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RESUMO

Numa ectomicorriza, a fase pré-simbiotica € um periodo crucial na determinacdo da
compatibilidade entre o fungo e o0 seu hospedeiro vegetal para 0 sucesso e
estabelecimento da simbiose. Embora a associac¢ao tenha sido amplamente documentada
do ponto de vista funcional/ecoldgico, informacdes acerca dos genes/proteinas
envolvidos no inicio da interacdo ainda sdo escassas. O gene PtSRP é sobrexpresso
entre 6-12h do pré-contato entre Pisolithus tinctorius-Castanea sativa e estudos in silico
demonstraram que sua proteina apresenta regido inicial hidrofobica transmembranar em
alfa-hélice seguida de seis fitas-beta intercaladas por loops. Por essas caracteristicas foi
especulado que esse peptideo (127 a.a e 13,969 kDa) poderia estar relacionado a
sinalizagéo/controle das fases iniciais de formagéo/desenvolvimento da simbiose. Este
trabalho objetivou a clonagem da ORF, expressao e purificacdo da PtSRP e a producéo
de anticorpos policlonais anti-PtSRP para serem usados na imunolocalizagdo da
proteina em P. tinctorius. A ORF mais provavel do PtSRP foi amplificada por PCR com
0 uso de iniciadores adicionados de sitios de restricdo para EcoR1 e Xhol. Os
fragmentos foram clonados em vetor comercial pJET1.2 e a ORF subclonada em vetor
de expressdo pET21D(+), previamente tratado com as respectivas enzimas. Essa nova
construcdo do vetor foi utilizada para transformar bactérias de expressdo BL-21 Star. A
PtSRP foi entdo expressa em larga escala sob acdo do indutor IPTG a 0,1 mM e
purificada com e sem o uso de ureia. As proteinas purificadas foram utilizadas na
producdo de anticorpos anti-PtSRP, em coelhos Oryctolagus curiculus, imunizados com
quatro pulsos de 150ug da PtSRP. Apds a sangria total, o soro foi coletado, os
anticorpos purificados e testados quanto a sensibilidade e especificidade no
reconhecimento da PtSRP por western blot. A partir do microcultivo em lamina de P.
tinctorius, o micélio foi submetido aos testes de imunolocalizagdo com uso de
anticorpos primarios conformacionais anti-PtSRP obtidos nos ensaios anteriores e 0s
anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 nm Goat anti-rabbit 1gG. Para o controle
negativo o micélio foi incubado na auséncia do anticorpo primario anti-PtRSP. Na
imunofluorescéncia convencional, o micélio foi observado em microscopio Leica DMI
4000B/objetiva 63x e o0s campos analisados foram escolhidos de acordo com a
dispersdo/morfologia das hifas, sendo as imagens capturadas e digitalizadas pelo
acoplamento de um computador a cadmera digital do microscopio. Na microscopia
confocal as imagens foram adquiridas com objetiva de 63x/laser 488nm/ 6leo de
imersdo, sendo capturadas e digitalizadas através do acoplamento de computador a
camera digital do microscopio Leica TCS SP2. Os resultados de expressdo em sistema
procarioto demonstraram que o peptideo possui massa de 16 kDa o que confirmou as
analises de predicdo anteriores. Na microscopia de fluorescéncia convencional houve
forte marcacdo da PtSRP ao longo de toda a hifa, especialmente na regido
correspondente a membrana. A microscopia confocal identificou a marcacdo da PtSRP
principalmente na periferia da hifa, mais especificamente na regido correspondente a
parede celular/membrana, inclusive no grampo de conexdo (estrutura tipica dos
Basidiomycota). Esses achados coincidem com propriedades de outras proteinas
fangicas envolvidas na formacdo e reconhecimento das ectomicorrizas (SRAPs e
hidrofobinas) que tém localizagdo membranar. Estudos adicionais como nocaute génico
ou utilizacdo de RNAs de interferéncia serdo fundamentais para melhor compreenséo do
papel fisiol6gico da PtSRP na simbiose ectomicorrizica.

Palavras-chave: Expressao génica, fungos ectomicorrizicos, gene PtSRR1.



ABSTRACT

In ectomycorrhiza, the pre-symbiotic period is crucial to determine the compatibility
between the fungus and its host plant for the success and establishment of symbiosis.
Although the association is widely documented, information about the genes/proteins
involved in the early period interaction are still missing. The PtSRP gene is
overexpressed 6-12h of pre-contact between Pisolithus tinctorius-Castanea sativa and
in silico studies have shown that PtSRP protein present a initial region hydrophobic
transmembrane in alpha-helix followed by a six-sheet interspersed by loops . For these
characteristics it has been speculated that this peptide (127 aa and 13,969 kDa) could be
related to signaling/control of the early stages of symbiosis development. This work
aimed to clone the ORF, to express and purify the PtSRP as well the polyclonal anti-
PtSRP production for use in P. tinctorius protein immunolocalization. The most PtSRP
ORF was amplified by PCR using primers with restriction sites (Xhol and EcoR1). The
amplified fragments were cloned into pJET1.2 vector and the ORF was subcloned into
PET21D (+)expression vector previously treated with these respective enzymes. This
new vector was used to transform BL-21 Star bacterial expression. The PtSRP was then
expressed in large scale under the action of inductor 0.1 mM IPTG and purified with
and without the use of urea. The purified proteins were used to produce antibodies
PtSRP, in Oryctolagus curiculus rabbits immunized with four pulses of 150ug PtSRP.
After total bleeding, the serum was collected, and purified antibodies tested for their
sensitivity and specificity in recognition of PtSRP by western blot. From the P.
tinctorius microculture, the mycelium was submited to immunolocalization tests using
primary conformational-antibodies anti- PtSRP obtained in previous trials and the
secondary antibodies Alexa Fluor 488 nm goat anti-rabbit 1gG. For the negative control
the mycelium was incubated in the absence of primary anti-PtRSP. In conventional
immunofluorescence, the mycelium was observed in a 4000B/objetiva 63x Leica DMI
and the analyzed fields were chosen according to the morphology of hyphae, and the
images were captured and digitized by coupling a computer to a microscope digital
camera. In confocal microscopy images were acquired with the objective 63x/laser
488nm / immersion oil being captured and digitized by coupling a computer to a Leica
TCS SP2 microscop digital camera. The results in the prokaryotic expression system
showed that the peptide has a mass of 16 kDa which confirm earlier prediction analyzes.
In conventional fluorescence microscopy there was a strong marking PtSRP throughout
the hyphae, especially in the membrane region. Confocal microscopy identified marking
PtSRP mainly in the periphery of hyphae, and more specifically the region
corresponding to the cell wall / membrane, including the clamp connection (typical
structure of Basidiomycota). These findings are consistent with properties of other
fungal proteins involved in the formation and recognition of ectomycorrhizal (SRAPs
and hydrophobins) that have membrane localization. Additional studies such as gene
knockout or use of interfering RNAs are essential for better understanding of the
physiological role of PtSRP in ectomycorrhizal symbiosis.

Keywords: gene expression, ectomycorrhizal fungi, PtSRR1.
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MCS -sitio de clonagem multipla
mg -miligrama

Mha —milhdes de hectare

min —minuto

ml -mililitro
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MNM — Melin-Norkrans Modificado
mM -milimolar

mmol -milimol

MRNA -RNA mensageiro

NCBI —National Center for
biotechnology Information

ng -nanograma

nm -nandémetro

ORF —open reading frame

PCR —reacdo em cadeia da polimerase
pb —pares de base

pH -expoente de ions de hidrogénio
PtSRR1 —gene Pisolithus tinctorius
symbiosis related receptor 1
PtSRR1 —proteina codificada do gene
PtSRR1

pM -picomolar

Poly (A +) -poliadenilado (MRNA)
RACE -amplificacdo rapida das
extermidades de cDNA

RNA -acido ribonucleico

RNase -ribonuclease

rpm -rotagdes por minuto

RT -transcriptase reversa

SRAPs —simbiosis related acid proteins
SDS -sulfato de sédio dodecil

s -segundos

Taq -Thermus aquaticus

TAE - Tris-acetato-EDTA

t-RNA -acido ribonucleico de
transferencia

U -unidades de enzima

UTR —regibes ndo traduziveis

UV -ultra-violeta

V -volts

v/v -volume por volume

W -watt

pg -micrograma

ul -microlitro

pM -micromolar

SDS-PAGE -dodecil-sulfato de s6dio de
poliacrilamida
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ectomicorriza formada por Truncocolumella citrina-Pseudotsuga menziesii. B. Um
denso agrupamento das raizes (monopodial-pinada e monopodial-piramidal) da
ectomicorriza de Rhizopogon flavofibrillosus-Pseudotsuga menziesii. C. Um sistema
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Pinus ponderosa. D. Denso agrupamento de raizes de Fagus grandifolia associadas
com espécies de fungos desconhecidos (PETERSON et al.,

Figura 2. A. Diagrama de ectomicorriza em corte transversal ilustrando as
caracteristicas das Angiospermas (porcdo da esquerda) e coniferas (porcao direita).
Ambos apresentam o manto (m), Rede de Hartig (setas curtas), micélio externo (setas
longas). A principal diferenca entre esses dois sistemas € que a Rede de Hartig nas
Angiospermas € restrita as células epidérmicas enquanto nas coniferas ela se forma em
torno de ambas: células epidérmicas e corticais (PETERSON et al., 2004). B.
Ectomicorriza de Pisolithus tinctorius - Pinus pumila em corte transversal. Legenda:
(MF) manto fungico, (RH) rede de Hartig nos espacos intercelulares do cortex
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Figura 3. Micélio extraradical em diferentes ectomicorrizas. A. Suillus bovines em
associacao com Pinus sylvestris. B. Micélio externo de Pisolithus tinctorius associado
com Pinus strobus onde sdo observadas hifas de absor¢do mais delgadas (setas curtas)
além de rizomorfas (setas longas). C. Fungo do género Cenococcum em associacao
com Abies lasiocarpa emanando um extenso micélio extraradical. (PETERSON et al.,

Figura 4. Crescimento de Eucalyptus grandis inoculado com diferentes isolados de
Pisolithus spp. (M5, 35, PT 90A). C = controle, sem inoculacdo (COSTA et al.,

Figura 5. Exemplos de basidiomas epigeos, todos presumidamente ectomicorrizicos.
A. Amanita rubescens; B. Amanita muscaria crescendo numa floresta mista de madeira
de coniferas no sul de Quebec; C. Amanita frostiana; D. Hygrophorus fuligineus; E.
Russula sp.; F. Suillus grevillei; G. Um representante do género Leccinum, crescendo
nas proximidades de Betula pendula; H. Espécime de Albatrellus cf. ovidus crescendo
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Figura 6. Sequéncia na colonizagéo de pélos radiculares de Picea mariana pelas hifas
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micélio de P. tinctorius. As raizes colonizadas foram examinadas por microscopia
eletrbnica de varredura (PETERSON et al.,

Figura 7. Estdgios do desenvolvimento in vitro de ectomicorriza formada pela
associacdo de P. involutus com B. pendula, entre 0 e 21 dias de interacdo. As setas a
esquerda indicam as extremidades radiculares da plantula sendo cobertas pelo micélio,
no inicio da formacdo do manto (0-4 dias) e surgimento de radiculas laterais (4-21
dias). A direita, observam-se (4° dia) duas camadas do manto diferenciado (setas com
duas cabecas) e penetracdo das hifas entre as células do cértex do hospedeiro (setas
simples). Aos oito dias, observa-se o inicio da formacéao da rede de Hartig. Aos 14 dias,
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adaptado de ACIOLI-SANTOS, 2006)........ccucurerieriiirierierisiesieiseseesieesseseeessessessesessesees

CAPITULO 11

Figure 1 - The PtSRP mRNA. Complete nucleotide sequence (636 bp) and its probable
ORF (the codons and corresponding 127 amino acids). The ORF represents the largest
translation region for the sequence. Stop codon is represented by the word “End”. Full
line = new fragment obtained by RACE 5’; Interrupted line = 3' previously reported
sequence (EL563703, ACIOLI-SANTOS et al ., 2009); < =5’ UTR; — =3’ UTR; o
= Kozak sequence with variation and respective base positions..............oouvveiriinennnn

Figure 2 - Alignment between the RACE assembly (636 bp; A) and the directly
amplified and cloned sequence (604 bp; B) indicating only two nucleotide changes in
291C/T and 306 A/C positions (#). ==: PISRP ORF.........cccccoiiiiiiiiiiiiiec s

Figure 3 - Secondary structure prediction and transmembrane domain of the PtSRP.
Legend: AA = amino acid sequence, PHD_htm = transmembrane helix prediction (M =
transmembrane helix, blank spaces = non-membrane regions), Rel_htm = PHD_htm
prediction reliability index (Reliable predictions are marked '*), PROF_sec =
secondary structure prediction (H = Helix, E = sheet, blank: “loop”), Rel_sec =
PROF_sec prediction reliability index (0 = low to 9 = high), SUB_sec = all PROF_sec
predictions subset, for all residues with an expected average accuracy > 82% (L =
“loop”, “.” = no prediction for the residue), O_3_acc = observed relative solvent
accessbility (b = 0-9%, i = 9-36%, e = 36-100%). P_3_acc = predicted relative solvent
accesshility, Rel _acc: P_3 acc prediction reliability index, SUB_acc: P_3 acc
prediction subset, for all residues with an average correlation > 0.69. Glycosylation
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cleavage site near to membrane is represented by (¥). Analyses were carried out in
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Figure 4 - PtSRP hydrophobicity analysis. A strong hydrophobic initial region is
observed in the protein (Scaled by the Kyte and Doolittle,
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Figura 1. Esquema da deteccdo enzimatica por acao da peroxidase da Proteina PtSRP
ligada & membrana. a. membrana de nitrocelulose; b. proteina PtSRP; c. Anticorpo
primario anti-PtSRP com cauda de histidina; d. Anticorpo secundario anti-histidina
associado a enzima peroxidase; e. enzima peroxidase; S. Substrato ECL; P. Produto da
reacdo; f. emissdo de luz (modificado de Clarity™ Western ECL Substrate -
Instruction Manualde, BIiOrad)..........cccoiviiiiiiiiiiie e

Figura 2. Aspecto macroscépico do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Pt-
103) em meio so6lido Melin-Norkrans Modificado - MNM (MARX, 1969) (A). Cultivo
do isolado em meio liquido e obtencdo da biomassa ap6s um més (B)..........cccceeevvevenen.

Figura 3. Fotodocumentacdo da eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio onde séo observados os fragmentos PCR1 (237pb) e PCR2 (120pb)
correspondentes a regido 3’ do mRNA do gene PtSRP. Os tamanhos dos fragmentos
amplificados foram estimados com base no marcador molecular (M) 1Kb plus DNA
Ladder, INVIETOGEN®. ...ttt en et en e

Figura 4. Fotodocumentacdo da eletroforese em gel de agarose, TAE 1% onde séo
observados fragmentos de aprox. 604pb, correspondentes ao mMRNA completo do gene
PtSRP em quadruplicata (PCR1, PCR2, PCR3 e PCR4). M = Marcador molecular 1Kb
Plus DNA Ladder, INVITOGENT.........c.vieeeieeeeeeee ettt sn s

Figura 5. Alinhamento entre a sequencia montada via RACE 5°(636 pb; A) e a obtida
diretamente via PCR, clonagem e sequenciamento (604pb; B) indicando apenas 2
mudangas de nucleotideos nas posigdoes 291C/T e 306 A/C (#). == : ORF do gene
PtSRP; («) UTR 5° e (—) UTR 3’; (o) Inicio da traducdo e (::) término da
L= 10 [ 0% o TSP S TP PRPPO

Figura 6. Alinhamento entre as ORFs traduzidas da sequencia montada via RACE
5°(636 pb; A) e a obtida diretamente via PCR (604pb; B). (*) Alinhemento perfeito; (:)
Divergéncia no alinhamento indicando apenas 1 mudanca no residuo de aminoacidos
65 (Serina na sequencia A e Treonina na SeqUENCIa B).........cccovviiiiiniiiencsceeee,

Figura 7. Sequéncia dos primers senso (Primer_PtSRPf) e anti-senso (Primer_PtSRPr)
com sitios de restricdo para as enzimas EcoR1 e Xhol. (Em preto= Bases adicionadas
para a ancoragem da enzima de restricdo; em vermelho= sitios de restricdo das
enzimas; em azul= sequencia de anelamento complementar a regido 5’ ¢ 3’da ORF do
GBNE PISRP)... .ttt et e et e et e e et e e et be et e e reeanae s

Figura 8. Fotodocumentacdo da eletroforese em gel de agarose 1% TAE da
amplificagdo em duplicata (PCR1 e PCR2) da ORF do gene PtSRP completo com sitios
de restrigdo, onde observam-se amplicons de 401pb. M= marcador molecular 1kbplus
DNA Ladder - INVITOGEN®...........coiviieeieeeieece et

Figura 9. Confirmacdo da clonagem do gene PtSRR1 de 401pb em vetor pJET 1.2 .
M= marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder - INVitrogen®.............ccocoveevvviveeeenennns
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Figura 10. Resultado do sequenciamento do clone 04 apés edicdo no ApE v 1.15.
Legenda: A,C,T,G= representam o0s nucleotideos, = Representam o par de
primers desenhados para a amplificacdo do gene PtSRP, em cinza= ORF do Gene

Figura 11. Confirmacdo da clonagem do gene PtSRP de 401pb em vetor pJET 1.2. M=
marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder - InVitrogen®.............ccoceveevevvieeeicieecnennene,

Figura 12. Digestdo do vetor PET21D(+) com a enzima EcoR1 (A) e digestdo do vetor
PET21D(+) com a enzima Xhol (B). Confirmacdo da digestdo dupla do vetor
PET21D(+)(C). M= marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder -
INVIEEOGEN®. ..ottt bbb bbb bbbt s

Figura 13. Confirmacdo da clonagem do Gene PtSRP de 401pb em vetor pET21D(+).
e transformado em DH10B. M = marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder -
IVIETOGEN®. ...t e ettt sttt sttt n ettt en e et et en s et

Figura 14. Gel de eletroforese SDS-PAGE para visualizacdo da PtSRP, expressa em
sistema bacteriano. As bactérias transformadas foram crescidas em meio de cultura e
induzidas a expressar as respectivas proteinas recombinantes (em pequena escala),
utilizando IPTG. Os extratos bacterianos foram fracionados em gel 15% de
poliacrilamida e visualizados por coloracdo de azul de Coomassie. M: marcador de
peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®, 1: BI-21 sem plasmideo, 2: BI-21
com vetor selvagem, 3: BI-21 Star (Invitrogen®) com outra proteina, 4: Clone 1 pré-
inducdo, 5: Clone 2 pré-inducdo, 6: Clone 1 pds-inducdo, 7: clone 2 p6s-induc¢do; (o):
Fracdo correspondente a proteina PISRP...........cccooi i

Figura 15. Western blot da expressdo, em pequena escala, da PtSRP em sistema
bacteriano. M: marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®, 1:
BI-21 sem plasmideo, 2: BI-21 com outro vetor, 3: Clone 1 pré-inducéo, 4: Clone 2
pré-inducdo, 5: Clone 1 pdés-inducdo, 6: clone 2 poés-inducdo; (o): Fracdo
correspondente da Proteina PISRP..........ccoiiiiiiiiiie e

Figura 16. Gel de eletroforese da purificacdo da PtSRP em condic¢do nativa. Observa-
se neste gel de 15% de poliacrilamida, a purificagdo da PtSRP nas suas diferentes
etapas, desde a indugdo até a 32 eluicdo. M: marcador de peso molecular Precision Plus
Dual Color — Biorad®; (O): Fracdo correspondente da PtSRP purificada.........................

Figura 17. Quantificacdo estimada através da curva da diluicdo seriada de BSA da
PtSRP purificada sob condi¢cdo nativa. M: marcador de peso molecular Precision Plus
Dual Color — Biorad®, 12 Eluigéo: Eluicdo 1 da PtSRP purificada sem ureia; Diluicdo
seriada de BSA: quantidades de BSA correspondentes de 2 a 0,125Ug.....cccvvveevveernnennnee.

