resisténcia
ao patdgeno bacteriano, Arabidopsis FLS2 na percepcao da flagelina, e tomate
(Lycopersicon esculentum) SR160 na sinalizag&o sistémica, enquanto o restante
é crucial para interagdes com simbiontes de plantas, incluindo NORK/SYMRK e
HAR1 na simbiose flngica e/ou bacteriana e RLKs contendo Lys motif envolvido

em estagios iniciais de nodulacao e percepcao do fator Nod (SHIU et al.; 2004).
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4.2.7 Dominio de resisténcia TIR

Receptores Toll-like (TIRs) s&o receptores codificados na linha
germinativa e desempenham um papel importante na imunidade inata de insetos
a mamiferos. Este dominio foi encontrado 1 vez, associado a outros dominios
(Tabela 3). Os TIRs reconhecem padr6es moleculares associados ao patdgeno
(PAMPSs), tais como componentes microbianos. A estimulacdo de TIRs por
ligantes ativa uma cascata de sinalizagdo, que culmina na producao de citocinas
pro-inflamatérias e subsequentes respostas imunes. A cascata de sinalizacdo a
jusante do TLR é gerada a partir do seu terminal Toll / receptor de interleucina-1
(TIR) (YAMAMOTO et al.; 2004). O dominio de sinalizacdo chave, que é
exclusivo do sistema TLR, € o dominio receptor de Toll / interleucina-1 (IL-1)
(TIR), que esta localizado na face citosdlica de cada TLR, e também nos
adaptadores (O’'NEILL et al.; 2007).

Os TIRs consistem em um dominio extracelular que contém multiplas
repeticdes ricas em leucina, que se acredita estarem envolvidas na ligacao do
ligante, e um dominio intracelular necesséario para sinalizacdo, também
encontrado no receptor da interleucina 1, dai o nome Toll-IL- Domain IR (TIR).
Os dominios TIR sao de fato modulos proteicos antigos e evolutivos encontrados
em proteinas relacionadas a defesa em plantas e animais. Nos animais, estéo
presentes tanto nos receptores da superficie celular como numa classe de
proteinas adaptadoras necessarias para a transducao de sinal. Por exemplo, em
moscas, a proteina DmMyD88 do dominio TIR interage com Toll e Toll-9 e, como
resultado, esta envolvida na ativacao de varios alvos transcricionais, incluindo o
gene que codifica o peptideo antifangico drosomicina (COUILLAULT et al.;
2004).

O dominio TIR é um antigo dominio de interagdo proteina-proteina que
ocorre em um grande grupo de proteinas associadas a defesa do hospedeiro de
diversas espécies, incluindo vertebrados, invertebrados e plantas. As proteases
contendo dominios TIR no genoma humano compreendem dez membros da
familia TLR, oito membros do grupo receptor IL-1 /IL-18 (IL-1R / IL-18R) e cinco
proteases citosdlicas identificadas ou previstas que funcionam como adaptador.
proteinas que ligam os receptores Toll-like ou interleucina as vias de sinalizagcéo
(MEIJER et al.; 2004).
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4.2.8 Dominio de resisténcia RPWS8

O dominio de resisténcia RPW8 foi encontrado 1 vez combinado com
outros dominios (Tabela 3). Os produtos previstos dos genes R RPW8 (do inglés
Resistance to Powdery Mildew 8) de Arabidopsis sdo pequenas proteinas
basicas com um dominio putativo transmembranar N-terminal e um dominio
coiled coil. Eles ndo possuem o sitio de ligacdo de nucleotideos e repeticdes
ricas em leucina que caracterizam os produtos dos outros genes de Arabidopsis
R. O RPWS8 confere resisténcia a todos os isolados testados das quatro espécies
de patdgenos do oidio de Arabidopsis. Em contraste, a maioria dos outros genes
R conferem resisténcia a apenas um ou poucos isolados de uma espécie

patogénica que contém os genes Avr correspondentes (XIAO et al.; 2003).