Figura 18. Gel de SDS-PAGE da purificagcdo da PtSRP sob condicdo desnaturante.
Observa-se neste gel de 15% de acrilamida a purificagdo da PtSRP com ureia, nas suas
diferentes etapas, desde o sedimento inicial pds-sonicagdo até a 4® lavagem. M:
marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®; (o): Fracdo
COrrespondente da PISRP..........ooiiiii e
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Figura 19. Quantificacdo estimada através da curva da diluicdo seriada de BSA da
PtSRP purificada em condi¢do desnaturante. M: marcador de peso molecular Precision
Plus Dual Color — Biorad®. Diluicdo seriada de BSA: quantidades de BSA
correspondentes de 2 a 0,125ug. Diluicao seriada da PtSRP a partir da diluicai de 1:4
(=30 RSSO

CAPITULO IV

Figura 1. Esquema geral do microcultivo do isolado de Pisolithus tinctorius (Pt-103)...

Figura 2. Imunizacbes para a obtencdo do aticorpo anti-PtSRP. (A) Oryctolagus
curiculus; (B) Coleta da sangria pré-imune; (C) Maceracdo da PtSRP e (D) Imunizacdo

Figura 3. Western Blot da avalia¢do do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina
PtSRP (sangria total do coelho 18). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus
DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4)
12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo transformada; (7) Bl-21 com
pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram
fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western blot...........cccccoveiiiinennne

Figura 4. Western Blot da avaliacdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina
PtSRP (sangria total do coelho 19). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus
DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4)
12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo transformada; (7) Bl-21 com
pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram
fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western blot.............c.ccccceveverneee.

Figura 5. Western Blot da avaliacdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina
PtSRP (sangria total do coelho 20). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus
DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4)
12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo transformada; (7) Bl-21 com
pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram
fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western blot...........ccccoveiiiiiennene

Figura 6. Western blot da avaliacdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina
PtSRP (sangria total do coelho 21). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus
DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4)
12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) Bl-21 ndo transformada; (7) Bl-21 com
pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram
fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western blot...........cccccoveiiiiiennene

Figura 7. Imunolocalizacdo da PtSRP por fluorescéncia no fungo Pisolithus tinctorius.
(A) controle negativo; (B) Plano focal geral do micélio (Aumento); (C) Ampliacdo da
imagem onde sdo observadas marcagdes pontuais da PtSRP na regido periférica da hifa
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(indicadas por setas); (D) detalhe da marcagdo da PtSRP na regido correspondente a
membrana/parede CElUIAr (SEAS)........ccueiiiieiieie e

Figura 8. Imunolocalizacdo da PtSRP no fungo Pisolithus tinctorius por microscopia
confocal de fluorescéncia. (A e B) controle negativo; (C e D) Plano focal geral do
micélio com marcacdo da PtSRP em toda extensdo da hifa inclusive no grampo de
conexd@o (setas brancas); (E e F) Imagens sobrepostas nas quais sdo observadas
marcacdes da PtSRP ao longo de todo o micélio com maior acumulo nas regides da
periferia da hifa, na regido correspondente a membrana/parede celular (setas pretas)......
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1. INTRODUCAO

As ectomicorrizas sdo um tipo de micorriza no qual o fungo se desenvolve
externamente a raiz e nos espacos intercelulares do cortex da planta hospedeira
estabelecendo uma relacdo simbidtica mutualistica em que ambos os envolvidos séo
beneficiados: o fungo recebe carboidratos fotossintetizados e em troca fornece agua e
nutrientes pouco moveis do solo (SOUZA et al., 2006; SMITH & READ, 2008;
BUCKING et al., 2012).

Estima-se que este tipo de associacdo ocorra em 90% das arvores em regifes de
clima temperado e em paises de clima tropical, como o Brasil, ectomicorrizas ja foram
descritas em diversas familias botanicas como Pinaceae (Pinus spp.) e Myrtaceae
(Eucalyptus spp.) com registros predominantes, no sul do pais (especialmente em Santa
Catarina) e no sudeste de Minas Gerais (CARDOSO et al., 1992). O Brasil se destaca
como 0 pais que apresenta o maior programa de reflorestamento do mundo (LIMA,
1993; SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 1994), com as espécies dos
géneros Pinus e Eucaliptus sendo as mais utilizadas (GIACHINI et al., 2000, 2004;
ENGEL & PARROTTA, 2001).

Devido ao valor econdmico das ectomicorrizas, estudos em diversas reas como
bioquimica, genética e biologia molecular tém sido feitos a fim de melhor compreender
0 mecanismo de simbiose (MENOTTA et al., 2004; LE QUERE et al., 2005; MARTIN
et al., 2008; DUPLESSIS et al., 2005; ACIOLI-SANTOS et al., 2008, 2010; VIEIRA et
al., 2012).

O reconhecimento entre 0o micobionte e o hospedeiro promove a expressao
diferenciada de genes, com a ativacdo de algumas enzimas e sintese de proteinas
fundamentais nos estadios iniciais do desenvolvimento da micorriza (BARKER et al.,
1998; BONFANTE-FASOLO & SPANU, 1994; ACIOLI-SANTOS et al., 2010).
Dentre as proteinas descritas como potenciais participantes da simbiose estdo as
ectomicorrizinas (HILBERT et al., 1991), as hidrofobinas (TAGU et al.,, 2001,
DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2004; ACIOLI-SANTOS et al., 2008) e as
SRAPs (simbiosis related acid protein) (LAURENT et al.,, 1999). Estas ultimas
consideradas fortes marcadoras do desenvolvimento da associa¢ao ectomicorrizica entre
Pisolithus tinctorius e Eucalyptus globulus (DUPLESSIS et al., 2005).
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Através de técnicas como os macroarranjos de cDNA, no sistema P. tinctorius -
Castanea sativa, Acioli- Santos et al. (2008) identificaram a participacéo de diversos
genes fungicos de funcdo desconhecida. Um deles (Clone ID: 1440), o gene batizado de
PtSRR1 — Pisolithus tinctorius symbiosis related receptor 1 (Hoje chamado de PtSRP),
por apresentar uma expressao positiva entre 6-12h quando em inducéo micorrizica, teve
sua porgdo 3’ parcialmente caracterizada (ACIOLI-SANTOS et al., 2009). Os dados
revelaram a possibilidade de este gene estar envolvido no processo de reconhecimento
fungo X planta dada a forte possibilidade de ser esta uma proteina transmembranar.
Embora houvesse indicios de que este gene estaria relacionado a ectomicorrizagdo, nao
foi encontrado para o peptideo traduzido nenhum dominio conservado classico de
proteinas previamente caracterizadas nem de estrutura cristalizada similar em bancos de
dados (ACIOLI-SANTOS et al., 2009).

Mais recentemente foi obtida a porg¢do 5’ restante da ORF para o gene PtSRP,
através de uma técnica que permite o isolamento de mRNAs completos denominada
RACE 5’ (Rapid amplification of cDNA ends). Esta nova por¢do juntamente com a
sequéncia 3’ parcial do PtSRR1 depositada no NCBI (Access. No. EL563703) deu
origem a um novo fragmento de 636 pb, compreendendo uma ORF mais provavel
(coincide com uma ORF encontrada em estudos anteriores para o fragmento parcial do
mesmo gene de 384 pb. Andlises preliminares apontaram para um peptideo de peso
molecular de 13,969 kDa com um potencial isoelétrico de 3.92, reforcando analises
anteriores de que esta proteina fosse transmembranar (VIEIRA et al., 2012).

No presente estudo, nossos objetivos foram o aprofundamento das analises
bioinformacionais desta construcdo, de modo a antever o papel da PtSRP na simbiose.
No capitulo I € apresentada a revisdo da literatura relacionada ao tema. No capitulo 11
apresenta-se um artigo sobre a predi¢do da proteina putativa e sua provavel funcéo na
associacdo. A clonagem, expressdo e purificacdo da Proteina PtSRP € descrita no
capitulo Il e no IV e dltimo capitulo sdo apresentados o0s resultados da
imunolocalizagdo da PtSRP no fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius com vistas

da elucidacéo parcial do papel fisioldgico no desenvolvimento da simbiose.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Editar, clonar e expressar o peptideo do gene PtSRP para obtencdo da proteina
recombinante PtSRP em sistema de expresséo e identificar a PtSRP in vivo através de

imunomarcagao por fluorescéncia.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a edicdo do gene PtSRP através de programas informacionais;

e Realizar a clonagem e expressdo do gene PtSRP em bactérias;

e Purificar a proteina codificada pelo gene PtSRP;

e Realizar imunizacdo em coelhos para producéo de anticorpos especificos;

e Localizar a proteina PtSRP por imunofluorescéncia nas células do fungo P.

tinctorius;
e Relacionar os dados da imunolocalizacdo celular da PtSRP ao advento da

ectomicorrizacdo, dando énfase a sua provavel funcéo na célula.
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CAPITULO |

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 AS MICORRIZAS

As micorrizas constituem um sistema complexo formado por fungos e plantas,
no qual, parte do genoma de ambos é ativada sob a influéncia do ambiente, na regéncia
da simbiose (SMITH & READ, 2008). O termo “micorriza” foi inicialmente empregado
em 1885, pelo botanico alemdo Albert Bernard Frank, para a descrigdo de um “6rgao
independente” formado pela associagdo entre o micélio ¢ as raizes de plantas (FRANK,
1885). O mesmo autor, em 1894, também especulou sobre a retencdo da habilidade
saprofitica ancestral de alguns basidiomicetos ectomicorrizicos, além de demonstrar que
o miceélio abundante na rizosfera ajudava a absorver nutrientes do solo sem causar danos
a planta hospedeira (FRANK, 1894).

Smith & Read (2008) sugerem a existéncia de sete tipos de micorrizas, com base
em caracteristicas tais como tipo de hifas, padrdo de colonizacdo da raiz, presenca da
rede de Hartig, taxon do fungo e taxon da planta (Bridfita, Pteridéfita, Gimnosperma e
Angiosperma). Os sete tipos sdo: arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza,
arbut6ide, monotropdide, ericdide e orquiddide, sendo as micorrizas arbusculares e as
ectomicorrizas as mais comumente encontradas (BELLEI & CARVALHO, 1992;
MOYERSOEN et al., 2001; TRESEDER & CROSS, 2006; BRUNDRETT, 2009;
TEDERSOO et al., 2010).

Acredita-se que as micorrizas tenham surgido ha cerca de 400 milhdes de anos, a
partir de uma condicdo micorrizica arbuscular ancestral, quando a vida vegetal do
planeta dava os primeiros passos rumo ao ambiente terrestre (CAIRNEY, 2000;
BRUNDRETT, 2002). Segundo Schifiler et al. (2001), existem quatro hipdteses para
explicar o surgimento e a formacdo das micorrizas ao longo do tempo. A primeira
propde que a co-evolugédo de plantas e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) teria se
iniciado em ambiente aquatico. A segunda hipodtese afirma que a associacdo teria
ocorrido ap6s a entrada das plantas no ambiente terrestre. A terceira sugere que, antes

mesmo de existirem os FMA, outros fungos de habito parasita ou sapréfito seriam 0s

27



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

responsaveis pelo surgimento da simbiose ap0s o estabelecimento das plantas na terra.
Por fim, a quarta hipdtese diz que a interacdo “fungos — plantas colonizadoras do
ambiente terrestre” teria se tornado mais complexa com o passar dos anos, a partir de
simbioses mais primitivas pré-existentes.

De modo geral, a micorriza funcional oferece aos simbiontes uma série de
beneficios. O fungo estabelece associagdo mutualistica com as raizes das plantas
vasculares (SMITH & READ, 2008) e, ao colonizar o sistema radicular, se ramifica
pelo solo ampliando a area de absor¢do de nutrientes essenciais a planta como o fésforo,
zinco, manganés e cobre, entre outros. Em contrapartida, o fungo se beneficia recebendo
carboidratos fotossintetizados pela planta (EZAWA et al., 2002; BAGO et al., 2002;
CHALOT et al., 2002; SOUZA et al.,, 2006). Adicionalmente, a planta passa a
responder melhor a variacbes bruscas de pH do solo (MARSCHNER, 1991;
CULLINGS & MAKHIJA, 2001), apresenta maior tolerancia a compostos toxicos de
dificil metabolizacdo como os metais pesados (BRUNNER & FREY, 2000; CHRISTIE
et al., 2004; ALEXANDRE et al., 2012), além de estar mais protegida contra o ataque
de possiveis agentes fitopatogénicos (MARX, 1972; DUCHESNE et al., 1988;
CORDIER et al., 1998). O fungo por sua vez também se beneficia, pois encontra na
planta um compartimento interno de prote¢do, o que lhe traz vantagens adaptativas além
de receber carboidratos fotossintetizados. Sendo assim, essa interacdo simbiontica
mutualista é importante na determinacdo do modo como as plantas e os fungos
sobrevivem e se adaptam ao tempo/ambiente, em condi¢fes adversas (SELOSSE et al.,
2004; SMITH & READ, 2008).

3.2 AS ECTOMICORRIZAS

3.2.1 Aspectos gerais

As ectomicorrizas (do grego, ektos = externo; mykes=fungo; rhiza=raiz) sdo um
tipo particular de micorriza na qual o fungo coloniza externamente as raizes e 0s
espagcos intercelulares do cortex da planta. Neste tipo de associac¢do, ndo ha formacéo de
estruturas (como as vesiculas e os arbusculos das micorrizas arbusculares) no interior
das células do hospedeiro, sendo possivel distinguir uma raiz colonizada pelas
caracteristicas especificas dessa associacdo (SMITH & READ, 2008), com grande
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diversidade de padrbes de ramificacdo lateral das raizes de plantas colonizadas com
diferentes fungos ectomicorrizicos (Figura 1).

Um dos primeiros registros fosseis do aparecimento das ectomicorrizas data de
50 Ma (Eoceno) e, embora ndo seja possivel indicar a data precisa de sua origem,
acredita-se que a associacao tenha aparecido bem antes, a 200 Ma, juntamente com o
surgimento dos basidiomicetos ressupinados (CAIRNEY, 2000).

Embora haja variagbes nas caracteristicas morfologicas/estruturais, em geral as
ectomicorrizas apresentam trés estruturas principais: a rede de Hartig, 0 manto e o
micélio externo/circundante (Figura 2).

A rede de Hartig € um composto de hifas originarias a partir do manto interior
que na maioria das espécies angiospérmicas, desenvolve-se apenas em torno das células
epidérmicas da raiz, formando uma interface de troca de nutrientes complexas enquanto
que nas coniferas ela se forma em torno de ambas: células epidérmicas e corticais
(Figura 2.A) (PETERSON et al., 2004).

Figura 1. Diversidade do padrdo de ramificacdo lateral de raizes de plantas colonizadas por diferentes
fungos ectomicorrizicos. A. Ramificacdo do tipo monopodial-pinada da ectomicorriza formada por
Truncocolumella citrina-Pseudotsuga menziesii. B. Um denso agrupamento das raizes (monopodial-
pinada e monopodial-piramidal) da ectomicorriza de Rhizopogon flavofibrillosus-Pseudotsuga menziesii.
C. Um sistema mdltiplo de raizes dicotdmicas na ectomicorriza formada entre Thelephora terrestris-
Pinus ponderosa. D. Denso agrupamento de raizes de Fagus grandifolia associadas com espécies de
fungos desconhecidos (PETERSON et al., 2004).
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Durante a fase inicial de formacdo da rede de Hartig, a penetracdo das hifas se
da através de processos mecanicos ou pela acdo de enzimas hidroliticas capazes de
degradar as paredes celulares das células corticais do hospedeiro, sem atingir a regido
endodérmica (MARTIN et al., 2008; SMITH & READ, 2008; BUCKING et al., 2012).
A principal funcéo das hifas é realizar a troca de nutrientes (TAGU et al., 2002a), como
a maioria dos agucares, absorvidos através das hifas (CHEN & HAMPP, 1993;
MARSCHNER & DELL, 1994; BUCKING & HEYSER 2001), passando minerais
como os fosfatos e agua para as células da raiz (MARSCHNER & DELL, 1994;
BUCKING & HEYSER 2001, SMITH & READ, 2008). No citoplasma das hifas da
rede de Hartig que ficam adjacentes as células corticais foi constatada a presenca de
varios nucleos, reticulos endoplasmaticos e mitocéndrias polimdrficas indicando uma
intensa atividade celular, caracteristica de uma simbiose funcional ativa (GROSS et al.,
2004).

A segunda estrutura tipica das ectomicorrizas, o manto (Figura 2.A e Figura
2.B) é formado por uma massa de hifas que recobre externamente a raiz hospedeira,
podendo variar quanto ao modo organizacional, cor e espessura, de acordo com 0s
simbiontes envolvidos (BELLElI & CARVALHO, 1992; SMITH & READ, 2008;
BUCKING et al., 2012). Embora seja a rede de Hartig a principal estrutura
ectomicorrizica responsavel por realizar as trocas metabdlicas, ha indicios de que o
manto apresente uma permeabilidade diferencial, com a transferéncia radial de ions e
bloqueio da perda de aclcares e de moléculas organicas de tamanho similares (VESK et
al., 2000). Exemplo dessa estrutura pode ser observado na ectomicorriza de Pisolithus
tinctorius - Pinus pumila em corte transversal (Figura 2.B) (COSTA et al., 2002).

Essa permeabilidade seletiva pode estar relacionada as inimeras ramificacdes
das hifas no manto interno, atuando no movimento bi-direcional de nutrientes. Dessa
forma, o fungo é capaz de absorver a glucose e/ou frutose a partir de células de raizes e
converté-los em hidratos de carbono, trealose e manitol, ou no glicogénio além da
absorcdo e transferéncias de outros compostos, incluindo lipidios, proteinas, compostos
fenolicos e de polifosfatos (PETERSON et al., 2004). Também a hifa pode se organizar
de tal maneira a formar um falso tecido parenquimatoso e isso pode ter influéncia direta
na maneira como a agua e outros nutrientes sdo absorvidos (PETERSON &
BONFANTE, 1994; SMITH & READ, 2008). Além de todos esses beneficios ja foi
relatada a importancia do manto na protecdo das plantas contra patdgenos de raiz
(PETERSON et al., 2004; SMITH & READ, 2008).
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Figura 2. A. Diagrama de ectomicorriza em corte transversal
ilustrando as caracteristicas das Angiospermas (porcdo da esquerda) e
coniferas (porcdo direita). Ambos apresentam o manto (m), Rede de
Hartig (setas curtas), micélio externo (setas longas). A principal
diferenga entre esses dois sistemas € que a Rede de Hartig nas
Angiospermas é restrita as células epidérmicas enquanto nas coniferas
ela se forma em torno de ambas: células epidérmicas e corticais
(PETERSON et al., 2004). B. Ectomicorriza de Pisolithus tinctorius -
Pinus pumila em corte transversal. Legenda: (MF) manto flngico,
(RH) rede de Hartig nos espacos intercelulares do cortex (COSTA et
al., 2002).

Por fim, tem-se o micélio externo que se desenvolve a partir das hifas que
compdem o0 manto exterior e faz a ligagdo entre a ectomicorriza e o solo (ANDERSON
& CAIRNEY, 2007; SMITH & READ, 2008). O micélio externo permite ao hospedeiro
maior nutricdo e captacdo de agua (AUGE, 2001; MARJANOVIC & NEHLS, 2008)
com aumento da regido explorada pelas hifas ou rizomorfos no solo (BUCKING et al.,

2012), se comparada ao sistema de raizes de uma planta ndo micorrizada (THOMSON
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et al., 1994; MARJANOVIC & NEHLS, 2008). O alcance do micélio externo pdde ser
comprovado em estudos in situ, onde o fungo foi encontrado além da rizosfera de
plantas cultivadas em cémaras de acrilico contendo solos de campo ou de outros
substratos (Figura 3A). Em ectomicorriza de Pisolithus tinctorius associado a Pinus
strobus a rede micelial se diferencia dando origem a rizomorfas (Figura 3B). Outro
exemplo sdo as ectomicorrizas formadas pelos representantes do género Cenococcum.
Neste caso, para que se inicie o desenvolvimento do micélio externo, certo nimero de
camadas de hifas séo necessarias no manto (Figura 3C) (PETERSON et al., 2004).

Além da importancia na captacdo de dgua, 0 micélio externo pode proporcionar
maior troca de nutrientes organicos e inorganicos entre os organismos, sendo por isso
uma estrutura de extrema importancia (MARJANOVIC & NEHLS, 2008; SMITH &
READ, 2008; BUCKING et al., 2012).
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Figura 3. Micélio extraradical em diferentes ectomicorrizas. A. Suillus bovines em associacgao
com Pinus sylvestris. B. Micélio externo de Pisolithus tinctorius associado com Pinus strobus
onde sdo observadas hifas de absor¢cdo mais delgadas (setas curtas) além de rizomorfas (setas

longas). C. Fungo do género Cenococcum em associagdo com Abies lasiocarpa emanando um
extenso micélio extraradical. (PETERSON et al., 2004).
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3.2.2 Fisiologia e nutricdo das ectomicorrizas

Em condicdes gerais, a associacdo ectomicorrizica resulta em boas taxas de
crescimento para os vegetais, fazendo com que se desenvolvam melhor e mais
adaptados as condicBes do ambiente (GIACHINI et al., 2000, 2004; ENGEL &
PARROTTA, 2001). Os efeitos positivos que a associagcdo micorrizica traz para as
plantas encontram-se amplamente documentados (MARX et al., 1991; MARTINS et
al., 1996; ARTURSSON et al., 2006; MELLO et al., 2006). Costa et al. (2002), por
exemplo, demonstraram que mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus
spp. apresentaram maiores taxas de crescimento em comparagcdo com o controle. A
pesquisa também revelou que a taxa de crescimento das plantas variou de acordo com

0s micobiontes testados (Figura 4).

Figura 4. Crescimento de Eucalyptus grandis inoculado com diferentes isolados
de Pisolithus spp. (M5, 35, PT 90A). C = controle, sem inoculagdo (COSTA et
al., 2002).

Esses dados podem ter suporte no fato de que as espécies vegetais, quando
ectomicorrizadas, utilizam de maneira mais eficiente certos nutrientes presentes no solo.
Embora isso ndo seja uma regra, dadas as condi¢Ges de disponibilidade desses
nutrientes e o tipo de substrato a que estdo submetidas, hd menor acimulo de céations
(K*, Ca*2, Mg* e Na*) e maior de anions (SO42, NO3, Cl- e PO4®) nos tecidos do
hospedeiro (BLEDSOE & RYGIEWICZ, 1986; MARSCHNER & DELL, 1994).
Inicialmente, os nutrientes minerais sdo absorvidos pelo micélio externo e armazenados

no manto. Em seguida, parte do nitrogénio e do fosforo que foi armazenado € convertida
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em aminoacidos e polifosfatos e segue para a rede de Hartig, passando para as células
do cortex da raiz, até atingir o xilema e as demais partes da planta (SIQUEIRA &
FRANCO, 1988; PLASSARD et al., 2000; KOHZU et al., 2000; BUCKING et al.,
2007).

Sem duvida, de todos os nutrientes citados, um é de extrema importancia na
vitalidade dos micobiontes: o fosfato. Este mineral possui alto valor energético e
participa de diversos processos bioldgicos (nas formas de ATP e ADP) tais como:
transporte ativo de moléculas, sintese e secrecdo de substancias, divisdo celular, entre
outros (BERG et al., 2012). A presenca desse composto foi demonstrada em mantos de
ectomicorrizas processadas através de métodos de fixacdo convencional e de
desidratacdo para microscopia de luz (ASHFORD et al., 1975), e microscopia eletronica
de transmissdo (ASHFORD et al., 1986; STRULLU et al., 1982). No entanto, em
estudos posteriores com ectomicorrizas de P. tinctorius-Pinus sylvestris foi visto que
tais resultados poderiam ser interpretados como artefatos das técnicas de microscopia,
no decorrer do processo (BUCKING & HEYSER, 1999). De um modo geral, a
absorcéo de P e de outros nutrientes é mais eficiente nas ectomicorrizas devido ao fato
de esses fungos produzirem fosfatases (TIBBETT et al., 1998) e proteases (NEHLS et
al., 2001). Essas enzimas tém a funcdo de solubilizar estes componentes do solo
tornando-os disponiveis para a planta (LAPEYRIE et al., 1991; LANDEWEERT et al.,

2001) e contribuindo para a ciclagem desses elementos no ambiente.

3.2.3 Ocorréncia das EM e especificidade

Apesar de ocorrerem em apenas 10 % das espécies vasculares, as ectomicorrizas
sdo encontradas em 90% das arvores de clima temperado (WILCOX, 1990),
predominando em plantas de interesse silvicultural, como as espécies de Eucalyptus e
Pinus (OLIVEIRA et al., 2008).

A maioria das espécies de fungos capazes de formar ectomicorrizas (cerca de
6.000 espécies) pertence ao Filo Basidiomycota, com algumas espécies pertencentes aos
Ascomycota e a um género de Zygomycota, Endogone (SMITH & READ, 2008;
BUCKING et al., 2012). Destes, cerca de 80% sdo epigeos, (Figura 5); algumas poucas
hipdgeas mantém as suas estruturas reprodutivas no subsolo (PETERSON et al., 2004).
E possivel encontrar uma extensa lista com as espécies de fungos conhecidamente
ectomicorrizicos em Molina et al. (1992) e Smith e Read (2008).
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Dentre os fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota, € nas familias
Amanitaceae, Boletaceae e Russulaceae que se encontra a maioria dos fungos
ectomicorrizicos (HORTON & BRUNS, 2001; BRUNDRETT, 2002). Nestas e em
outras familias, as espécies micorrizicas de Pisolithus e Scleroderma
(Sclerodermataceae), Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora
(Thelephoraceae) e Ramaria (Ramariaceae) colonizam, principalmente, arvores de
Pinus e Eucalyptus (GIACHINI et al., 2000; 2004).

As ectomicorrizas sdao normalmente encontradas em espécies arboreas, embora
alguns arbustos e espécies herbaceas também possam desenvolver esta associacdo
(SMITH & READ, 2008; ACIOLI-SANTOS et al., 2010). As espécies arbdreas sdo
importantes comercialmente uma vez que séo utilizadas pela indUstria da madeira além
de comercializadas como matéria prima no fabrico do papel e derivados (TURNBULL,
2000). Lista detalhada das familias de coniferas e angiospermas que formam
ectomicorrizas encontra-se em Smith & Read (2008).

Cerca de 35 familias botanicas de Angiospérmas e Gimnospérmas sao
reconhecidamente ectomicorrizicas, em que pelo menos um individuo foi analisado e
caracterizado como formador da simbiose (SMITH & READ, 2008). Das
gimnospérmicas, os géneros de coniferas Picea, Pinus e Larix formam vastas areas da
floresta boreal no hemisfério norte, enquanto outras espécies de coniferas, tais como
Pseudotsuga menziesii e Picea sitchensis ocorrem nas florestas do noroeste da América
do Norte (PETERSON et al.,, 2004). As Angiospermas ectomicorrizicas, incluindo
Alnus, Betula, Fagus e Quercus, ocorrem de forma generalizada em florestas do Norte
temperado de todo 0 mundo. No hemisfério sul, os géneros Pinus e Eucalyptus, além de
varios outros da familia das Dipterocarpaceae sdo as espécies de arvores
ectomicorrizicas dominantes, e por isso esses vegetais vém sendo utilizados na
construcdo de sistemas experimentais para estudos de fisiologia e bioquimica em
ectomicorrizas, além de estarem entre as plantas mais exploradas em silvicultura
(DUDDRIDGE & READ, 1984; LAPEYRIE et al., 1990; BARKER et al., 2002).
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Figura 5. Exemplos de basidiomas epigeos, todos presumidamente ectomicorrizicos. A. Amanita rubescens;
B. Amanita muscaria crescendo numa floresta mista de madeira de coniferas no sul de Quebec; C. Amanita
frostiana; D. Hygrophorus fuligineus; E. Russula sp.; F. Suillus grevillei; G. Um representante do género
Leccinum, crescendo nas proximidades de Betula pendula; H. Espécime de Albatrellus cf. ovidus crescendo
sob coniferas nas montanhas rochosas canadenses; |. Espécime de Cantharellus, provavel tubaeformis,
crescendo sob um dossel, as montanhas rochosas canadenses (PETERSON et al., 2004).

Existe uma variacdo no que se refere a infectividade e eficiéncia das espécies
fangicas para a micorrizacdo (ALVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1994; GIACHINI
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et al., 2000; 2004). Essa variacdo é explicada, em parte, pela especificidade entre o
fungo e o hospedeiro sendo detectada como um fator determinante na simbiose. Nas
ectomicorrizas, esta especificidade pode acontecer entre géneros ou até mesmo espécies
(MOLINA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1994; 2008; ACIOLI-SANTOS et al., 2010).
Estudos tém sido feitos a fim de comprovar a sua eficiéncia atraves do desenvolvimento
de sistemas de interacdo in vitro que buscam a obtencdo de modelos experimentais. Em
especial estdo os sistemas que utilizam plantas de Eucalyptus e fungos do género
Pisolithus (LEI et al., 1990; MARTIN et al., 2001; CAIRNEY, 2002; PETER et al.,
2003).

Estudos de selecdo de isolados de fungos ectomicorrizicos fazem-se necessarios
para identificar os simbiontes compativeis com determinada espécie vegetal e condi¢Ges
ambientais, tendo como finalidade o aumento da sobrevivéncia das mudas e,
conseqlientemente, maior produtividade das plantacbes (GARBAYE, 1984; OLIVEIRA
etal., 2008; ROSSI et al., 2002; ACIOLI-SANTOS et al., 2010).

3.3 IMPORTANCIA DAS ECTOMICORRIZAS

Pela natureza de simbiose mutualista as ectomicorrizas sdo de grande
importancia ecologica e econbmica, sob varios aspectos (TURNBULL, 2000;
BRUNNER, 2001; DAHLBERG, 2001), pois atuam diretamente na composic¢ao dos solos
participando da ciclagem global de nutrientes (SMITH & READ, 2008). Os fungos
ectomicorrizicos sdo comuns em solos ricos em matéria organica e, além de estabelecer
a simbiose, podem transformar certas substancias tornando-as disponiveis para as
plantas (CAIRNEY, 2000).

Os fungos ectomicorrizicos conseguem mobilizar certos nutrientes essenciais as
plantas diretamente de minerais através da excrecdo de &cidos orgénicos, afetando a
ciclagem destes compostos em sistemas florestais (LANDEWEERT et al., 2001). Além
disso, a micorriza pode aumentar a tolerancia do vegetal quando este é submetido a
solos de composicdo &cida ou com alta toxidez, ou ainda, elevar a viabilidade das
arvores frente ao impacto da acédo eutrofisadora em solos florestais (BRUNNER, 2001).

Metais nocivos podem ser ligados a polifosfatos e outros depdsitos vacuolares

no manto, impedindo a sua absorcao pelas raizes. Este fato € relevante se pensarmos no
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plantio de mudas arboreas inoculadas com fungos ectomicorrizicos (PETERSON et al.,
2004). A natureza compacta dos mantos de algumas ectomicorrizas podem contribuir
para a protecdo das raizes da perda de agua, solos secos e contra a entrada de
organismos patogénicos (SMITH & READ, 2008).

A interacdo entre espéecies do género Pisolithus na formacdo de ectomicorrizas
com Eucalyptus em que evidencia o potencial de reabilitagdo das plantas
ectomicorrizadas em solos degradados, apontaram o fungo Pisolithus tinctorius como
aquele que mais se adaptou a situacdo de reflorestamento em areas sujeitas a estresse
edafico (CAIRNEY & CHAMBERS, 1997). No Brasil, espécies de Pinus e Eucaliptus
séo bastante utilizados em programas de reflorestamento (GIACHINI et al., 2000, 2004;
ENGEL & PARROTTA, 2001). A introducédo dessas plantas no pais se deu no inicio do
século XX, em decorréncia da demanda de matérias primas como madeira (LIMA,
1993) e atualmente ha mais de 4.6 milhGes de ectares plantados com espécies desses
géneros (GIACHINI et al., 2000). Segundo a Sociedade Brasileira de Silvicultura
(1997), haveria um défcit mundial de madeira até o ano de 2010 e essa projecdo faz
crescer 0 interesse por novas tecnologias que propiciem aumento na produtividade dessa
matéria prima.

O Brasil responde por 31% da producéo de celulose de fibra de eucalipto, o
equivalente a 22 milhdes de toneladas por ano. Em 2010, estimaou-se a capacidade
anual para a producdo de celulose em 8,2 milhdes de toneladas de um total global
préximo a 27 milhdes (MERCADANTE & CAPO, 2006 apud MAGATON et al.,
2008).

Para além do mercado da madeira, ndo se pode esquecer que o0 basidioma de
algumas espécies de fungos ectomicorrizicos € bastante apreciado pela industria
alimenticia devido ao seu alto valor de comercializacdo, como as espécies Tuber
melanosporum, Tuber magnatum, Tricholoma matsutake, Boletus edulis e Amanita
caesarea (YUN & HALL, 2004), com mercado mundial total mensurado em milhGes de
dolares (TURNBULL, 2000; HALL et al., 2003).
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3.4 FORMACAO E DESENVOLVIMENTO DAS ECTOMICORRIZAS

Durante o processo de formacéo e desenvolvimento, os micobiontes passam por
diversas modificacdes fisiologicas e anatémicas (LE QUERE et al., 2005). Acredita-se
que muitas destas transformacdes sejam o resultado das interagdes ocorridas entre 0s
simbiontes a partir da fase de pré-infeccdo, pela sintese de varios hormonios e outras
substancias (auxinas, citoquininas, giberelinas e vitaminas) (MILLER, 1971; CRAFT &
MILLER, 1974; SLANKIS, 1974; BARROSO et al., 1986; GOGALA, 1991; BARKER
& TAGU, 2000; LUDWIG-MULLER, 2000; NIEMI et al., 2002).

Para que a associacdo tenha o sucesso e a estabilidade funcional necesséria,
devera haver uma comunicacgdo entre o fungo e a planta (TAGU et al., 2002a) iniciada
muito antes da formacdo das estruturas tipicas (manto, rede de Hartig, etc), sendo a
producdo de moléculas sinalizadoras a primeira etapa de desenvolvimento. Sob a
influéncia de tais moléculas, os propagulos do fungo sdo estimulados a germinar
(LAGRANGE et al., 2001), tal como acontece com o hospedeiro vegetal sob o estimulo
fangico (DITENGOU et al., 2003). Esse desenvolvimento resulta de uma cascata de
eventos perfeitamente sincronizados e da coordenacdo entre 0s genomas dos dois
parceiros (MARTIN & HILBERT, 1991; MARTIN & TAGU, 1999), desencadeando o
processo de ontogénese das ectomicorrizas.

As hifas produzidas a partir da germinacao de propagulos do solo, ou até mesmo
do micélio de uma micorriza pré-existente, tocam a superficie das raizes laterais e
podem interagir com os pélos radiculares, a coifa da raiz, ou a superficie das células
epidérmicas, penetrando no cértex radicular, onde crescem e se ramificam (CHILVERS,
1968; FEUGEY et al., 1999; PETERSON et al., 2004). Um exemplo da interacdo entre
as hifas de Pisolithus tinctorius e os pélos radiculares de Picea mariana, é mostrada na
Figura 6. A-D. Neste caso, as hifas (Figura 6. B) vao colonizando a raiz externamente
e se ramificando gradativamente (Figura 6. C) até formar o manto (Figura 6. D).
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Figura 6. Sequéncia na colonizacdo de pélos radiculares de Picea mariana pelas hifas do fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius. As plantulas foram cultivadas em bolsas de crescimento e 0s
sistemas radiculares inoculados com discos de agar contendo micélio de P. tinctorius. As raizes
colonizadas foram examinadas por microscopia eletrénica de varredura (PETERSON et al., 2004).

A germinacdo do propagulo fungico pode ser influenciada pelas condicdes da
rizosfera (zona de deplecédo para N e enriquecida para C), servindo de estimulo tréfico
para o crescimento da hifa em direcdo a raiz (TAGU et al., 2002a). Ha relatos de que as
adesinas formam uma densa rede fibrilar rica em glicoproteinas que preenche o espaco
entre os parceiros, sendo secretada em forma de fibras orientadas juntamente com
mucilagem polissacaridica, liderando o processo de contato entre o fungo e a planta.
Este conjunto mais os receptores do hospedeiro sdo importantes para o contato entre 0s
simbiontes (MARTIN et al., 1999). Tal processo é semelhante as infeccOes
fitopatogénicas. As hifas crescem, aumentam de volume e se ramificam aderindo a raiz
da planta na presenca ou auséncia de pélos radiculares (BARKER et al., 1998).

Momentos ap6s o contato e aderéncia do fungo as células da epiderme do
vegetal, ocorre a multiplicacdo das hifas em camadas para, apds alguns dias, a formacao
da estrutura conhecida como manto (LE QUERE et al., 2005). Esta, por sua vez, podera
apresentar diferencas tanto na morfologia como na cor, extensdo etc., variando de
acordo com os organismos envolvidos na associa¢do (SMITH & READ, 2008).

A planta também sofre a influéncia do fungo que a estimula a formar as raizes
laterais (dicotomia), havendo a eliminagdo dos pélos radiculares ou mudangas na
estrutura do citoesqueleto (MARTIN et al., 2001). Para o vegetal, o citoesqueleto é

importante na divisdo celular, citocinese, formacao da parede celular e elongacdo. No
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fungo, o citoesqueleto tem participacdo na morfogénese e no crescimento das hifas
(TIMONEN & PETERSON, 2002).

O desenvolvimento da ectomicorriza formada por Paxillus involutus e Betula
pendula foi observado por Le Quéré et al. (2005). Esses autores documentaram com
uma série temporal de fotografias em escalas macro e microscopica, as etapas de
desenvolvimento e formacdo da simbiose. Tal processo vai desde o periodo inicial do
fungo com as raizes hospedeiras, até o completo estabelecimento da rede de Hartig. Na
Figura 7, a comparacdo das ilustraces macroscépicas (coluna a esquerda) com as
microscopicas (coluna a direita) permite a confirmacdo de que essas plantas, apos 21
dias de contato com o micobionte, j& desenvolveram uma micorriza funcional, pelo
menos do ponto de vista morfoldgico. Ao final do processo de diferenciacdo, com a
formacédo das estruturas tipicas (manto, rede de Hartig e micélio circundante), e havendo
as trocas nutricionais entre os simbiontes, tem-se uma simbiose ativa e plenamente
estabelecida (LE QUERE et al., 2005).
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Adesao e preé-
infeccdo

Desenvolvimento
do manto

Formagcao da
Rede de Hartig

Figura 7. Estagios do desenvolvimento in vitro de ectomicorriza formada pela
associacao de P. involutus com B. pendula, entre 0 e 21 dias de interagdo. As setas a
esquerda indicam as extremidades radiculares da plantula sendo cobertas pelo micélio,
no inicio da formacdo do manto (0-4 dias) e surgimento de radiculas laterais (4-21
dias). A direita, observam-se (4° dia) duas camadas do manto diferenciado (setas com
duas cabecas) e penetragdo das hifas entre as células do cdrtex do hospedeiro (setas
simples). Aos oito dias, observa-se o inicio da formagdo da rede de Hartig. Aos 14
dias, vé-se a rede de Hartig plenamente desenvolvida. Aos 21 dias, uma extensa
ramificacdo do micélio nos espacos intercelulares do cortex radicular. (LE QUERE et
al., 2005 adaptado de ACIOLI-SANTOS, 2006).
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3.5 FATORES QUE INFLUENCIAM AS ECTOMICORRIZAS

O desenvolvimento da associagdo ectomicorrizica se inicia com alteracfes no
metabolismo dos parceiros, culminado em modificaces morfofisiolégicas com a
formacdo de compartimentos e estruturas especificas (PETERSON & BONFANTE,
1994; LE QUERE et al., 2005) que proporcionam a troca de nutrientes entre eles. Para
que ocorra a colonizacdo das raizes pela hifa é essencial que haja uma comunicagdo
coordenada entre o fungo e a planta (MARTIN & TAGU, 1999; MARTIN et al., 2001).

Os exsudatos lancados na rizosfera exercem importante influéncia no
desenvolvimento micorrizico, pois podem estimular a germinacdo dos esporos dos
fungos ectomicorrizicos, além de afetar diretamente o solo e a microbiota (SMITH &
READ, 2008).

No solo, macronutrientes como o P e o N sdo os que mais influenciam a
colonizacdo micorrizica. O P, se disponibilizado em grande quantidade, pode reduzir a
colonizagdo das raizes e diminuir a esporulacdo da micota presente. Em estudos com
mudas de Pinus spp. bem nutridas com N e P, observou-se que a translocacdo de
sacarose para as raizes era menor, limitando o crescimento dos fungos ectomicorrizicos
(SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Outro fator que influencia o desenvolvimento das ectomicorrizas € a sintese de
certos hormonios, tanto pelo vegetal como pelo fungo. Dentre os horménios
encontrados nas ectomicorrizas estdo as auxinas, citoquininas e giberelinas
(WULLSCHLEGERH & REID, 1990; BARKER & TAGU, 2000; DITENGOU &
LAPEYRIE, 2000).