Apesar dessas diferencas, a resisténcia mediada por RPW8 é
caracterizada por uma HR envolvendo a formacdo de H202 e a inducéo de
transcritos de PR (XIAO et al.; 2003). Analises anteriores mostraram que a
transcricdo dos genes RPW8 é induzida a niveis mais altos pelo oidio. A sobre-
expressdo de RPWS8 a partir dos promotores nativos resulta em lesdes
espontaneas semelhantes a HR (SHL) e inducdo de genes PR; e 0s genes
RPWS8 parecem desencadear HR e resisténcia através de uma via que envolve
0os componentes de sinalizacdo SA, PAD4, EDS1, EDS5 e NPR1 que também
sao recrutados pelos genes NBSLRR contendo um receptor de interleucina 1 -
dominio de codificacdo. Curiosamente, esses componentes de sinalizacao
também estdo implicados na resisténcia basal contra patdgenos biotropicos ou
hemibiotroficos virulentos (WANG et al.; 2007).

Como os patdgenos do oidio causam doencgas e como o RPW8 detecta
0s patdgenos e induz resisténcia em A. thaliana ndo séo claros. No entanto,
RPWS8 parece ativar a defesa através de uma via de sinalizagdo conservada que

também é utilizada por um subconjunto de genes NBSLRR (ORGIL et al.; 2007).

Para entender como a funcéo da proteina RPW8 é regulada, um quadro
de dois hibridos de levedura (Y2H) foi realizado usando RPW8.2 como isca. Uma
particular isoforma 14-3-3 (At5g10450), GF14k, foi identificada. Os 14-3-3s
dentro de um organismo constituem um conjunto de diversos membros de uma

familia de proteinas que é exclusivamente eucarittica. O genoma de Arabidopsis
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contém 15 genes que codificam as isoformas de 14-3-3, dos quais 13 séo
expressos (YANG et al.; 2009).

Numerosos estudos tém sugerido que os 14-3-3s funcionam como
reguladores de muitos processos celulares importantes, incluindo controle do
ciclo celular, apoptose e metabolismo de carbono e nitrogénio. Cada monémero
14-3-3 consiste em nove hélices anti-paralelas e um sulco anfipatico ao qual o
segmento fosforilado do parceiro de ligacao esté ligado. Dois monémeros 14-3-
3 formam um homo ou heterodimero através das por¢Bes do terminal N da
proteina, e a estrutura dimerizada é capaz de se ligar simultaneamente a dois
alvos ou a duas areas do mesmo alvo no sulco de ligacdo criado em cada
mondmero (YANG et al.; 2009).

Essa ligacdo geralmente, mas nem sempre, ocorre de maneira
dependente da fosforilagdo. Mais de 100 proteinas foram rigorosamente
identificadas como alvos de ligacdo 14-3-3, incluindo um nimero de proteinas
proeminentes que estdo envolvidas em diversas funcbes celulares. Estes
incluem a fosfatase mitética Cdc25, a proteina pré-apoptotica BAD (um
antagonista Bcl-2/Bcl-XL que causa a morte celular), a MAPKK cinase Raf- 1 e
redutase do nitrato da planta (YANG et al.; 2009).

4.3 Espécies relacionadas

Foi observado similaridade das sequéncias de resisténcia entre Panicum
maximum e 13 diferentes espécies (Tabela 4). Sendo as espécies com mais
sequéncias similares Paing¢o (Setaria italica), Switchgrass (Panicum virgatum) e
Sorgo (Sorghum bicolor). Essa relacdo pode ser atribuida ao fato de que as 3
espécies mais relacionadas e Panicum maximum sdo gramineas, e tem algumas
caracteristicas semelhantes, como metabolismo fotossintético C4, alto
rendimento de biomassa e facil adaptacdo. Também é importante ressaltar que
essa proporc¢ao de similaridade pode sofrer variagao no futuro, visto que o banco

de dados bioldgicos PRGdb pode passar por atualizagbes ao longo do tempo.
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Tabela 4. Espécies relacionadas a Panicum maximum.