As auxinas podem ser encontradas, principalmente, nas gemas apicais e caules
jovens das plantas, onde se mantém o0s suprimentos nutricionais para as regides de
crescimento (RAVEN et al., 2007). Entre as substancias denominadas auxinas, a mais
comum € o acido indol acético (AIA) que provoca o desenvolvimento do vegetal
(TANG & LOO, 1940) através do alongamento e, consequentemente, o crescimento da
planta (DITENGOU et al., 2003). No entanto, sabe-se que esse efeito pode variar
dependendo do local de atuacdo e da concentracdo deste horménio no vegetal
(BARKER & TAGU, 2000; NIEMI et al., 2002). O papel dessas moléculas nas
ectomicorrizas seria de modulacédo de algumas etapas do desenvolvimento da simbiose
(GEA et al., 1994). Seu efeito no organismo poderia ser observado através da interagdo
com substancias reguladoras da planta e/ou do fungo como a hipaforina, horménio que
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se mostrou eficaz em neutralizar a atividade do AIA no alongamento do eucalipto, sem
afetar a atividade de seus analogos (DITENGOU & LAPEYRIE, 2000). A atuacéo das
auxinas vai além das modificacbes na anatomia das raizes; elas também estdo
envolvidas na conversdo do amido em carboidratos importantes na fisiologia da
simbiose ectomicorriza (BELLEI & CARVALHO, 1992).

Outro hormonio sintetizado por fungos ectomicorrizicos é a citoquinina
(KRAIGHER et al., 1991; WULLSCHLEGERH & REID, 1990) e a sua fungdo est
relacionada com o retardamento do processo de maturacdo e suberizacdo das raizes; o
que proporciona a ectomicorriza uma maior sobrevida e influencia a mobiliza¢do de
nutrientes (NG et al., 1982; BARKER & TAGU, 2000).

Por fim, as giberelinas sdo encontradas nas plantas, principalmente nos tecidos
jovens do sistema caulinar e sementes em desenvolvimento (RAVEN et al., 2007).
Esses hormonios estimulam a divisdo e o alongamento celular, fazendo com que a
radicula rompa o tegumento da semente promovendo a sua germinagdo (TAIZ &
ZEIGER, 2006). As giberelinas foram identificadas também em fungos ectomicorrizicos
em cultura pura. Nas ectomicorrizas, giberilinas podem ser intercdmbiados entre a
planta hospedeira e o fungo (MILLER, 1971; CRAFT & MILLER, 1974; SLANKIS,
1974; BARROSO et al., 1986), embora sua verdadeira funcdo na simbiose ndo esteja
totalmente definida.

3.6 ASPECTOS MOLECULARES DA ECTOMICORRIZACAO/ GENES E
PROTEINAS ENVOLVIDAS NA SIMBIOSE

Embora os aspectos morfoldgicos das ectomicorrizas sejam reconhecidos e
amplamente documentados na literatura cientifica, do ponto de vista da morfologia
ectomicorrizica, os micorrizologistas buscam a compreensdo dos eventos moleculares
que levam & associacao entre fungo e planta (MARTIN et al., 2008, 2010; ACIOLI-
SANTOS et al., 2010; VIEIRA et al., 2012 ). Estes eventos comecaram a ser estudados
hd pouco mais de duas décadas e, embora o conhecimento sobre o mecanismo de
formacgédo da simbiose ndo esteja completo, sabe-se que as etapas que levam a essa
interacdo sdo extremamente complexas e requerem a expressdo diferenciada de
inmeros genes regulados pela associacdo (VOIBLET et al., 2001; LE QUERE et al.,
2005; MARTIN et al., 2008, 2010).
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Estudos indicam que para o desenvolvimento dos estagios iniciais da simbiose, é
necessaria a expressdo de genes (NEHLS et al., 1999; POLIDORI et al., 2002), sintese
de proteinas e a ativacdo de algumas enzimas (BARKER et al., 1998). Acredita-se que
na etapa de sinalizacdo ocorra a sintese e o reconhecimento de proteinas especificas da
simbiose (HILBERT et al., 1991; BURGESS et al., 1995; MARTIN et al., 2001; TAGU
et al., 2002b).

Essas hipdteses foram inicialmente sustentadas por Hilbert et al. (1991), que
atentaram para o aparecimento de proteinas expressas identificadas durante o processo
da ectomicorrizacdo, sendo, desde entdo, denominadas ectomicorrizinas. Em 1992,
Guttenberger e Hampp sugeriram que as ectomicorrizinas poderiam ser um artefato do
método utilizado para a obtencdo da simbiose in vitro. Fatores como a diferenca na
composicdo do meio de cultura utilizado para o crescimento do fungo e a idade do
tecido da planta, além do método inadequado para a extracdo de proteinas, poderia levar
a um resultado falso positivo na complexa sucessao de eventos que é o estabelecimento
da micorriza.

Martin et al. (2001) classificaram as moléculas que possivelmente controlam as
interacdes entre os simbiontes em 5 tipos:

e Moléculas que influenciam o tropismo das hifas para as raizes (sinais
rizosféricos);

e Moléculas para o contato e invasdo das hifas (adesinas e hidrolases);

e Elementos de inducdo de modificacbes organogénicas em ambos 0s
parceiros (hormonios e sinais secundarios);

e Moléculas facilitadoras da sobrevivéncia dos fungos em detrimento do
sistema de defesa vegetal,

e Moléculas coordenadoras das estratégias para as trocas metabolicas,

como colonizacdo de células vegetais e ramificagdo do micélio no solo.

O uso de técnicas como os macro e microarranjos de cDNA, além de outras
como o Differential-Display Reverse Trancription - PCR — DDRT-PCR, Suppression
Subtractive Hybridization — SSH , em diferentes sistemas ectomicorrizicos tem gerado
uma grande quantidade de dados e trazendo avangos na compreensdo das etapas de
reconhecimento e controle da simbiose (VOIBLET et al.,, 2001; DUPLESSIS et al.,

2005; LE QUERE et al., 2005). Isso porque, através destas técnicas, é possivel observar

45



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

e identificar a participacdo de milhares de genes ao mesmo tempo e relaciona-los com
os diferentes estagios de formacao da simbiose (VOIBLET et al., 2001; DUPLESSIS et
al., 2005; JOHANSSON et al., 2004; LE QUERE et al., 2005; WRIGHT et al., 2005;
Martin et al., 2008, 2010).

Através da tecnologia de microarranjos de cDNA para a observacdo do padrédo
de transcricdo fungica no sistema Pisolithus tinctorius - Castanea sativa, foi
identificada a participacdo de varios genes com fungdes desconhecidas (ACIOLI-
SANTOS et al., 2008). Um dos genes fungicos identificados como estimulados na
simbiose (Clone ID: 1440), batizado posteriormente de PtSRR1 — Pisolithus tinctorius
symbiosis related receptor 1 - por apresentar uma expressdo positiva entre 6-12h
quando em inducdo micorrizica, teve sua por¢do 3’ parcialmente caracterizada
(ACIOLI-SANTOS et al., 2009). A anélise preliminar do peptideo traduzido de 75
aminoéacidos (realizada através de interfaces bioinformaticas) apresentou similaridade a
uma proteina superexpressa pelo fungo ectomicorrizico Schizophyllum commune em
situacdo de baixa disponibilidade de N. Os dados bioquimicos também revelaram a
possibilidade desta proteina estar envolvida no processo de reconhecimento “fungo-
planta”, no desenvolvimento da simbiose, dada a forte possibilidade de ser esta uma
proteina transmembranar. Embora haja indicios de que esta proteina esteja relacionada a
colonizacdo ectomicorrizica, ndo foi encontrado nenhum dominio conservado classico
de proteinas previamente caracterizadas, nem de estrutura cristalizada similar em
bancos de dados para o peptideo traduzido (ACIOLI-SANTOS et al., 2009).

A falta de informacg8o e a auséncia de dados para serem utilizados em analises
comparativas refletem a caréncia de estudos e de pesquisadores especializados para essa
linha de investigacdo. Com a modernizacdo das técnicas de biologia molecular, foi
gerada grande quantidade de dados (PODILA et al., 2002; LE QUERE et al., 2005),
antes imperceptiveis devido as limitacGes das técnica entdo utilizadas.

Acioli-Santos et al. (2010) listaram 390 genes (ESTs — expressed sequences
tags) de fungos ectomicorrizicos sob estimulacdo em oito categorias fisiologicas de
acordo com suas provaveis fungdes e tendéncias de expressdo no advento da simbiose:
1- crescimento e organizacdo celular; 2- morfogénese; 3- metabolismo e energia; 4-
sintese e interacdo protéica, regulacédo transcripcional e transducional; 5- transporte de
ions, aminoacidos e peptideos; 6- proteinas membranares estruturais e de sinalizacdo; 7-
processamento de DNA/RNA,; 8- defesa e morte celular programada. Segundo os

autores, para a formagdo da ectomicorriza haveria o surgimento de um novo programa
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genético direcionado a simbiose, sob a influéncia dos fatores tempo, organismo e
ambiente. Essa dindmica de ativacdo e desativacdo dos conjuntos génicos, em interagéo
com o ambiente, ira determinar no decorrer do tempo o desenvolvimento da associa¢do
(VOIBLET et al., 2001; LE QUERE et al., 2005). Neste longo percurso que se inicia
com a mobilizacdo de moléculas sinalizadoras (TAGU & MARTIN, 1996) e vai até o
inicio das trocas metabdlicas, uma série de proteinas séo sintetizadas e, como resultado
final, tem-se uma associagio plenamente estabelecida e funcional (LE QUERE et al.,
2005).

Dentre as muitas necessidades da simbiose micorrizica estd a formacdo de
diversas estruturas (LE QUERE et al., 2005) e, para isso € necessaria intensa atividade
celular em beneficio do crescimento e proliferacdo das células (BARKER et al., 1998).
A ativacdo de alguns genes é relatada na literatura como parte deste processo e
responsavel por tais funcbes na célula. Podem-se destacar 0s genes responsaveis pela
sintese das proteinas a-tubulina e actina, identificadas em micélio de Suillus variegatus
e de Paxillus involutus em associagdo com Pinus contorta, ou em outros tecidos
simbidticos (TIMONEN et al., 1996; TIMONEN & PETERSON, 2002). A a-tubulina
pode estar relacionada com a formacdo dos microtibulos, sendo estes responsaveis por
dar forma a célula, além de participar do mecanismo de divisdo celular (MONTEIRO &
ROSSI, 1999). Também sdo encontrados em culturas celulares de répido crescimento
(CONDEELIS, 1995) genes que codificam fatores de transcricdo e alongamento celular
(translation elongation fator 1a). Esta proteina atua na traducdo da informagdo do RNA
mensageiro em aminodcido levando ao ribossomo o tRNA correspondente. Em
ectomicorriza formada com o fungo P. tinctorius em associacdo com E. globulus foram
encontrados alguns transcritos deste gene (VOIBLET et al., 2001). Outros fatores de
iniciacdo da traducdo (Translation initiation fator 3 Suilp, Translation initiation SUI1)
e alongamento (EF-1 gamma, Elongation fator) foram observados em ectomicorrizas
(LE QUERE et al., 2005) participando da sintese do peptidio como auxiliar do mMRNA e
tRNA (PHAN et al., 2001; SVITKIN et al., 2001). Antes de chegar ao ribossomo, o
MRNA sofre maturacéo e retirada dos éxons, em um processo conhecido como splicing
e a responsavel por isso é a enzima mRNA maturase bl2 (SZCZEPANECK &
LAZOWSKA, 1996) encontrada em ectomicorrizas de P. tinctorius - Eucalyptus
globulus (VOIBLET et al., 2001). H& tambem o gene U6 snRNA-associated/Sm-like
protein Lsm8 que, ao contrario do anterior, atua no decaimento do mMRNA, juntamente

com outras enzimas de func¢des semelhantes (HE & PARKER, 2000).
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No desenvolvimento e formacgdo das estruturas como manto e rede de Hartig,
dentre outras, o fungo necessita gastar uma grande quantidade de energia. Essa alta
demanda energética pode ser mensurada em parte pelo grande numero de genes
expressos que estdo relacionados ao metabolismo e obtencdo de energia nesses fungos,
como visto em muitos sistemas ectomicorrizicos (ACIOLI-SANTOS et al., 2009). Ja
foram identificados genes codificantes da enzima hexoquinase em Paxillus involutus em
associagdo com Betula pendula (LE QUERE et al., 2005). Também foram identificadas
trés novas formas da hexoquinase em micelio de Tuber borchii, com funcéo relacionada
ao catabolismo das hexoses, e sendo ela a primeira enzima desta via de assimilacédo
deste composto (CECCAROLI et al., 1999). Outras enzimas descritas em sistemas
ectomicorrizicos, que estdo relacionadas diretamente ao aumento do metabolismo
celular e obtencdo de energia sdo a enolase, encontradas em micélio de Tuber borchii
associado com Tilia platyphyllos (BABBITT et al., 1996); oxidase do citocromo c,
presentes nas ectomicorrizas de Paxillus involutus x Betula pendula (LE QUERE et al.,
2005) e a fosfatase &cida, detectada no micélio de Pisolithus tinctorius compativel na
formacédo da interacdo com Eucalyptus urophylla (LEI et al., 1990).

Esse alto gasto de energia necessario para a formacdo e manutencdo da
micorriza é justificado, em parte, pela funcionalidade das trocas metabdlicas essenciais
aos simbiontes. Para dar suporte a isso, alguns genes participam deste processo como 0
mitochondrial carrier protein que atua no transporte de anions fosfatados (PALMIERI,
1994). Os genes que codificam proteinas de canais idnicos, como o calcium channel, Al
voltage dependent calcium channel e o acid sensitive K* channel, Ca?* transporting
ATPase, como moléculas responsaveis pelo transporte de célcio, garantem o suprimento
de um elemento fundamental para a fisiologia das ectomicorrizas (KIM et al., 1999;
PODILA et al., 2002). Também existem 0s genes de transporte de proteinas como o ran
interactin giant nucleopore protein, peptide transporter protein, e 0 gene para a R-
importin (PODILA et al., 2002). A proteina codificada por este ultimo gene realiza o
transporte de histonas (proteinas responsaveis pelo empacotamento do DNA, para que
este caiba dentro da célula) do citoplasma para o nucleo celular (JAKEL et al., 1999).

Dentre as diversas proteinas sintetizadas por fungos ectomicorrizicos encontram-
se as SRAPs e as hidrofobinas (LAURENT et al., 1999; ACIOLI-SANTOS et al.,
2008). As SRAPs (simbiosis related acid protein) sdo proteinas que, possivelmente,
fazem parte do sistema de adesdo célula-a-célula e sdo necessarias na agregacdo das
hifas a raiz hospedeira (LAURENT et al., 1999). Considera-se que essas proteinas sao
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estimuladas pela simbiose, durante a formacgéo de ectomicorrizas entre P. tinctorius e E.
globulus, sendo uma caracteristica marcante no desenvolvimento deste tipo de
associacdo (DUPLESSIS et al., 2005).

As hidrofobinas sdo proteinas encontradas em diversos sistemas micorrizicos
(TAGU et al.,, 2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005) e estdo
presentes na parede celular do fungo, mas podem, também, ser encontradas na interface
extracelular. Estes polipeptidios de pequena massa molecular apresentam regides que
podem estar envolvidas no crescimento aéreo e agregacdo das hifas entre a espécie
fangica e o hospedeiro (TAGU & MARTIN, 1996; KERSHAW & TALBOT, 1998;
WOSTEN & VOCHT, 2000).

Uma das vantagens da associacdo ectomicorrizica para a planta é a aquisicdo de
resisténcia a metais pesados (BRUNNER & FREY, 2000) e isso foi evidenciado pela
identificacdo de genes codificantes da glutationa S transferase em alguns sistemas
ectomicorrizicos (PODILA et al., 2002; JOHANSSON et al., 2004; LE QUERE et al.,
2005). Também foram identificados os genes da metalotioneina (HAERSLEV et al.,
1995) e arsenito ATPase (MOREL et al., 2005), que podem atuar no metabolismo de
certos compostos xenobioticos de dificil assimilacdo pelas plantas e, gracas a esses
genes, a célula realiza a desintoxicagdo e combate o estresse oxidativo, 0
envelhecimento e a morte (HAYES & PULFORD, 1995; CATANEO et al., 2003).

Segundo Acioli-Santos et al. (2010), o tecido simbidtico final resulta da
interacdo fisico/quimica entre raizes e células fungicas, sendo produto da regulacédo
espaco-temporal dos dois programas genéticos, 0s quais envolvem sensoriamento
ambiental, comunicacdo célula-célula e construcdo de novas estruturas.

Estudos baseados no padrdo de transcricdo fungica tém contribuido
decisivamente na elaboracdo de teorias e elucidagdo preliminar das vias de sinalizagéo
utilizadas pelos fungos durante as diferentes fases da micorrizagdo (VOIBLET et al.,
2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005). A partir desses trabalhos, as
pesquisas atuais podem focar em proteinas-alvo potencialmente importantes para
associagao, com vistas a estudos funcionais e de cunho biotecnolégico.

Pelo apresentado e diante das novas descobertas no campo da expressao dos
genes regulados ou influenciados pela simbiose (VOIBLET et al., 2001; PETER et al.,
2003; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005), faz-se necessario entender o
papel dos inimeros genes, em destaque aqueles de funcdo desconhecida (PODILA et
al., 2002; MENOTTA et al., 2004; JOHANSSON et al., 2004, ACIOLI-SANTOS et al.,
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2008; MARTIN et al., 2008, COELHO et al., 2010), bem como relaciona-los ao
advento da simbiose (SMITH & READ, 2008). A elucidacdo parcial do mecanismo de
formagdo das ectomicorrizas podera influenciar diretamente na maneira como essas
associacOes sdo utilizadas nas diversas atividades econémicas, biotecnologicas e de

conservacao ambiental.
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ABSTRACT

The Pisolithus tinctorius symbiosis related protein ex-
pressed sequence tag (EST PtSRP) was previously
identified in the first hours of the interaction between
the fungus Pisolithus tinctorius and sweet chestnut
Castanea sativa, and partially characterized as a fun-
gal marker gene of ectomycorrhizal symbiosis forma-
tion. We used the 5’ rapid amplification of ¢cDNA
ends (RACE) to obtain the PtSRP mRNA 5’ region,
and together with our previously reported 3> mRNA
region, the full nRNA sequence was assembled by use
of bioinformatics tools and deposited to GenBank
(Accession: GU733439). The full-length mRNA se-
quence (636 bp) revealed the locations of the 5’ and 3’
untranslated regions (UTRs) and contained the Ko-
zak sequence (ccc aag ATG A) in the 5> UTR. The in
silico translated PtSRP open reading frame (ORF)
codes for a 127 amino acid protein and contained four
putative post-translational modification sites (two N-
glycosylation and two phosphorylation). The protein
secondary structure is postulated to be composed of
one N-terminal hydrophobic transmembrane alpha
helix and at least six hydrophilic beta-strands spread
across the protein. Sub-cellular localization predic-
tion suggests that the protein is involved in cellular
secretory pathway, supported by the presence of a
cleavage site motif close to the membrane anchor.
The data presented herein indicate the role of PtSRP
as a fungal membrane secreted protein involved in
early stages of ectomycorrhizal formation, with ap-
plication as a possible marker for nascent ectomy-
corrhiza fungal development.
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1. BACKGROUND

The establishment of ectomycorrhiza involves controlled,
intense gene expression in both partners that leads to
drastic morphological and physiological changes, crucial
to the development of mutualism and symbiotic harmony
[1-3]. The comparison of protein extracts from mycorrhi-
zal and non-mycorrhizal mycelia in previous studies has
shown differences that suggest specific gene activation
during the symbiosis process [4-6]. These findings high-
lighted a new class of biomolecules thought to control
the ectomycorrhiza symbiosis process: the ectomycorrhi-
zins [7]. However, recent studies evaluating the fungal
transcript pattern during symbiosis formation have dem-
onstrated that mycorrhization also induces changes in the
expression of genes normally expressed in free orga-
nisms [3,8-10].