Espécie N° de sequéncias

Setaria italica 1245

Panicum virgatum 626

Sorghum bicolor 129
Zea mays 53
Oryza sativa Japonica Group 15
Ricinus communis 14
Oryza sativa 13
Saccharum hybrid cultivar 8
Hordeum vulgare 5
Triticum aestivum 3
Saccharum officinarum 1
Brachypodium distachyon 1
Hordeum vulgare subsp. vulgare 1
Oryza sativa Indica Group 1

Total 2115

Foi observada similaridade entre Panicum maximum e Setaria italica 1245
vezes (Tabela 4). Paingo (Setaria italica) € um membro da familia das gramineas
Poaceae. Essa espécie é distribuida em ecossistemas naturais e agricolas em
todo o mundo, e é cultivada como uma cultura de cereais para humanos
alimentos e forragem. Com excelentes caracteristicas como baixa estatura, curto
periodo de crescimento, autdgama, resisténcia a seca e alta eficiéncia luminosa,

paingo é favorecida como uma cultura importante na area tropical semiarida, e
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considerado como um 6étimo modelo para todos os tipos de pesquisa de plantas,
especialmente os estudos da fotossintese C4. Além disso, 0 paingo exibe rica
diversidade genética (6000 variedades), que deve ser util para caracterizacao

genética e gendbmica (YOU et al.; 2015).

A espécie Panicum virgatum foi encontrada em similaridade com Panicum
maximum 626 vezes (Tabela 4). O Switchgrass (Panicum virgatum) é
considerado um dos principais produtos renovaveis e culturas de matérias-
primas para a producdo de biocombustiveis. E uma espécie de gramineas
perenes com alto rendimento de biomassa acima do solo e alta produtividade
gquando cultivada em terras marginais, que € em parte devido as suas
caracteristicas fisioldégicas benéficas, como a producao de raizes profundas e a
utilizacdo do metabolismo fotossintético de C4. Além disso, quando comparado
com culturas de biocombustiveis de primeira geracdo, tem se mostrado
extremamente eficiente em seu consumo de agua e nutrientes com baixos

insumos de fertilizantes durante o desenvolvimento (ZHONG et al.; 2015).

A espécie Sorghum bicolor foi encontrada em similaridade com Panicum
maximum 129 vezes (Tabela 4). Sorgo (Sorghum bicolor) € uma graminea
dipléide C4 de polinizacdo cruzada, que compete com milho, trigo, arroz e
cevada em termos de area cultivada. O sorgo é uma das poucas culturas
resilientes que pode adaptar-se bem as futuras condi¢cées de mudanca do clima,

particularmente seca e altas temperaturas (REDDY et al.; 2015).

O sorgo, pertencente a familia Poaceae, é amplamente utilizado como
forrageira, e é considerado como uma grande planta de energia promissora,
devido ao seu crescimento rapido e alta producéo de biomassa. Alguns estudos
mostraram que S. bicolor tem a capacidade de acumular metais pesados,
mostrando a maior remocéo de Pb pelas folhas e a maior remocéo de Cd e Zn
pelos caules. O cultivo de plantas de S. bicolor facilitado por praticas
agrondmicas pode ser uma técnica sustentavel para a descontaminacao parcial

de solos contaminados com metais pesados (AL CHAMI et al.; 2015).
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4.4 Modelagem 3D de proteinas

Os resultados das modelagens 3D de proteinas podem ser vistos nas
figuras de 5 a 12. Segundo o programa Phyre 2, onde as sequéncias foram
submetidas, sempre que a confianca (probabilidade - de 0 a 100 - de que a
correspondéncia entre sua sequéncia e esse modelo seja uma verdadeira
homologia) do modelo obtido se da acima de 90%, o valor de RSMD (valor médio
para o desvio médio dos atomos de uma estrutura X, relativamente a uma
segunda estrutura Y) est4 entre 2 e 4 A (Angstron) que é o recomendéavel por
Kelley et al. (2015). Todas as proteinas estédo coloridas em forma de arco-iris, do
N-terminal para o C-terminal, sendo que cores mais quentes (vermelho) estao

proximas ao N-terminal, e cores mais frias (azul) mais préximas ao C-terminal.