Among the ectomycorrhizins, SRAPs (Symbiosis Re-
lated Acid Proteins) and hydrophobins are the most in-
vestigated and discussed classes of proteins. However,
these proteins were generally isolated from fully estab-
lished mycorrhiza or those developing associations after
several days of interaction [8,9]. The identification of
new early stage ectomycorrhizal molecules could bring
new insight to the molecular and functional understand-
ing of the ectomycorrhiza formation process. The fungal
PtSRP mRNA (previously called Pisolithus tinctorius
symbiosis related receptor 1, accession number EL563703)
was isolated [3] and partialy characterized [11] as a pos-
sible fungal membrane protein probably secreted in the
first hours of fungus-root interaction. In this paper, we
present the full-length P#SRP fungal mRNA sequence,
supported by sequencing of the 5° region and our pre-
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viously reported 3” region, followed by in silico charac-
terization of the most probable ORF and its relationship
with early stages of ectomycorrhiza.

reliability of the contig; only two nucleotide differences
(291 C/T and 306 A/C, Figure 2) were observed and
they were in the putative ORF region, with no changes to

the amino acid (synonymous mutations). The PtSRP
mRNA putative ORF is 384 bp long and codes for a pro-
tein of 127 amino acids (a.a.) (Figure 1), with untrans-
lated regions (UTRs) upstream and downstream of the
ORF. The Kozak motif sequence (ccc aag ATG A) was
present in the 5" UTR, albeit slightly variable from the
mRNA (deposited at NCBI as nucleotide record GU733- original Kozak sequence (gcc Rec AUG G) for three of

439). The complete sequence, assembled by contig con- the nucleotides: —6 (C), 2 (A), -1 (G) and 4 (A) (Figure
struction between the 5° RACE fragment and a 3’ previ- 1.

ously reported sequence (EL563703, [11]) resulted in a
636 bp sequence (Figure 1). Additionally. a unique 604
bp product was obtained by direct PCR of fungal cDNA
samples. The nearly perfect alignment of the 604 bp
consensus fragment to the 636 bp contig supported the

2. RESULTS
2.1. The Full-Length PtSRP mRNA

The 5° RACE technique generated a partial 355 bp frag-
ment corresponding to the 5° portion of PtSRP mature

2.2. In Silico Analysis of PtSRP

In silico analysis of PtSRP primary structure indicated
theoretical molecular weight of 13,969 kDa and an iso-

£54
1 ACC TCT CTC TCG ARC ACC TCC ACA TCC TIT ACT TAC TAC CCT CCC 4S
324010203 o4
46 AAG ATG ATG TIC ACG AAG TCT CIC AIG TCC ICA TIC TIC GCT CIC 90
1  <«— Met Met Phe Thr Lys Ser Leu Met Ser Ser Phe Phe Ala Leu 14

91 ATG TCC CIC CTT GCA CTG GCG ATG ICC GIG CCT CTC CAG AAA CGA 135
15 Met Ser Leu Leu Ala Leu Ala Met Ser Val Pro Leu Gln Lys Arg 29

136 GAT GIC TTC GIC CCC CCG GIC CTC GAT CCT CAC CAG GGG ACC GIC 180
30 Asp Val Phe Val Pro Pro Val Leu Asp Pro His Gln Gly Thr Val 44

181 TGG TAC GIT GGG CAA CAA GCA GAA GTIC GIC TGG GAC ACG AGT AAC 225
45 Trp Tyr Val Gly Gln Gln Ala Glu Val Val Trp Asp Thr Ser Asn 59

226 GCC CCT GCA CAA ATC ACA AAT TCA GAG GGA CAG ATT TAT CIC GIC 270
60 Ales Pro Ala Gln Ile Thr Asn Ser Glu Gly Gln Ile Tyr Leu Val 74

271 GIA AAC AAC CTC ATC GAT TTC GAC TAC TIG TTG GCA AAT GAT TIC 31§
75 Val Asn Asn Leu Ile Asp Phe Asp Tyr Leu Leu Ala Asn Asp Phe 89

316 AAT ATT CTC GAT GGG AGT GIG ATG GIC ACA GTA CCG GAC GIG CCG 360
90 Asn Ile Leu Asp Gly Ser Val Met Val Thr Val Pro Asp Val Pro 104

361 ACT GGC ATT TAT GCC ATC GIC TIG TTT GGT GAT TCT GGT AAC TIT 405
105 Thr Gly Ile Tyr Ala Ile Val Leu Phe Gly Asp Ser Gly Asn Phe 119

406 AGC CAG AAC TTC ACC AIC ATA GCG TGA TCC CAT CAC GIC CIT GCA 450
120 Ser Gln Asn Phe Thr Ile Ile Ala End —» 127

451 ACT TIA 1CT CIC 1GA ACG ATT ICA TGA ACA ATG ATG AAG GAC ITC 495
496 TGT TIC GIT TAC CAC TCA GGA CIT GGT TIC ATA CAT TAG GAC GAC 540
s41  RAR TAC AAT GCA TCC GGA ACA TIT AGC AAT GGA CIT GIA ACC GCC 585
$86 TIT CGC AIT CIG CIG IAC GIA TAT GGA CTA GGA ICC GGG ACC AIT 630

631 TIKTIA 636

Figure 1. The P#SRP mRNA. Complete nucleotide sequence (636 bp) and its pro-
bable ORF (the codons and corresponding 127 amino acids). The ORF represents the
largest translation region for the sequence. Stop codon is represented by the word
“End”. Full line = new fragment obtained by RACE 57; Interrupted line = 3 pre-
viously reported sequence (EL563703, Acioli-Santos ez al., 2009); «— =5 UTR; — =
3’ UTR; o = Kozak sequence with variation and respective base positions.

Copyright © 2012 SciRes. AJMB
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electric point of 3.92. Further, four targets of post-trans- was predicted close to the membrane, between the 23"

lation modifications were predicted: two N-glycosylation (serine) and 24™ (valine) residues. Sub-cellular localiza-

sites (residues 118 to 121 (NFSQ) and 122 to 125 (NFTT))  tion prediction indicated strong probability that the

and two casein kinase II phosphorylation sites (residues PtSRP protein is involved in cellular secretory pathway,

65 to 68 (TNSE) and 99 to 102 (TVPD), Figure 3). which is also supported by the presence of the N-termi-
The predicted secondary structure was an N-terminal nal signal peptide cleavage site. Hydrophobicity analysis

hydrophobic transmembrane alpha-helix, from residues demonstrated that the P#SRP initial region is strongly
10 to 20, followed by six beta-sheets interspersed by hydrophobic (Figure 4) supporting the secondary struc-
short loops (Figure 3). A signal peptide cleavage site ture prediction analysis (i.e. an initial alpha-helix region).

N N N N N N N » » .
A 1 ACCTCTCTCTCGAACACCTCCACATCCTTTACTTACTACCCTCCCAAGATGATGTTCACGAAGTCTCTCATGTCCTCATTCTTCGCTCTCATGTCCCTCC 100
n EULEEEEEEE e e e e L e e ennd
8 ~CCTCTCTCTCGAACACCTCCACATCCTTTACTTACTACCCTCCCAAGATGATGTTCACGAAGTCTCTCATGTCCTCATTCTTCGCTCTCATGTCCCTCC 99
e N N * N « N » N N
] 101 TTGCACTGGCGATGTCCE TGO TE TCCAGAMC GAGATGTC TTCGTCCCCCCGaTCC TCGATCC TCACC AGGGGACC G TC TGGTACGTTGGGCAACARGE. 200
— HULELELLL LT UL LT LT PN LT L TR LT LI LLEL LT TN L
8 | 100 TT GTCCGTGCCTCTCCAGAAACGAGATGTCTTCGTCCCCCCGGTCCTC TCACCAGGGGACCGTCTGGTACGTTGGGCAACAAGC 199
— . . . o * " -
: . N N N N N . N N
7] 201 AGAAGTCGTC TGGGACACGAGTARCGCCCC TOCACAATCACAAATTCAGAGGGACAGAT TTATC TCGTC GTARACAACC TCATCGATTTCGACTACTTG 300
= lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII#IIIIIlIII
[ © ] 200 AGaa \GAGGGACAGA AAACAACCTC G 299
N N . N N “ . N N N
301 TTGGCAAATGATTTCAATATTCTCGATGGGAGTGTGATGGTCACAGTACCGGACGTGCCGACTGGCATTTATGCCATCGTCTTGTTTGGTGATTCTGGTA 400

R RN RN RN AR AR RNy
300 TTGGCCAATGATTTCAATATTCTCGATGGGAGTGTGATGGTCACAGTACCYGACGTGCCGACTGGCATTTATGCCATCGTCTTGTTTGGTGATTCTGGTA 399
M A * A ) P P A *

[=]>]

" . » " " P " N » *

401 ACTTTAGCCAGAACTTCACCATCATAGCGTGATCCCATCACGTCCTTGCAACTTTATCTCTCTGAACGATTTCATGAACAATGATGAAGGACTTCTGTTT
LELEEEEEEEE e ettt et e et e et e e ey

400 ACTTTAGCCAGAACTTCACCATCATAGCGTGATCCCATCACGTCCTTGCAACTTTATCTCTCTGAACGATTTCATGAACAATGATGAAGGACTTCTGTTT 499
® * ® « w w B * * *

[=1>]

e B * B « B B B » - -
A | 501 c TTGGTTTCATACATTAGGACGACAAATACAATGCATCCGGAACATTT, GTAACCCCCTTTCGCATTCTGCTG 600
] IIIlIIlIIlIIIIIIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

B 500 ¢ TCAGGACTTGGTTTCATACAT TAGGACGACAAATAC, CggAACATTTAGCAATGGACTTGTAACCCCCTTTCGCATTCTGCTG 599
— . " Q -

* * *
601 '{?CI('HI'ATATGGACTAEGAT(CGGGACCATTCTACTA 636

[=]>]

600 IAC"' 604

Figure 2. Alignment between the RACE assembly (636 bp; A) and the directly amplified and cloned sequence (604 bp; B) indicating
only two nucleotide changes in 291C/T and 306 A/C positions (#). ==: PtSRP ORF.

an MMFTKSLMSSFFALMSLLALANSVEL IQGTVWYVGQQAEVV! ‘@Qmwum.mnymnDmchsv@wcruxurmscNPsounuA
0BS_sec

PROF_sec HHEHEHBHHHHEHEHES EE EEEE  EEEEEEE EEEEEEEE EEEE EEEEE EEEEEEEE EEEE
Rel_sec  9101367888998988765211355333430115400367641442155137777402666554354036888634765410122 455057762255665246888751456454135757
sus_sec Q... [TITEITEITR. ... @ ....... g...m...... w.EE.. ... R I8 .. . EEE. 8. R
0_3_acc

P_3_ace bbb bbbbbb bb b b b b bb b b bb bb b b b b bl b b
Rel acc  3203123112712522112110211123230011200113122 23026232 2001131262711021040310212012124111222213032210361630202 2313
BUB 8O0  seecenesed Bl cormninsesnenanmisainanmensasaneed | PR (] N MRSt . R Bl ccoovrescacans

Figure 3. Secondary structure prediction and transmembrane domain of the PtSRP. Legend: 44 = amino acid sequence, PHD _htm =
transmembrane helix prediction (M = transmembrane helix, blank spaces = non-membrane regions), Re/ htm = PHD_htm prediction
reliability index (Reliable predictions are marked “™), PROF sec = secondary structure prediction (H = Helix, E = sheet, blank:
“loop™), Rel sec = PROF sec prediction reliability index (0 = Towto 9 = high), SUB_sec = all PROF sec predictions subset, for all
residues with an expected average accuracy > 82% (L = “loop™, “.” = no prediction for the residue), O_3_ace = observed relative
solvent accessibility (b = 0% - 9%, i = 9% - 36%, e = 36% - 100%) P_3_ace = predicted relative solvent accessibility, Re/ acc:
P_3 acc prediction reliability index, SUB_acc: P_3_acc prediction subset, , for all residues with an average correlation > 0.69. Glyoo-
sylation sites NFSQ and NFTI = (—); Phosphorylanon sites TNSE and TVPD = (). The cleavage site near to membrane is repre-
sented by (|). Analyses were carried out in http://www.predictprotein.org.
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GLOBE prediction indicated that PtSRP is not a globular
protein.

3. DISCUSSION

The studies of unknown ectomycorrhizal genes need to
be carried out in several stages. as there are as yet none
or few elements for comparison. Hydrophobins are fun-
gal proteins usually found during the early stages of P.
tinctorius-I. globulus interaction [12]. However, its ex-
pression is dubious in some cases. and its use as a sym-
biotic development marker is debatable [9]. SRAP (Sym-
biosis Related Acid Proteins) genes have been consid-
ered as robust ectomycorrhiza development marker after
two days of contact [8.9.13]. To the best of our knowl-
edge. there is no report of SRAPs expression during
shorter intervals, such as within early hours of my-
corrhizal establishment. PtSRP QRT-PCR data [11] con-
firmed the cDNA microarray analysis [3] of its high rela-
tive transcription at 12 h of ectomycorrhizal stimulus.
Transcription of this gene apparently does not occur until
6 h of contact, suggesting that the period between 6 and
12 h can be crucial for the PrSRP expression [11]. The
complete PtSRP mRNA sequence showed 78% identity
with a Pisolithus microcarpus sequence (CB010071;
[14]) in ectomycorrhizal association with Fucalyptus
globulus. Further, 78% identity was detected when com-
pared with a fungus cDNA from a four-day-old Pisoli-
thus tinctorius-Eucalyptus globulus association (BF942-
674 [8]).

The Kozak consensus sequence was found in the 5°
UTR of the PtSRP mRNA. This regulatory element plays
an important role during early processes of gene transla-
tion [15] through recognition by the ribosome, resulting
in higher or lower protein synthesis [16]. Typical Kozak
sequences are followed by the start codon and a guanine
base, gccRccAUGG. where R is a purine base three posi-
tions before the AUG start codon [17]. In PtSRP mRNA,
a variant Kozak sequence is observed, but these differ-
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Figure 4. PtSRP hydrophobicity analysis. A strong
hydrophobic initial region is observed in the protein
(Scaled by the Kyte and Doolittle, 1982).

Copyright © 2012 SciRes.

ences are common, as variation between species [18-20].
In Saccharomyces cerevisiae, for example, adenine is
commonly observed to precede the initial methionine
codon [19].

The computationally translated protein ORF showed
significant local sequence alignment with two previously
reported proteins. The first (48% identity and 65% simi-
larity) was isolated from the mycelia of the ectomy-
corrhizal Laccaria bicolor (accession XP_001876100.1).
This protein is associated with a small-secreted protein
(SSP) of unknown function, up regulated in symbiotic
tissues [10]. The other homologous protein (45% identity
and 61% similarity) was isolated from the non-ectomy-
corrhizal Schizophyllum commune (accession AF335537)
and is highly expressed when the mycelium is growing
under low nitrogen availability, an important environ-
ment aspect to mycorrhizal formation.

The presence of the integrin binding RGD domain (ar-
ginine-glycine-aspartic acid) in a protein has been related
to cell adhesion [21]. a key feature in the initial stages of
ectomycorrhiza formation, as has been observed in some
SRAPs [13]. The RGD domain and its variants [21] have
not been found in the PtSRP protein. This, however, is
not an isolated event. Other genes from ectomycorrhizal
systems do not present this motif (e.g. SC13 and SC25 in
[22] and Lbras in [23]), suggesting it is not a critical ec-
tomycorrhizal domain.

The PtSRP post-translation modification sites pre-
viously indicated [11] were confirmed after obtention of
the full-length mRNA. In addition. the prediction of a
transmembrane region (composed of an alpha-helix be-
tween the 10” and the 20" a.a. residues) in the protein
with a probable cleavage site close to the membrane, and
an external portion composed of beta-sheets interspersed
with loops were observed. These data suggest that the
PtSRP protein could act as a signalling secreted protein
during early stages of symbiosis. Further studies of the
PtSRP gene and its protein are required to confirm its
function as a potential controller/marker of fungal de-
velopment in ectomycorrhiza symbiosis.

4. MATERIALS AND METHODS
4.1. Biological Material and Culture Conditions

The fungal strain, culturing and ectomycorrhizal induc-
tion were done as described in [24]. P. tinctorius (isolate
289/Marx from the University of Tiibingen) was main-
tained on modified Melin-Norkrans agar MNM [25].
Liquid cultures were obtained by transferring mycelia
discs from solid cultures to 250 ml liquid MNM con-
tained in Erlenmeyer flasks and kept in the dark at 25°C
until a dense mycelium was observed. Fungal biomass
was washed in sterile water, immediately frozen in liquid
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nitrogen and stored at —80°C.

4.2. Synthesis of PtSSRP mRNA 5’ Portion

Total fungal RNA was extracted using the PureLink™
Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitro-
gen). The 5° PtSRP was obtained using 5° RACE tech-
nology (GeneRacer—full-length, RNA ligase-mediated
rapid amplification of 5 ¢DNA ends—RLM-RACE,
Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
The 5° phosphate free ends were linked to GeneRacer™
RNA Oligo and the ¢cDNA was synthesised (Superscript
II—Invitrogen). PCR reactions were preformed using the
primers supplied in the kit, aiming at the GeneRacer™
RNA Oligo combined with gene specific primers tar-
geted to the 3° sequence (PT-1440 REV: 5’-AAATCGT-
TCAGAGAGATAAAGTTG-3’ and PCR 1R REV: 5°-
CGTCCGGTACTGTGACCATC-3"). Cloning of the larg-
est RACE fragment was performed using the pGEM-T
Easy Vector System (Promega) and the insertion was
confirmed by PCR using Promega’s specific primers
(SP6 and T7) directed to the cloning vector.

4.3. PtSRP 5’ Fragment Sequencing and
Obtention of Full-Length PtSSRP mRNA

Cloned plasmids of recombinant bacteria (TG1) were
extracted using Mini-prep. ABI PRISM BigDye™ Ter-
minator V3.1 Cycle sequencing Ready Reaction kit (Ap-
plied Biosystems) was used for sequencing the 5° RACE
fragment in an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer sys-
tem (Applied Biosystems). Full-length mRNA was ob-
tained by contig formation using SeqMan NGen V1.2
(DNASTAR Lasergene V8.0, Madison-US) after manual
edition of sequences using ApE V1.15 (University of
California-US) and Chromas Lite V2.01 (Technelysium
Pty Ltd., Australia) software. This sequence will be re-
ferred in the text as 636 bp.

4.4. PtSRP Cloning and Sequencing

To confirm that the above contig sequence was correctly
constructed, a primer pair (PtSRP FW: 5’-CCTCTCTCT-
CGAACACCTCCAC-3" and PtSRP REV: 5’-ACGTAC-
AGCAGAATGCGAAAG-3"), directed to the flanking
regions of the gene ORF were designed (by use of ApE
V1.15) for the direct PCR amplification of the gene from
c¢DNA samples. The amplicons were cloned using the
CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas). Cloned plas-
mids were extracted from recombinant DH10B using
QIAprep® spin Miniprep kit and sequenced on an ABI
PRISM 3100 as described above. Twelve experimental
sequences were aligned giving a 604 bp consensus gene
sequence which was further aligned to the 636 bp se-
quence described above.

Copyright © 2012 SciRes.

4.5. PtSRP mRNA Nucleotide Sequence Analysis
and PtSRP Protein Prediction

The most probable ORF definition of the 636 bp was
achieved using the “Find ORF” routine in the ApE V1.15,
with identification of initial methionine and termination
codons. Untranslated regions (UTRs) of possible ORFs
were compared to the original Kozak sequence [17]. Ad-
ditionally, online BLASTx searches [26] were carried
out to detect significant similarity between the new ORF
and those previously deposited in the NCBI Entrez Pro-
tein Database.

Structural analysis of the putative ORF was carried out
using the Predict Protein Web-server
http://www.predictprotein.org) [27]. Functional databases
were searched for conserved domains by use of the Inter
Pro Web-server (http:/www.ebi.ac.uk/interpro/) [28]. The
subcellular location prediction of the PtSRP protein was
obtained using the TargetP 1.1 Web-server [29] and [30]
and potential cleavage site predicted using ChloroP 1.1
[31] and SignalP 3.0 servers [32]. TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) incorporates pre-
diction of cleavage sites and signal/non-signal peptide
based on combination of artificial neural networks and
hidden Markov models. The following cutoff levels were
used: 0.780 for mitochondrial targeting peptide (mTP),
0.000 for secretory pathway signal peptide (SP) and
0.730 for the other features. Further, analyses were per-
formed to study the hydrophobicity
(http://mobyle.pasteur. fr/cgi-bin/MobylePortal/portal. py ?
form=toppred) and globular shape of the protein
(http://www.predictprotein.org: GLOBE function used).
Prediction of a three-dimensional protein model based on
homology modelling was not performed due to lack of
significant similarity crystallized template structures in
RCSB Protein Databank (PDB)

(http://www.resb.org/pdb) [33].
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CAPITULO Il

5. CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA PtSRP DO
FUNGO ECTOMICORRIZICO Pisolithus tinctorius

Artigo a ser submetido a revista Current Microbiology.

RESUMO

O gene PtSRP foi parcialmente caracterizado recentemente nos estadios iniciais da
interagdo ectomicorrizica entre o fungo Pisolithus tinctorius e raizes de Castanea
sativa. As analises in silico de sua estrutura secundaria revelaram que a proteina
putativa PtSRP apresentava uma regido hidrofébica inicial transmembranar em alfa-
hélice seguida de seis fitas-beta intercaladas por loops. Por sua localizagdo e expressao
em fase de pré-infeccdo, foi sugerido que esta proteina de 127 a.a e 13,969 kDa poderia
estar relacionada a sinalizagcdo/controle das fases iniciais de formacdo e
desenvolvimento da simbiose. Assim, o objetivo desse trabalho foi clonar a ORF,
expressar e purificar a PtSRP visando a comprovacdo de sua expressdo em sistema
bacteriano e confirmacdo das analises computacionais anteriores. A abordagem baseou-
se na construgdo prévia do mRNA completo do gene PtSRP via RACE 5’onde foi
possivel identificar in silico a sua ORF mais provavel. No presente trabalho, esta foi
amplificada por PCR com o uso de iniciadores adicionados de sitios de restri¢do para as
enzimas EcoR1 e Xhol. Os fragmentos foram clonados em vetor comercial pJET1.2,
Fermentas® e a ORF subclonada em vetor de expressdo pET21D(+), previamente
tratado com as respectivas enzimas. Essa nova construcao foi utilizada para transformar
bactérias de expressdo BL-21 star. A PtSRP foi entdo expressa em larga escala sob acdo
do indutor IPTG a 0,1mM e purificada com e sem o0 uso de ureia. Foram realizadas
avaliacBes por western blot através da utilizacdo de anticorpos anti-histidina que
reconhecem a cauda de histidina presente na regido C-terminal das PtSRPs purificadas.
O peptideo traduzido apresentou massa de 16 kDa o que confirmou as analises de
predicdo anteriores bem como sua expressao em micélio de P. tinctorius cultivado em
condicBes axénicas. A expressdo e purificacdo da PtSRP abriu novas e importantes
possibilidades no estudo funcional do gene PtSRP especialmente no que se refere a
producdo de anticorpos visando a realizagdo de estudos de imunolocalizagéo e outras
abordagens que ajudem a elucidar o papel da PTSRP na simbiose.

Palavras-chave: Expressao génica, fungos ectomicorrizicos, gene PtSRR1.
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CLONING, EXPRESSION AND PURIFICATION OF PtSRP PROTEIN OF
ECTOMYCORRHIZAL FUNGUS Pisolithus tinctorius

ABSTRACT

The PtSRP gene was recently discovered in the early stages of Pisolithus tinctorius-
Castanea sativa ectomycorrhizal interaction. The secondary structure analyzes revealed
that PtSRP had an initial transmembrane hydrophobic region in alpha-helix followed by
a six B-sheet interspersed with loops. Its putative protein of 127 aa, molecular weight
13,969 kDa was related with signaling/controling of early stages of symbiosis
development. The aim of this work was to clone the ORF, to express and to purify the
PtSRP in order to produce polyclonal antibodies for immunolocalization assays. The
approach was based on previous construction of complete PtSRP mRNA by 5' RACE
wich identified in silico its most probably ORF. This was amplified by PCR using
primers with restriction sites for ECOR1 and Xhol enzymes. The PCR fragments were
cloned into pJET1.2 commercial vector - Fermentas ®, and the ORF subcloned into the
PET21D (+) expression vector previously treated with the same enzymes. This new
vector construction was used to transform BL-21 star expression bacteria. The PtSRP
was then expressed in large scale under inductor action with 0.1 mM IPTG and purified
with and without the use of urea. Evaluations were carried out by western blot using
anti-histidine antibodies that recognize this histidine tail at the C-terminal of the
purified PtSRPs. The translated peptide showed a mass of 16 kDa which confirm the the
earlier prediction analyzes. The PtSRP cloning, expression and purification opened new
possibilities in the functional PtSRP gene study well as your protein for the early stages
of symbiosis formation and development.

Keywords: gene expression, ectomycorrhizal fungi, PtSRR1.
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1. INTRODUCAO

As ectomicorrizas sdo um tipo de micorriza no qual o fungo se desenvolve
externamente a raiz e nos espacos intercelulares do cortex da planta hospedeira
estabelecendo uma rela¢do simbidtica mutualistica em que ambos os envolvidos sao
beneficiados: o fungo recebe carboidratos fotossintetizados e em troca fornece agua e
nutrientes pouco moveis do solo (PETERSON et al., 2004; SOUZA et al., 2006;
SMITH & READ, 2008; BUCKING et al., 2012).

Estima-se que este tipo de associacdo ocorra em 90% das arvores em regifes de
clima temperado e, em paises de clima tropical, como o Brasil, ectomicorrizas ja foram
descritas em diversas familias botanicas como Pinaceae (Pinus spp.) e Myrtaceae
(Eucalyptus spp.) com registros predominantes, no sul do pais (especialmente em Santa
Catarina) e no sudeste de Minas Gerais (CARDOSO et al., 1992).

Devido ao valor econdmico das ectomicorrizas, estudos em diversas areas como
bioquimica, genética e biologia molecular tém sido feitos a fim de melhor compreender
0 mecanismo de simbiose (MENOTTA et al., 2004; LE QUERE et al., 2005; MARTIN
et al., 2008; DUPLESSIS et al., 2005; ACIOLI-SANTOS et al., 2008, 2010; VIEIRA et
al., 2012).

O reconhecimento entre 0 micobionte e o hospedeiro ocorre através da ativacédo
de algumas enzimas e sintese de proteinas fundamentais nos estadios iniciais do
desenvolvimento da micorriza (BARKER et al., 1998; BONFANTE-FASOLO &
SPANU, 1994; ACIOLI-SANTOS et al., 2010). Dentre as proteinas descritas como
potenciais participantes da simbiose estdo as ectomicorrizinas (HILBERT et al., 1991),
as hidrofobinas (TAGU et al., 2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2004;
ACIOLI-SANTOS et al.,, 2008) e as SRAPs (simbiosis related acid protein)
(LAURENT et al.,, 1999). Estas dltimas sdo consideradas fortes marcadoras do
desenvolvimento da associa¢do ectomicorrizica entre Pisolithus tinctorius e Eucalyptus
globulus (DUPLESSIS et al., 2005).

Através de técnicas como 0s microarranjos de cDNA, no sistema P. tinctorius -
Castanea sativa, Acioli- Santos et al. (2008) identificaram a participacdo de diversos
genes fungicos de funcdo desconhecida. Um deles (Clone ID: 1440), o gene batizado de
PtSRR1 — Pisolithus tinctorius symbiosis related receptor 1 (Hoje chamado de PtSRP),

por apresentar uma expressdo positiva entre 6-12h quando em indugdo micorrizica, teve
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sua por¢do 3’ parcialmente caracterizada (ACIOLI-SANTOS et al., 2009). Os dados
revelaram a possibilidade de este gene estar envolvido no processo de reconhecimento
fungo X planta dada a forte possibilidade de ser esta uma proteina transmembranar.
Embora houvesse indicios de que este gene estaria relacionado a ectomicorrizagdo, nao
foi encontrado para o peptideo traduzido nenhum dominio conservado classico de
proteinas previamente caracterizadas nem de estrutura cristalizada similar em bancos de
dados.

Mais recentemente foi obtida a por¢do 5’ restante do gene, através de uma
técnica que permite o isolamento de mRNAs completos denominada RACE 5° (Rapid
amplification of cDNA ends). Esta nova por¢ao juntamente com a sequéncia 3’ parcial
anterior (Access. No. EL563703) deu origem a um novo fragmento de 636 pb
correspondente a0 mMRNA completo do PtSRP. Analises preliminares do mensageiro
apontaram para uma ORF mais provavel que codificava um peptideo de 127 a.a, peso
molecular de 13,969 kDa e uma regido inicial hidrofébica em alfa-hélice
transmembranar (VIEIRA et al., 2012).

No presente estudo procurou-se aprofundar as analises bioinformacionais desta
construcdo, de modo a antever seu provavel papel na associacdo. Também focamos na
clonagem da ORF mais provavel, expressao e purificacdo da PtSRP com vistas a
elucidacdo parcial do seu papel fisiolégico no desenvolvimento da simbiose.
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2. OBJETIVOS
2.2 Objetivo geral

Construir o gene PtSRP em sistema de expressdo e expressar a PtSRP em
sistema procarioto para fins de imunolocalizacdo celular desta proteina no fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius.

2.3 Objetivos especificos

e Construir o gene PtSRP com estratégias para expressdo em sistema procarioto;

¢ Clonar a ORF, expressar a proteina em bactérias e purificar a PtSRP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico e producéo de biomassa para a expressdo da PtSRP

Culturas do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Pt-103), fornecidas
pelo Unit of Molecular Biology and Plant Biotechnology (ICAT) da Faculdade de
Ciéncias de Lisboa, Universidade de Lisboa-Portugal, foram mantidas em placas de
Petri (9cm de diametro) contendo cada, 20 mL de meio sélido Melin-Norkrans
Modificado - MNM (MARX, 1969) em incubadoras B.O.D. a 25 + 1 °C, no escuro, por
2 meses. Para manter a viabilidade do micélio e a manutencdo da amostra, novos
repiques foram feitos a cada dois meses para as mesmas condi¢Oes citadas
anteriormente. Parte do material referente as culturas do fungo ectomicorrizico (placas
de Petri contendo meio MNM sdlido) foram armazenadas em refrigerador a 4°C por 2
méses e sempre que necessario, um novo repique foi realizado.

Para obtencdo de biomassa, discos de micélio (5mm de diametro) foram
retirados das bordas das col6nias crescidas em placas de Petri e repicados para frascos
de Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido Melin-Norkrans
modificado — MNM (MARX, 1969). Em seguida, os frascos de Erlenmeyer foram
postos em B.O.D. a 25 + 1 °C, no escuro e sem agitacdo, por 1 més. Apos o crescimento
da coldnia, desta biomassa foi extraido 0 RNA total com finalidade da sintese de cDNA.
Apb6s um més de crescimento, a biomassa obtida foi armazenada em Ultrafreezer a —
80°C para a etapa seguinte de extracdo de DNA/RNA. Essas etapas foram realizadas nas

dependéncias do Departamento de Micologia da UFPE.

3.2 Extragédo de RNA total do fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius

Com a ajuda de almofariz e pistilo de porcelana, a biomassa flungica foi
macerada com nitrogénio liquido até se transformar em pd. Em seguida, foi extraido o
RNA total utilizando o Kit PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System
(Invitrogen®), segundo as recomendag@es do fabricante. Foram adicionados cerca de
100 mg do micélio em pé aos microtubos de 1,5 ml, juntamente com a solugéo de lise
do kit. Em seguida, o micélio foi macerado com micropistilo por aproximadamente 1
min, seguido de agitacdo em vArtex por 3 min e incubag¢do em temperatura ambiente por

3 min. Posteriormente, a amostra foi macerada novamente por 1 min e centrifugada por

79



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

2 min/ 15,700%g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 500 pl de
etanol 70%. Por inversdo do tubo, a amostra foi gentilmente homogeneizada.
Transferiram-se 500 pl para uma coluna de separacdo (spin-cartridge) e fez-se uma
centrifugacdo de 15s/ 15,700xg, sendo o filtrado descartado. Esta etapa foi repetida até
que toda a amostra fosse filtrada na mesma coluna. Em seguida, procedeu-se a lavagem
da amostra na coluna com a adicdo de 350 pl do tampéo de lavagem I, centrifugacao por
15s/ 15,700%g e descarte do filtrado.

Ap0s a lavagem, a amostra foi tratada na coluna com a enzima DNAse | 1000u
(Fermentas® Life Sciences). Para isso, foi preparado um mix contendo 67 pl de agua
livre de RNAse, 8 pl de tampao, 5 pl da enzima para um volume final de 80 pl. O mix
foi imediatamente adicionado ao centro da coluna e incubado por 15 min em
temperatura ambiente. Em seguida, repetiu-se a lavagem com tampdo | por duas vezes.
Na segunda lavagem, foram acrescentados 700 ul do tampao de lavagem | a coluna,
seguido de uma centrifugacdo de 25s/ 14,500xg. O filtrado foi descartado. Foram
adicionados 500 ul do tampéo de lavagem Il a coluna e realizou-se uma centrifugacéao
de 25s/ 14,500xg com descarte do filtrado. Esta etapa foi repetida uma vez. Finalmente,
foi feita uma centrifugacdo por 1 min/ 14,500xg para secagem completa da coluna. O
tubo coletor foi substituido por um novo tubo (Recovery tube) para a eluicdo do RNA.
Nesta etapa, adicionaram-se 50 pl de agua livre de RNase ao centro da coluna, incubou-
se por 1 min em temperatura ambiente e centrifugou-se por 2 min/ 15,700xg. Ao final

do processo, foram obtidos 50 pl do filtrado contendo 0 RNA total.
3.3 Andlise qualitativa e quantificacdo do RNA

A quantificacdo do RNA total das amostras foi realizada em espectrofotémetro
(Eppendorf® Biophotometer), segundo Sambrook et al. (1989). A quantidade foi
calculada em pg/pL* através da formula: [RNA] = Az x Fc x fd

1000
onde Azeonm € 0 valor de leitura da amostra a 260 nm; Fc corresponde ao fator de
conversdo, no qual a A260 maxima ¢ 1 e corresponde a 40 ug mL?* de RNA; fd
corresponde ao fator de diluicdo da amostra de leitura; o resultado da multiplicacéo €
dividido por mil para obtencdo da concentragdo em pg uLt. A qualidade do RNA foi
analisada com base na relagdo da absorbancia em 260 e 280 nm, assim como na
visualizagdo do RNA, apos eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1X livre de
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RNAse. A qualidade da extracao foi aferida pela observacdo da proporcdo (1:2:1) dos
valores de absorbancia nos comprimentos de onda de 230, 260, 280 nm,
respectivamente para verificar a presenca de fendis e ou proteinas, além de outras

impurezas na amostra.

3.4 Sintese de cDNA e confirmacdo do gene PtSRP do fungo ectomicorrizico

Pisolithus tinctorius

A sintese do cDNA a partir do RNA obtido anteriormente foi realizada com uso
da enzima transcriptase reversa (SuperScript 1l - Invitrogen®). Em um microtubo foram
adicionados 3pl da amostra de RNA total (Concentragdo final de 10ug RNA total), 1l
de iniciadores hexameros a 10 mM e 7ul de agua DEPC. A amostra foi incubada em
banho seco por 10 min. a uma temperatura de 70°C. Em seguida, adicionou-se ao
microtubo o volume de 4pul de First Buffer 5X, 2ul de dNTP a 10mM, 2ul de DTT a
0.1IM e 1ul de enzima SuperScript Il - Invitrogen®). A reacdo foi homogeneizada
cuidadosamente com a ponteira e transferida para um bloco térmico a 42°C/2h. Em
seguida o produto final foi congelado a — 20°C.

Para confirmar a presenca do mRNA do gene PtSRP uma alicota do cDNA foi
utilizado para as reagdes de PCR. Para estas reagdes foram utilizandos iniciadores gene-
especificos direcionados a por¢ao 3’ conhecida (ACIOLI-SANTOS, 2006). O produto
de PCR foi analisado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e

visualizado em transiluminador (Benchtop® UVP-TFM-26).

3.5 Desenho de iniciadores para a amplificagdo do mRNA do PtSRP via PCR

Para confirmar a sequéncia de 636pb referente a0 mMRNA completo do gene
PtSRP foram desenhados iniciadores complementares a regido 5’ senso ¢ 3’ antisenso
deste fragmento, com o uso do programa ApE® v1.15, de acordo com as seguintes
especificacbes: temperatura de desnaturacdo (min. 55°C e max. 60°C); comprimento do
iniciador (20-25 pb); contetdo de GC (45-60%); GC clamp (min. 1 e max. 2); bases
consecutivas (max.3). A partir dos dados gerados (Anexo A) foi selecionado o par de
iniciadores que amplifica o maior fragmento (amplicon esperado de 604pb). O iniciador
senso foi denominado de PtSRP FW: 5'- CCTCTCTCTCGAACACCTCCAC -3'e o
anti-senso de PtSRP REV: 5- ACGTACAGCAGAATGCGAAAG -3'.
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3.6 PCR de amplificagédo do PtSRP completo via PCR

As reacOes de PCR foram preparadas em quadruplicata conforme o protocolo a
seqguir: 1pl do produto da transcricdo reversa (Item 3.4), 5ul de PCR Buffer Tag DNA
Polymerase 10X, 2ul de MgCl, a 50mM, 2ul de dNTPs a 10 mM, 2pl do iniciador
senso PtSRP a 10mM, 2ul do iniciador PtSRP anti-senso a 10mM, 1ul de Tag DNA
Polymerase, 35,5 pl de agua ultrapura. A reacdo foi posta em termociclador seguindo o
programa: Desnaturacdo inicial a 94°C por 3min; 30 ciclos de 94°C por 30s, 50°C por 30
s, 72°C por 1 min; extensao final de 72°C por 10 min. Uma aliquota de cada produto de
PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1X (Tris-
Acetato-EDTA), sob voltagem de 90V por 45 min em tampdo TAE 1X. O gel foi
observado em transluminador e o resultado foi fotodocumentado. O produto de PCR
remanescente foi purificado com o uso do kit PCR Clean-up Gel Extraction - Macherey-
Nagel™, segundo recomendacbes do fabricante e armazenado a -20°C para uso

posterior.

3.7 Clonagem do amplicon de 604pb correspondente ao mMRNA do gene PtSRP

A clonagem do fragmento esperado de 604pb foi realizada utilizando o kit
PGEM®-T Easy Vector System (Promega®). Os vetores pGEM®-T Easy Vectors
possuem extremidades livres (3’ Timina) que promovem ligacdo eficiente aos produtos
de PCR gerados pela atividade de certas polimerases termoestaveis, que adicionam ao
final do fragmento amplificado uma deoxiadenosina. Os passos para clonagem foram:
adenilacéo, ligacdo e transformacéo. Na etapa de adenilacdo foram utilizados: 5 pl do
produto PCR, 1 ul do tampéo de PCR 10X, 0,3ul de MgClz a 50mM, 0,2ul de dATP’s a
100mM, 1 ul de enzima Tag DNA Polimerase, 2,5ul de agua ultrapura, para um volume
final de 10ul. Em seguida, a amostra foi posta em bloco térmico a 72°C/20 min. Na
reacdo de ligacdo foram utilizados: 2 pl do produto de adenilacdo, 5 ul de tampéo 2X,
0,5 pl de Vetor pPGEM-T, 1 ul de T4 DNA ligase, 1,5 pl de &gua ultrapura para um
volume final de 10pl. A amostra foi incubada de um dia para o outro. Para a sele¢do dos
transformantes foi preparada uma placa de LB enriquecida com ampicilina 50 pg/ul
com 100 pl de IPTG a 100 mM e 20pl de X-Gal a 50 mg/ml. Em um microtubo de 1,5
mL foram adicionados 5 pl da reacdo de ligacdo e 50 pul de células competentes DH10B.
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Em seguida, a amostra foi incubada no gelo por 20 min e levada ao banho-maria (42°C)
por 50 s para novamente permanecer em gelo por 2 min. Foi adicionado & amostra um
volume de 950 pl do meio LB. A amostra foi incubada a 37°C por 1 h e 30 min em
agitador orbital. Cerca de 250 pl desta amostra foram distribuidos na placa LB+AMP 50
pg/ul, IPTG 100 mM, X-GAL 50 mg/ml. A placa foi incubada em estufa a 37°C de um

dia para o outro para a visualizagdo das colonias brancas recombinantes.

3.8 Confirmacéo da clonagem do fragmento de 604pb e sequenciamento dos clones

positivos

Colonias brancas recombinantes (Item 3.7) foram inoculadas em 3ml de meio de
cultura LB adicionado de ampicilina 50mg/ml e deixadas da noite para o dia a 37°C a
150 rpm em incubadora. Em seguida foi realizada a extracdo de DNA plasmidial em
pequena escala para extracdo dos plasmideos recombinates com o uso do Kit
GeneJET™  Plasmid Miniprep Kit, Fermentas (#k0502, #K0503) segundo
recomendacdes do fabricante.