A proteina do dominio NBS (Figura 6A) apresentou 94% de cobertura dos
1292 residuos, ou seja, 94% dos 1292 residuos da sequéncia usada foram
modelados, e >90% de confianga. Foi utilizada a sequéncia EVGMRNAO00350t1

para fazer a modelagem, sendo esta escolhida aleatoriamente. As proteinas
usadas para sua modelagem tém funcdo de hidrolase e/ou transporte de
proteinas e proteina de membrana. A predicdo revelou que a proteina tem
grande possibilidade de ser transmembrana multipasso (Figura 6B),
atravessando 14 vezes a bicamada lipidica tendo sua parte N-terminal e C-

terminal posicionada no meio extracelular.
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Figura 6. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio NBS e seu (B) modelo

transmembrana.

A proteina do dominio LRR (Figura 7A) apresentou 91% de cobertura dos
990 residuos e >90% de confianca. Foi utilizada a sequéncia
EVGMRNAO01068tl para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcdo de
transferase, inibidor de transferase, sinalizacdo de proteinas, participam do
sistema imune, receptor de transferase. A predicao revelou que a proteina tem
grande possibilidade de ser transmembrana unipasso (Figura 7B), tendo sua
parte N-terminal posicionada no meio extracelular, juntamente com o seu

peptideo de sinal, e a parte C-terminal no meio intracelular.
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Figura 7. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio LRR e seu (B) modelo
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transmembrana.

A proteina do dominio MLO (Figura 8A) apresentou 27% de cobertura dos
466 residuos e >90% de confianca. Foi utlizada a sequéncia

EVGMRNA009140tl1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcao estrutural
contratil e anticongelamento. A predi¢do revelou que a proteina tem grande
possibilidade de ser transmembrana multipasso (Figura 8B), atravessando 5
vezes a bicamada lipidica tendo sua parte N-terminal posicionada no meio

extracelular, e a parte C-terminal no meio intracelular.
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Figura 8. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio MLO e seu (B) modelo

transmembrana.

A proteina do dominio TIR (Figura 9) apresentou 72% de cobertura dos
1002 residuos e >90% de confianca. Foi utillizada a sequéncia
EVGmMRNAQO01018t1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém fungéo de
apoptose, participam do sistema imune, sdo proteinas de sinalizacdo, proteina
de resisténcia da doenca do Linho, transferase, transcricdo, proteina motora,
proteina de resisténcia da doencga da Arabdopsis thaliana. A predicdo revelou

gue a proteina ndo é transmembrana.
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Figura 9. Modelagem 3D da proteina do dominio TIR e seu modelo

transmembrana.

A proteina do dominio Receptor-Like Kinase (Figura 10A) apresentou
80% de cobertura dos 584 residuos e >90% de confianca. Foi utilizada a

sequéncia EVGmMRNAO005321t1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcao de
hidrolase, isomerase, receptor de hidrolase e proteina de sinalizacao. A predicéo
revelou que a proteina tem grande possibilidade de ser transmembrana unipasso
(Figura 10B), tendo sua parte N-terminal posicionada no meio extracelular,
juntamente com o seu peptideo de sinal, e a parte C-terminal no meio

intracelular.
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Figura 10. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio Receptor-Like Kinase e

seu (B) modelo transmembrana.

A proteina do dominio Ser-Thr Kinase (Figura 11A) apresentou 58% de
cobertura dos 546 residuos e >90% de confianga. Foi utilizada a sequéncia
EVGMRNAOO6268t1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcdo de
transferase e inibidor de transferase. A predicao revelou que a proteina tem
grande possibilidade de ser transmembrana unipasso (Figura 11B), tendo sua
parte N-terminal posicionada no meio intracelular, e a parte C-terminal no meio

extracelular.
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Figura 11. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio Ser-Thr Kinase e seu (B)
modelo transmembrana.

A proteina do dominio RPW8 (Figura 12A) apresentou 92% de cobertura
dos 865 residuos e >90% de confianca. Foi utilizada a sequéncia

EVGmMRNAOO1846t1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida
aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcao de
apoptose ou participam do sistema imune. A predicao revelou que a proteina tem
grande possibilidade de ser transmembrana unipasso (Figura 12B), tendo sua
parte N-terminal posicionada no meio extracelular, juntamente com o seu

peptideo de sinal, e a parte C-terminal no meio intracelular.
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Figura 12. Modelagem 3D da (A) proteina do dominio RPW8 e seu (B) modelo

transmembrana.