Para confirmar a clonagem, uma alicota de 1pl foi utilizada nas reagdes de PCR,
com iniciadores especificos (T7 e SP6) para as regides que flanqueiam o sitio de
clonagem do vetor pGEM®-T Easy Vector.

O produto do miniprep restante foi sequenciado com o uso do Kit comercial ABI
PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os produtos das reagdes
foram analisados em sequenciador ABI® PRISM 3100 Genetic Analyzer, (Applied

Biosystems) no nucleo de plataforma tecnoldgicas da Fiocruz PE.

3.9 Edicéo e alinhamento da sequencia obtida via PCR com a construida via
RACE &

Os cromatogramas foram analisados e editados manualmente para a retirada das
regides do vetor com o uso do softwear ApE® v1.15. Em seguida foram gerados contigs
com as sequéncias ja editadas (senso e anti-senso), de cada clone, com o0 uso do
Chromas Lite® v 2.01. Ap6s a construcio dos contigs foi gerado uma sequéncia
consenso final (softwear SeqMan® NGen v1.2.) que por fim, foi alinhada com a
sequencia de 636pb descrita anteriormente com o objetivo de verificar a presenga de
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possiveis polimorfismos e pontos de erros gerados pelo processo de sequenciamento
(BioEdit® v7.0.5). Adicionalmente foi feita a busca no NCBI utilizando a ferramenta
online BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) para observacdo de

similaridade significativa com sequéncias previamente depositadas.

3.10 Traducéo in silico e comparacdo da ORF do gene PtSRP via RACE 5’ com o
fragmento obtido por PCR

A escolha da ORF mais provavel foi realizada através da ferramenta de “busca
de ORF” contida no programa ApE® v1.15. Em seguida a sequéncia foi editada,
deixando-se apenas a regido codificante. Esta foi traduzida in silico com o uso da
ferramenta Translate do mesmo programa e em seguida esta foi comparada com
sequencia do peptideo traduzido da ORF mais provavel da sequencia de 636pb

correspondente a0 mMRNA completo do gene PtSRP.

3.11 Desenho de iniciadores com sitios de restricdo (enzimas EcoR1 e Xhol) para a
amplificacdo da ORF do PtSRP

Para a amplificacdo do PtSRP completo e futura clonagem em vetor de
expressao foi necessario o desenho de iniciadores adicionados de sitios de restri¢do.
Com o uso do programa ApE® v1.15 foram desenhados iniciadores que se anelam a
regido 5’ senso e 3’anti-senso da ORF, de acordo com as seguintes especificacdes:
Temperatura de desnaturacao (~ 70°C); comprimento do iniciador (30-40 pb); contetdo
de GC (45-60%). Foram adicionados aos iniciadores senso e anti-senso 0s sitios de
restricdo para as enzimas ECOR1 e Xhol, respectivamente. Ao inicio de cada iniciador
(sentido senso) foram adicionadas quatro bases para a ancoragem das enzimas de
restricdo. Em seguida, as sequéncias foram enviadas para sintese na Empresa Bioneer

Oligo Synthesis Report.

3.12 PCR de amplificacdo da ORF do Gene PtSRP completo com sitios de restri¢ao
(enzimas EcoR1 e Xho1l)
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Da amostra de cDNA (Item 3.4.), foi realizada a reacdo de PCR, nas seguintes
condigdes: 1ul do produto da transcrigéo reversa, 5ul de PCR Buffer High Fidelity 10X,
2ul de MgCl; a 50mM, 2ul de dNTP a 10 mM, 2l do iniciador PtSRP senso com sitios
para a EcoRl a 10mM, 2ul do iniciador PtSRP anti-senso com sitios para a Xhol a
10mM, 0,5ul de Taqg High Fidelity, 35,5 pul de agua ultrapura. A reacdo foi posta em
termociclador seguindo o programa: Desnaturacéo inicial a 96°C por 3min; 30 ciclos de
94°C por 30s, 65°C por 30 s, 72°C por 2 min; extens&o final de 72°C por 10 min. Uma
aliquota de cada produto de PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1%
em tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). A corrida foi realizada sob voltagem de 90V
por 45 min em tampéo TAE 1X. Em seguida o gel foi observado em transiluminador e o
resultado foi fotodocumentado

Em seguida o produto de PCR foi purificado com o uso do kit PCR Clean-up
Gel Extraction - Macherey-Nagel™, segundo recomendagbes do fabricante e

armazenado a -20°C para uso posterior.

3.13 Clonagem da ORF do Gene PtSRP completo com sitios de restricdo EcoR1 e
Xho1, em vetor pJET1.2 Fermentas®

A clonagem do produto de PCR (Item 3.12) foi realizada utilizando-se o Kit
Fermentas® — Clonejet PCR cloning kit #k1231, #k1232 - Sticky-end cloning protocol,
de acordo com as recomendacOes do fabricante. Em microtubo de 1,5 ml foram
adicionados 10pul do produto de PCR (concentracdo final 100ng/ul), 1ul de tampéo de
reacdo a 2X, 6ul de &gua livre de nucleases, 1ul de enzima de corte do DNA (DNA
blunting end).

A amostra foi homogeneizada, centrifugada rapidamente de 3-5 s e incubada a
uma temperatura de 70°C por 5 minutos e, em seguida posta em gelo. A reacdo de
ligacdo foi preparada adicionando-se ao microtubo 1pl do pJET 1.2/blunt cloning vector
(50 ng/ul) e 1ul de T4 DNA ligase (5u/ul). Novamente a amostra foi homogeneizada,
centrifugada de 3-5s e incubada em temperatura ambiente por 30 minutos. Na etapa da
transformacéo bacteriana, foram utilizados 5ul da reacdo de ligacédo, 25 ul de tampéo de
transformacdo (5mM  MgCl,, 5mM  Tris-HCI pH7.4) e 50ul de células
quimiocompetentes por choque térmico (linhagem NEB5a).

A reacdo foi incubada por 30 minutos no gelo, 5 minutos a 37°C em banho-maria

e devolvida ao gelo por 5 minuntos. Em seguida, foi adicionado 1ml de meio liquido
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SOC e em seguida reacdo seguiu para incubadora orbital a 37°C/ 250 rpm/ por 1h. O
tubo foi, entdo, centrifugado 5 min./ 4,200xg e 800ul do sobrenadante foram
descartados. O restante foi ressuspendido e semeado em placas de Petri contendo meio
de cultura LB, enriquecidos com ampicilina a 50ng/ml. As placas foram crescidas

durante a noite em estufa a 37°C para a obten¢do das colonias recombinantes.

3.14 PCR de confirmagdo da clonagem em vetor pJET 1.2 — Fermentas® e

miniprep

Um dia ap6s o semeio, foi realizada a selecéo clones baseados em critérios como
tamanho das colonias e auséncia de coldnias satélites. As coldnias selecionadas
repicadas para novas placas de Petri contendo meio de cultura LB, enriquecidos com
ampicilina a 50ng/ml a fim de se obter colonias puras. As placas foram crescidas
durante a noite em estufa a 37°C e, no dia seguinte, as colonias foram repicadas para 4
ml de meio liquido LB adicionados de ampicilina a 50 ng/ml e incubadas a 37°C a 150
rpm por 16 horas. Uma aliquota de 1 ml da cultura de cada clone foi centrifugada por 5
min./4,200xg, ressuspendido em meio liquido LB + 20% Glicerol e congelada a -80°C.
Adicionalmente, foi utilizado 1ul da cultura de cada clone para a realizagdo de PCR a
fim de confirmar a clonagem. Os reagentes foram descongelados, homogeneizados por
vortex e em seguida adicionados a microtubos na ordem a seguir: 1l da amostra (meio
LB+Amp + NEB5a), 2ul do tampéo da enzima Taqg 10X, 1l de MgClz2 a 50mM, 1pul de
dNTP a 10 mM, 1pul de iniciador PtSRP senso (EcoRI) a 10mM, 1ul de iniciador PtSRP
anti-senso (Xhol) a 10mM, 1l de enzima Tag DNA polimerase e 12ul de agua
ultrapura. Em seguida as rea¢des foram postas em termociclador seguindo o programa:
desnaturacéo inicial a 96°C por 5min; 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 65°C por 30 seg,
72°C por 1 min; extengdo final a 72°C por 10 min. O produto de PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 100V por 50 min, com a corrida em tampéo TAE 1%.
Em seguida o gel foi observado em transiluminador e fotodocumentado.

Os 2.999 ml restantes de cada clone foram centrifugados por 5 min/ 4,200xg e 0
sobrenadante descartado. O sedimento bacteriano de cada clone foi congelado a -20°C

para ser utilizado posteriormente na extragédo de DNA plasmidial.

3.15 Extragdes do DNA plasmidial dos clones positivos
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A extracdo dos plasmideos recombinantes foi realizada com o uso do Kit
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit, Fermentas (#k0502, #K0503) de acordo com as
orientagdes do fabricante. O sedimento bacteriano, de cada clone (Item 3.13), foi
resuspenso em 250ul de Resuspension Solution com o uso da pipeta. Cada amostra foi
transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Foram adicionados 250ul de
Lysis Solution e homogeneizado completamente pela inversdo do tubo de 4-6 vezes até
a solucdo comecar a ficar viscosa e levemente clara por maximos 5 min. Foram
adicionados 350ul de Neutralizacion Solution e imediatamente a amostra foi
homogeneizada completamente por inversdo do tubo de 4-6 vezes. A amostra foi
centrifugada por 5 min./ 15,700xg para sedimentar os restos celulares e 0 DNA
cromossdmico. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para a GeneJET™ spin
column por pipetagem. A amostra, entdo, foi centrifugada por 1 min./ 15,700xg e o
filtrado foi descartado. Foram adicionados 500ul de Wash Solution a GeneJET™ spin
column seguida de centrifugacdo de 30-60s/ 15,700xg. Novamente, o filtrado foi
descartado e o procedimento de lavagem foi repetido. O filtrado foi descartado. Para
remover residuos da Wash Solution a amostra foi centrifugada por um tempo adicional
de 1 min./ 15,700xg. Em seguida, a GeneJET™ spin column foi transferida para um
novo tubo de 1.5 ml. Foram adicionados 50ul de Elution Buffer ao centro da membrana
da GeneJET™ spin column para eluir o DNA plasmidial. A amostra foi incubada por 2
min a temperatura ambiente e centrifugada por 2 min./ 15,700xg. Em seguida, as

eluicoes foram armazenadas a — 20°C para serem utilizadas nas etapas posteriores.

3.16 Sequenciamento dos clones positivos de 1-10

Com o objetivo de identificar a fidelidade da sequéncia da ORF do PtSRP
completo foi realizado o sequenciamento dos clones (ltem 3.13), com o uso dos
iniciadores senso e anti-senso incluidos no GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit,
Fermentas (#k0502, #KO0503). Uma alicota de cada clone foi submetido ao
sequenciamento automatico utilizando-se o Kit comercial ABI PRISM BigDye™
Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®), de acordo

com as recomendacgdes do fabricante conforme descrito anteriormente (Item 3.8).

3.17 Digestédo dupla dos clones positivos para a retirada do inserto e subclonagem
em vetor de expressao pET21D(+)
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Antes da expressdo do peptideo PtSRP foi necessario a realizacdo de uma
subclonagem ORF do Gene PtSRP em vetor de expresséo. Para isso o clone 04 foi
selecionado apos confirmacéo de sua sequéncia de 401 pb (Item 3.16) . Foi realizada a
retirada do fragmento por digestdo dupla conforme protocolo a seguir: 10ul do produto
de miniprep a 2,5 pg/ul, 5ul de tampdo NEB EcoR1 + BSA 1%, 2ul de enzima EcoR1,
2ul de enzima Xhol, 31l de agua ultrapura. As reacdes foram incubadas a 37°C por 6
horas. Em seguida, as enzimas foram inativadas a 65°C por 20 minutos. ApoOs esse
periodo, as reacdes foram posta em gelo e, em seguida, todo o produto da digestdo foi
submetido a eletroforese em gel de Agarose 100V por 50 min, com a corrida em tampé&o
TAE 1%. O gel foi observado em transluminador e fotodocumentado.

3.18 Purificacdo do inserto de 401pb a partir do gel de agarose

A purificacdo do inserto foi realizada com uso do kit PCR Clean-up Gel
Extraction, Macherey-Nagel ™, de acordo com recomendacdes do fabricante. A banda
de 401pb correspondente a ORF do gene PtSRP foi cortada do gel, com uso de uma
lamina estéril, e em seguida, colocada em um microtubo para pesagem. Foram
adicionados 200 pl de tampdo NT e a amostra foi posta em banho maria por 10 minutos.
Em seguida, o microtubo foi transferido para a NucleoSpin® Extract 11 Column acoplada
a um microtubo de 2 ml. A amostra foi centrifugada por 1 min. a 11,000xg. O filtrado
foi descartado e a NucleoSpin® Extract 11 Column foi recolocada no microtubo de 2 ml.
Foram adicionados 700 pl de tampdo NT3 & NucleoSpin® Extract Il Column para a
lavagem da membrana de silica. A reacdo foi centrifugada por 1 min. a 11,000xg e o
filtrado foi descartado. A NucleoSpin® Extract 11 Column foi centrifugada por mais 1
min. a 11,000xg para a remocdo de todo o etanol e secagem da membrana de silica.
Nesta etapa a NucleoSpin® Extract 11 Column foi transferida para um novo microtubo.
Foram adicionados 50 pl de tampdo EM ao centro da coluna e a amostra foi posta em
temperatura ambiente por um minuto. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 1
min. a 11,000xg. O filtrado permaneceu congelado a -20°C até que a digestdo do vetor
PET21D(+) estivesse finalizada.

3.19 Digestéo do vetor pET21D(+) com as enzimas EcoR1 e Xhol
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Para que houvesse a clonagem de expressdo da ORF do PtSRP, o vetor
PET21D(+) precisou ser digerido com as enzimas de restricdo compativeis com as
utilizadas na preparacao do isnserto. Com isto foi realizada a digestéo serial deste vetor
inicialmente com a enzima EcoR1 e em seguida a enzima Xhol. A escolha da digestao
em duas etapas se deu pelo fato de o vetor possuir os sitios de restricdo para as enzimas
EcoR1 e Xhol muito préximos uns dos outros e isso poderia acarretar na ndo digestéo
do mesmo ja que as enzimas nao teria espaco fisico para realizarem o corte no seu sitio
de reconhecimento ao mesmo tempo. Portanto, foram adicionados a um microtubo a
quantidade de 2ul do produto da maxpreparacdo com 3224 ng/ul do vetor, 5ul de
tampdo NEB EcoR1 + BSA 1%, 2ul de enzima EcoR1, 41ul de 4gua ultrapura. A
reacao foi posta em banho seco a 37°C por 6h (Temperatura de corte da enzima), a 65°C
por 20 min (inativacdo da enzima) e em gelo, seguindo-se de precipitacdo. Nesta fase
adicionou-se ao microtubo de 1,5 ml um volume de 150ul de agua ultrapura (Ultrapura
DNAse RNAse free). A reagdo foi homogeneizada cuidadosamente com o uso da pipeta
e em seguida foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml. Foram adicionados
12ul de 5M de NaCl e a reacdo foi misturada com a ajuda do agitador de tubos
brevemente. Foram adicionados 500ul de etanol a 100% e novamente a amostra foi
vortexada. Na sequéncia, o tubo foi incubado por 30 min. a uma temperatura de -80°C
em ultrafreezer. Apds esse periodo o material foi centrifugado por 10 min/ 16,100xg, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento liofilizado por 10 minutos no concentrador a
vacuo de amostras. Finalmente o DNA foi resuspendido em 40l de agua ultrapura.

Para a segunda digestdo, adicionou-se ao microtubo a quantidade de 5ul do
tampdo NEB4+BSA1% e 2ul de enzima Xhol. Novamente, a reacdo foi posta em
banho seco a uma temperatura de 37°C por 6h (Temperatura de corte da enzima), a 65°C
por 20 min (inativacdo da enzima) e em gelo por 5 min. Uma aliquota desta digest&o foi
submetida a eletroforese em gel de Agarose 100V por 50 min, com a corrida em tampé&o
TAE 1%. O gel foi observado em transiluminador e fotodocumentado.

Em seguida realizou-se a purificagdo do vetor com uso do kit PCR Clean-up Gel
Extraction, Macherey-Nagel ™, de acordo com recomendag@es do fabricante (Item

3.18). O filtrado foi entdo utilizado para a etapa de ligacdo descrita a seguir.

3.20 Ligacdo do PtSRP ao Vetor pET21D(+) e transformacdo em celulas
guimiocompetentes DH10B
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Para a reacdo de ligacdo (clonagem) foram utilizadas 3 concentragdes do inserto a
fim de testar a eficiéncia da ligacdo (Tabela 1). Os reagentes foram adicionados
comecando pela agua e por Gltimo a enzima. Esta Gltima permaneceu no gelo e s6 foi
retirada do freezer na hora de ser utilizada. Em seguida as rea¢fes foram postas em
banho seco de acordo com o programa a seguir: 16°C por 19h30m (temperatura de
ligacdo da enzima); 65°C por 20 min (inativagdo da enzima) e 4°C por tempo

indeterminado.

Tabela 1. Reacdo de ligacdo do PtSRP ao vetor pET21D(+)

Tubo 1 Tubo 2 Tubo3 Controle —

Reagentes: Vol (ul) Vol (u) Vol. (ul)  Vol. (ul)
Vetor pET21D(+) (20,2 ng/ul) 1,5 1,5 1,5 1,5
10X Buffer T4 DNA ligase 10mM ATP 2 2 2 2

T4 DNA ligase 400,000 U/ml 1 1 1 1
PtSRP 401pb Ecorl/Xho1 (9,3ng/ul) 1 3 5 -
Agua Mili-Q 14,5 12,5 10,5 15,5
Vol. final 20 20 20 20

Em seguida as reacdes de ligacdo do PtSRP no vetor de expressdao pET21D(+)
foram utilizadas para transformar células quimiocompetentes de E.coli da cepa DH10B,
Invitrogen®. As reacBes de transformacgdo foram preparadas conforme protocolo
descrito na Tabela 2. As reacdes foram incubadas por 30 minutos no gelo, transferidas
para banho-maria por 5 min. a 37°C, e devolvidas ao gelo. Foi adicionado 1ml do meio
SOC e em seguida as amostras foram incubadas a 200 rpm por 2 horas a 37°C. Os tubos
foram centrifugados por 5 min/ 4,200xg e 800ul do sobrenadante foi descartado. O
restante foi ressuspendido e plagueado em meio LB com ampicilina. As placas foram
deixadas da noite para o dia em incubadora a 37°C. No dia seguinte, foram observadas
colbnias recombinantes. Estas colonias foram repicadas para nova placa de Petri

contendo meio de cultura LB com ampicilina e incubadas durante a noite a 37°C.

Tabela 2. Reacdo de transformagdo da células DH10B com vetor pET21D(+)
Tubol Tubo2 Tubo3 Controle -

REE(gEImIES: Vol. (ul) Vol (u) Vol. (ul) Vol (ul)
Produto da ligacéo 10 10 10 -
PUC 50pg/ul - - - 10
Tampé&o (5mM MgClz, 5mM Tris-HCI 25 25 25 25

- pH7.4)

Células competentes E. coli DH10B 50 50 50 50
Vol. final 85 85 85 85
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As colonias foram, entéo, repicadas para Tubos conicos de 15 ml contendo 4 ml
de meio LB + ampicilina numa concentracdo de 50 ng/ml e colocados em agitador
orbital por 16 horas/150rpm. Uma alicota foi retirada para confirmacao da clonagem por
PCR e a quantidade remanessente foi centrifugada. O sedimentado bacteriano foi

ressuspendido em LB glicerol 50% e congelado a -80°C para as etapas seguintes.