A proteina do dominio GNK2 (Figura 13A) apresentou 54% de cobertura
dos 679 residuos e >90% de confianca. Foi utilizada a sequéncia
EVGMRNAO04010t1 para fazer a modelagem, sendo esta escolhida

aleatoriamente. As proteinas usadas para sua modelagem tém funcdo de
transferase, inibidor de transferase, participam do sistema imune, proteinas de
sinalizacdo. A predicdo revelou que a proteina tem grande possibilidade de ser
transmembrana unipasso (Figura 13B), tendo sua parte N-terminal posicionada
no meio extracelular, juntamente com o seu peptideo de sinal, e a parte C-

terminal no meio intracelular.
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transmembrana.

Pode-se observar que a maioria das proteinas usadas na formacédo de
todos os modelos, tem alguma funcdo de resisténcia, como de apoptose e
sinalizacdo. Mostrando assim que essas proteinas tém grandes chances de

serem de resisténcia.

As proteinas de membrana integrais desempenham um papel
fundamental na deteccdo e transporte de sinais externos para as células,
permitindo que elas interajam e respondam ao seu ambiente de maneira
especifica. Eles formam os principais nds na sinalizacdo hormonal e neuronal.
Ha importantes grupos de proteinas de membrana, como 0s receptores
acoplados a proteina G (GPCR), aquaporinas, canais ibnicos, ATPases (ALMEN
et al.; 2009).

E possivel visualizar que 4 das 8 proteinas apresentaram em suas
proteinas moldes, funcdo de transferase. Plantas que possuem glutationa s-
transferase apresentam resisténcia a herbicida (HU; 2014). Algumas também
apresentaram funcédo de hidrolase, que podem hidrolisar a parede celular de
muitos fungos que contém em sua parede celular $-1,3-glucana e quitina, como
maiores componentes (RODRIGUES et al.; 2006).

71



A modelagem também revelou semelhanca entre as proteinas do
Panicum maximum e proteinas de resisténcia como: anticongelamento,
resisténcia da doenca do Linho, resisténcia da doenca da Arabdopsis thaliana.
Também revelou que 4 das 8 proteinas possuem peptideo sinal, sendo estes
tipicamente produzidos pela infec¢do de patdégenos ou por enzimas enddégenas
nas plantas que séo sintetizadas em resposta a infeccao de patégenos, servindo
como sinalizacdo (TRIVILIN; 2008).
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5. CONCLUSOES

Com o alinhamento realizado, foi possivel aferir que a planta Panicum
maximum cv. Tamani expressou, na condicdo de estresse hidrico, 2115 genes

de resisténcia a doenca.

Sendo assim, observou-se expressdao de 10 diferentes classes de
proteinas relacionadas a resisténcia a doenga, sendo as classes mais
expressivas RLP, NL e CNL.

Foi verificado a presenca de 8 diferentes dominios de proteinas
relacionadas a resisténcia a doenca, sendo os dominios mais expressivos

Serina-Treonina-Quinase, NBS e LRR.

Verificou-se similaridade das sequéncias de resisténcia entre Panicum
maximum e 13 diferentes espécies, sendo as espécies com mais sequéncias
similares Painco (Setaria italica), Switchgrass (Panicum virgatum) e Sorgo

(Sorghum bicolor).

A modelagem 3D de proteinas de cada dominio observado possibilitou
uma compreensao maior das funcdes de cada uma das proteinas modeladas,
tendo como resultado modelos com um alto padréo de qualidade. Também
possibilitou observar semelhanca entre as proteinas modeladas e outras

proteinas de resisténcia ja descritas na literatura.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa proporcionou informagfBes adicionais e inéditas a
comunidade cientifica sobre genes de resisténcia a doenga no capim Panicum
maximum e espera-se que essas informacdes possam ser usadas em trabalhos
futuros para o melhoramento da espécie, ou de outras espécies, principalmente
em condicbes de estresse hidrico, como para superexpressar genes de
resisténcia encontrados ou transferéncia de genes de resisténcia para outra
planta. Sendo Gtil também para pastagem de bovinos, em condi¢cfes de estresse
hidrico. Cabe ressaltar que esse é o primeiro trabalho realizado envolvendo o

transcriptoma desta planta.
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