3.21 PCR colbnia para confirmacéo da Clonagem e transformacéo em DH10B

Para confirmacdo da clonagem em DH10B foram feitas reag0es de PCR a partir
dos clones crescidos em meio LB liquido (Item 3.20). Em tubos de microcentrifuga
foram adicionados 1pl da amostra composta de meio LB liquido com ampicilina a
50ng/ml, 2ul do tampdo da Tag 10X, 1pl de MgClz a 50mM, 1l de dNTP a 10 mM,
1ul de do iniciador PtSRP senso (EcoRI) a 10mM, 1pl do iniciador PtSRP anti-senso
(Xhol) a 10mM, 1 ul de enzima Taq DNA polimerase e por fim 12ul de &4gua ultrapura.
As reacOes foram postas em termociclador seguindo o programa: desnaturacao inicial a
96°C por 5min; 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 65°C por 30 seg, 72°C por 1 min; exten¢do
final a 72°C por 10 min. O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 100V
por 50 min, com a corrida em tampdo TAE 1%. Em seguida o gel foi observado em

transiluminador e fotodocumentado.
3.22 Transformacao em célula quimiocompetente BI-21 Star

A fim de garantir a expressdo da proteina de fusdo PtSRP sob acdo do indutor, 0
plasmideo pET21D(+) contendo a ORF do Gene PtSRP foi entdo utilizado para
transformar bactérias de expressdo Bl-21 Star. As reacdes de transformacdo foram

realizadas conforme protocolo na Tabela 3 abaixo:

Tabela 3. Reacdo de transformagdo de célula BI-21 Star com o vetor pET21D(+)

Tubo 1 Tubo 2 Tubo3 Controle —

R Vol. (ul)  Vol. (ul) Vol (ul)  Vol. (ul)
Produto do Vetor pET21D(+) 10 10 10 -
PUC 50pg/ul - - - 10
Tampéo (5mM MgCl,, 5mM Tris-HCI 25 25 25 25

- pH7.4)

Células competentes E. coli BI-21 50 50 50 50

91



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

Vol. final 85 85 85 85

Em seguida os tubos foram incubados por 30 minutos no gelo, transferidos para
banho-maria por 5 min. a 37°C, e devolvidos ao gelo. Foi adicionado 1ml do meio SOC
e em seguida as amostras foram incubadas a 200rpm/2 horas a 37°C. Os tubos foram
centrifugados a 3500rpm/5 min. e 800ul do sobrenadante foi descartado. O restante foi
ressuspendido e plaqueado em meio LB com ampicilina e as placas incubadas a 37°C.
No dia seguinte as colbnias recombinantes foram repicadas para nova placa de Petri
contendo meio de cultura LB com ampicilina e incubadas durante a noite a 37°C. As
colbnias selecionadas foram guardadas para serem utilizadas na indugdo em pequena

escala, a fim de se obter a melhor cepa para a expressdo em larga escala da PtSRP.

3.23 Mini-inducdo de sintese proteica da PtSRP em E. coli

Em um tubo conico de 50 ml foi preparado um pré-inéculo de 2 ml de meio LB
adicionado de ampicilina a 100ug/ml para o clone 2 da cepa BI-21, a partir de uma
coldnia de cultura recém semeada em placa de cultura congelada em glicerol). O tubo
foi deixado durante a noite em agitador orbital a 37°C/ 200 rpm. Foi retirado um
volume de 100ul deste pré-indculo e despejado em 2ml de LB adicionado de ampicilina
a 100pg/ml, seguindo de incubagdo a 37°C/ 200 rpm até a cultura atingir uma O.D. de
0,5 (fase log). A O.D. foi medida apds 1 hora de incubacdo no comprimento de onda de
600 nm e, em seguida, foi adicionado o IPTG a uma concentragéo final de 0,5mM. O

frasco contendo o meio de cultura foi incubado por 4 horas a 30°C/ 200 rpm.

3.24 Western blot e deteccdo da PtSRP por quimioluminescéncia
A quimiluminescéncia consiste em um anticorpo secundario conjugado a enzima

peroxidase (Figura 1 d, e) que, por sua vez, degrada um substrato quimioluminescente

(catalisa a oxidac&o do luminol) (Figura 1S), emitindo luz (Figura 1f).
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Figura 1. Esquema da detecgdo enzimatica por acdo da
peroxidase da Proteina PtSRP ligada & membrana. a.
membrana de nitrocelulose; b. proteina PtSRP; c.
Anticorpo primario anti-PtSRP com cauda de histidina;
d. Anticorpo secundario anti-histidina associado a
enzima peroxidase; e. enzima peroxidase; S. Substrato
ECL; P. Produto da reagdo; f. emissdo de luz
(modificado de Clarity™ Western ECL Substrate -
Instruction Manualde, Biorad)

Inicialmente foi realizada a transferéncia do gel de SDS-PAGE para a membrana
de PVDF. O gel foi colocado em 80 ml de tampé&o de transferéncia + 20 ml de metanol
por 5 min. e engquanto isso, a membrana foi mantida por 5 min. em metanol. Em
seguida, o papel absorvente e a membrana foram molhados na solucdo de metanol e
tampdo de transferéncia por aproximadamente 1 min. No transferidor foi feito um
sanduiche, de baixo para cima, nesta ordem: papel absorvente, membrana, gel e papel
absorvente. Com um rolo foi retirado todo o ar entre as membranas e a voltagem foi
ajustada para 25 V por 30 min.

Apbs a transferéncia a membrana (Veja o esquema na Figura 1 a) foi incubada
em agitacdo por 2h em PBS Tween 0.05% com 5% de leite desnatado (bloqueador). O
bloqueador foi desprezado por inversdo do recipiente e em seguida a membrana foi
incubada em agitacdo por 1h a TA com o anticorpo primario anti-histidina (Penta-His
Antibody Mouse monoclonal, dilui¢cdo de 1:5.000) direcionado a parte final C-terminal
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da proteina. Isso porque na estratégia da clonagem da PtSRP foi adicionada a ORF, uma
sequéncia que codifica para seis histidinas no momento da traducéo in vitro permitindo
que o anticorpo primario pudesse reconhecer a PtSRP.

No seguimento, foram realizadas 3 lavagens de 10 min., cada uma (sob
agitacdo), utilizando PBS Tween 0,05%. A membrana foi incubada com o anticorpo
secundario associado a peroxidade numa diluicdo de 1:10.000, por 1 hora a TA, ou seja,
lul do anticorpo em 10ml de PBS Tween 0,05% + leite a 1%. Novamente foram
realizadas 3 lavagens de 10 min., cada uma, (sob agitacdo) utilizando PBS Tween
0,05%. Em seguida foi adicionado o substrato ECL (1,5ml S1 + 1,5ml S2) com o uso de
uma pipeta Pasteur descartavel, na qual todo o liquido foi colocado sobre a membrana
até cobri-la completamente (Kit Clarity™ Western ECL Substrate, Biorad). Passadol
min, todo o excesso do liquido foi removido e a membrana foi exposta ao filme
fotografico para a captacdo da luz da reacdo em duas partes: a primeira foi expoxta por
2 min. e a segunda por 10 min. Para a revelacdo foi utilizado o kit revelador da
KODAK®: 3 min. mergulhado no Dektol por 3 min.; no interruptor por 3 min. e 3 min.

do fixador. Imediatamente o filme foi lavado em agua e posto para secar em TA.

3.25 Expressdo em larga escala da PtSRP em E. coli

Antes da inducdo em larga escala da PtSRP foi realizado um pré-indculo com
10ul da cultura congelada em 10 ml de meio LB com ampicilina 100pug/ml da
construcdo plasmidial que foi anteriormente transformada em E. coli, em quadruplicata.
Os tubos conicos foram deixados durante a noite a 37°C/ 200 rpm. No dia seguinte, 0s
10ml do pré-indculo foram transferidos para 500 ml de meio LB com ampicilina
100ug/ml e incubados a 37°C / 150 rpm, até a cultura atingir uma O.D. de 0,5 (fase log).
Em seguida foi adicionado, em cada frasco de Erlenmeyer, o volume de 50ul do indutor
IPTG 1M (concentracao final de 0,1mM) para que houvesse a expressao da proteina de
fusdo PtSRP. As amostras foram incubadas por 4 horas a 30°C a 150 rpm. Ao término
das 4 horas, aliquotas de 200ul foram pipetadas, centrifugadas e ressuspendidas em 80ul
de L2X para serem desnaturadas em SDS-PAGE 15%. O restante das culturas foi
transferido para tubos GSA e centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi guardado a — 80°C. Foi realizada a
eletroforese em SDS-PAGE 15% para checar a inducdo. As amostras foram dissolvidas
em L2x (tampdo de proteina) fervidas e em seguida checadas em gel sds-page 15%.
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3.26 Purificagdo da PtSRP em condigéo nativa

O sedimento congelado a -80°C foi ressuspendido em 20 ml de Tampéao de Lise
(20 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH:PO4 — pH8,0), e em seguida transferido
para um Bequer de 20ml. A amostra foi sonicada com uso do Vibra Cell VCX600
Ultrasonic Processor em 6 ciclos de 30 seg. em intervalos de 1 minuto, sempre no gelo.
Em seguida amostra foi devolvida ao Tubo GSA onde foi adicionado um volume de
200ul de TRITON X-100 (concentracdo final 1%). Os tubos de GSA foram
centrifugados por 10 min./ 17.700xg a 4°C. O sobrenadante foi mantido no gelo para
uso posterior na etapa de incubacdo na resina e o sedimento remanescente foi
armazenado a -20°C.

Antes da incubacao, a resina (400ul da resina Ni-NTA agarose Qiagen) foi pré-
equilibrada em tubos conico de 50 ml contendo 10 ml de PBS 1X, pH 7.2. A amostra
foi centrifugada por 5 min./ 5.251xg a 4°C e o sobrenadante descartado. Esta etapa foi
repetida 3 vezes.

Depois de equilibrada a resina, esta foi incubada com o sobrenadante por 1 hora
a 4°C, sob leve agitacdo. Passado esse periodo de incubacdo, a resina foi centrifugada e
0 sobrenadante foi desprezado. O sedimento foi ressuspendido em 1 ml de tampé&o de
lavagem (30 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2POs — pH8,0) e transferido
para microtubos. Os microtubos foram centrifugados por 2 min./ 16.100xg e o
sobrenadante foi armezanado. Esta etapa de lavagem foi repetida por mais 3 vezes e 0s
sobrenadantes foram armazenados.

Na sequéncia, a resina foi eluida por 3 vezes com 500ul de Wash buffer (0,5 M
Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH:PO4 — pH8,0), sob leve agitagcdo por 10 min. a
4°C. Os microtubos foram centrifugados por 2 min./ 16.100xg e os sobrenadantes
armazenados. Todas as elui¢cdes foram checadas em SDS-PAGE 15%.

3.27 Diélise da PtSRP purificada em condicéo nativa

Com a finalidade de remover 0 excesso dos sais minerais utilizados nas solugdes
de eluicdo na etapa de purificacdo, foram realizadas as dialises das amostras da PtSRP.
As membranas de didlise foram cortadas e hidratadas em PBS 1X. Com um pedaco de
barbante pequeno, a extremidade inferior da membrana foi amarrada e depois fechada
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com um garrote de plastico. As elui¢cbes foram aplicadas na membrana e, em seguida a
extremidade superior foi amarrada com barbante e fechadas com um garrote de plastico.
Na parte inferior da membrana foi fixada um uma garrafa de vidro contendo PBS 1X. A
parte de cima da membrana foi amarrada a um bastdo de vidro apoiado num Béquer de
2L. As membranas foram mergulhadas em 2 L de Tampao de dialise pré-resfriados a
4°C, sob leve agitacdo. O tampdo foi trocado 3 vezes a cada 2 horas. Ao final, as
amostras ficaram durante a noite nas mesmas condi¢Oes de incubacdo. Cuidadosamente
a parte superior da membrana foi cortada com uma tesoura e todo o contetdo (aprox. 10
ml) foi transferido para microtubos de 1,5 ml. Por fim, as amostras foram concentradas
em concentrador por 12 horas, em cadmara fria a 4°C e armazenado em microtubos nesta

mesma temperatura até a etapa de imunizacéo.

3.28 Quantificacdo através da Curva de BSA da PtSRP purificada em condicao

nativa

A quantificacdo da PtSRP nativa foi realizada através da comparacdo da
intensidade da banda da eluicdo contendo a PtSRP com diluicdo seriada do BSA: 1?
Dilui¢do: 8ul de BSA + 392ul de L2x = 2pg/pl= 0,2ug/ul; 2* Diluigdo: 200ul da 1
diluicao + 200ul de L2x = 1pg; 3* Diluigdo: 200ul da 2* diluigdo + 200ul de L2x =
0,5ug; 4* Diluigao: 200ul da 3? diluigdo + 200ul de L2x = 0,125pug. A PtSRP purificada
também foi diluida: 1* Dilui¢do: 10ul da Eluigdo + 10ul de L2x (1:2); 2* Diluigao: 10ul
da 12 diluicdo + 10pl de L2x (1:4); 3* Dilui¢do: 10pl da 2 diluicdo + 10pl de L2x (1:8);
4* Diluigdo: 10ul da 32 diluigdo + 10ul de L2x (1:16). Em seguida foi preparado um gel
SDS-PAGE com 15% de acrilamida e em cada pogo foi adicionado um volume de 10pl
para cada diluicdo do BSA e da PtSRP. O gel foi corado, fotodocumentado e a
quantidade de proteina foi estimada por regra de trés simples.

3.29 Inducéo em larga escala e purificacdo da PtSRP sob condic¢éo desnaturante

A fim de obter a PtSRP desnaturada, nesta etapa foi utilizada a uréia na
composicao dos tampdes de extracao e eluicdes. No inicio do processo foi realizado um
pré-indoculo com 10ul da cultura congelada em 10 ml de meio LB com ampicilina
100pg/ml. Os tubos conicos foram deixados durante a noite a 37°C/ 200 rpm e no outro
dia, esse pre-inoculo foi transferido para 500 ml de meio LB com ampicilina 100pg/ml,
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incubados a 37°C / 150 rpm, até a atingir uma O.D. de 0,5 (fase log). Em seguida foi
adicionado o indutor IPTG para uma concentracéo final de 0,1mM. As amostras foram
incubadas por 4 horas a 30°C a 150 GSA foi centrifugado por 10 min./ 17.700xg a 4°C,
0 sobrenadante foi desprezado e o sedimentado bacteriano foi ressuspendido em 20 ml
de Tampéo de Lise com ureia (80 mM NaH2PO4, 100 mM Tris, 8 M Uréia, 20 mM
Imidazole - pH 8,0 ) agitando-se com as maos.
Depois foi transferido para um béquer de 20 ml e colocado no gelo para ser sonicado
com ciclos de 6 pulsos de 30 seg. e intervalos de 1 min. Todo o contetdo do béquer foi
devolvido ao tubo GSA onde foi adicionado um volume de 200ul de TRITON X-100
(concentracéo final 1%). As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm/10min. a 4°C,
sendo o sedimentado formado armazenado a -20°C. O sobrenadante restante foi
incubado com a resina (400ul da resina Ni-NTA agarose Qiagen) previamente
equilibrada por 1 hora a 4°C sob leve agitacdo. Passado esse periodo de incubacdo a
resina foi centrifugada e o sobrenadante foi desprezado. O sedimentado foi
ressuspendido em 1 ml de Tampéo de Lavagem com ureia (80 mM NaH2PO4, 30 mM
Imidazol, 8 M Uréia, 100 mM Tris — pH 6,0) e transferido para microtubos. As amostras
foram centrifugadas por 2 min./ 16.100xg, sendo os sobrenadantes armazenados a -
80°C. Esta etapa de lavagem foi repetida por mais 3 vezes e 0s sobrenadantes foram
armazenados.

Em seguida, a resina foi eluida trés vezes com 500ul de Tampdo de Eluigéo (80
mM NaH2PO4, 1M Imidazol, 100 mM Tris, 8 M Uréia — pH 4,6), sob leve agitacdo por
10 min. a 4°C. As amostras foram centrifugadas por 2 min./ 16.100xg e o0s
sobrenadantes armazenados. Todas as eluigdes foram checadas em SDS-PAGE 15%. A
quantificacdo da PtSRP purificada com ureia foi realizada através da diluicdo seriada do
BSA (Item 3.28). O gel foi corado, fotodocumentado e a quantidade da proteina PtSRP

foi estimada com base nos calculos matematicos via regra de trés simples.
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4. RESULTADOS

4.1 Material bioldgico e producéo de biomassa para a expressao da PtSRP

Culturas axénicas do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Pt-103), em
placas de Petri (Figura 2.A) formaram um denso micélio de coloragcdo marrom claro, de
aspecto algodoado e com bordas regulares. Adicionalmente foi obtida biomassa em
meio liguido MNM (Figura 2.B) a partir da cultura em placa. Esta biomassa foi

utilizada para a extracdo de RNA/DNA/proteina.

Figura 2. Aspecto macroscdpico do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius
(Pt-103) em meio so6lido Melin-Norkrans Modificado - MNM (MARX, 1969)
(A). Cultivo do isolado em meio liquido e obtencdo da biomassa ap6s um més

(B).

4.2 Sintese de cDNA e confirmacdo do Gene PtSRP do fungo ectomicorrizico
Pisolithus tinctorius

Apos a extracdo do RNA total do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius
(Pt-103) foi realizada a reacdo de transcricdo reversa para a sintese do DNA
complementar, processo que polimeriza moléculas de DNA a partir de moléculas de
RNA. Em seguida, foram realizadas rea¢des de PCR direcionadas a regido 3° do mRNA
do gene PtSRP para a confirmacdo da presenca deste mensageiro na amostra. Como
resultados foram obtidos dois fragmentos: um de 237pb (PCR 1) e o outro de tamanho
menor de aprox. 120 pb (PCR 2) como visualizado na Figura 3.
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Figura 3. Fotodocumentacgdo da eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio onde
sdo observados os fragmentos PCR1 (237pb) e
PCR2 (120pb) correspondentes a regido 3’ do
MRNA do gene PtSRP. Os tamanhos dos fragmentos
amplificados foram estimados com base no
marcador molecular (M) 1Kb plus DNA Ladder,
Invitrogen®.

4.3 PCR de amplificacédo do PtSRP completo

A isolamento e obtencdo do mMRNA completo do gene PtSRP foi confirmada por
reacbes de PCR em quadruplicata, a partir do produto da trascricdo reversa. Se
observam & direita do marcador molecular 1 kbplus DNA Ladder - Invitrogen®,
amplicons esperados de aprox. 604pb correspondentes a0 mRNA completo do gene
PtSRP (Figura 4).
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Figura 4. Fotodocumentacédo da eletroforese em gel de agarose, TAE 1% onde sdo observados
fragmentos de aprox. 604pb, correspondentes a0 mMRNA completo do gene PtSRP em
quadruplicata (PCR1, PCR2, PCR3 e PCR4). M = Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder,
Invitrogen®.

4.4 Edicdo e alinhamento da sequencia obtida por PCR, com a via RACE 5’

Os dados do sequenciamento do fragmento de 604pb geraram uma sequencia
consenso final de 604 bp. Esta nova sequencia foi alinhada com a sequencia contig de
636pb obtida in silico via RACE 5’ e mostrou alteragdes em dois pontos na sequencia
de nucleotideos nas posi¢des 291 C/T e 306 A/C. Ambas ocorreram na regido onde esta
a ORF putativa mais provavel (Figura 5). Na comparacdo das sequencias onde seriam
as regides das ORFs mais provaveis traduzidas observous-se que o novo fragmento
(604pb) apresenta o inicio da traducdo na posic¢do 49 e a terminacdo da traducéo a partir
do nucleotideo 425. Também foram encontradas as regides ndo traduziveis do

mensageiro além da seqiiéncia Kozak com variacoes.
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Figura 5. Alinhamento entre a sequencia montada via RACE 5°(636 pb; A) e a obtida diretamente via
PCR, clonagem e sequenciamento (604pb; B) indicando apenas 2 mudancas de nucleotideos nas posicGes
291C/T e 306 A/C (#). == : ORF do gene PtSRP; («—) UTR 5’ ¢ (—) UTR 3’; (o) Inicio da tradugéo e (=)
término da traducao.

4.5 Traducdo in silico e comparacédo da ORF do gene PtSRP via RACE 5’ com a
obtida por PCR

Na comparacdo das ORFs putativas mais provaveis e que foram traduzidas in
silico, observou-se que ambas codificam para um peptideo de 127 Aa com uma
metionina inicial no coédon 49 e um Stop-codon a partir do nucleotideo 425. O
alinhamento também mostrou que houve uma divergéncia pontual no residuo de
aminoacido de nimero 65 se comparada a sequencia obtida via PCR com a RACE 5’ 0

que corresponde a Serina na sequencia A por Treonina na sequencia B (Figura 6).

SRR R AR AR B R B

B i et s e e e e i e e e

Figura 6. Alinhamento entre as ORFs traduzidas da sequencia montada via RACE 5°(636 pb; A) ¢ a
obtida diretamente via PCR (604pb; B). (*) Alinhemento perfeito; (:) Divergéncia no alinhamento
indicando apenas 1 mudanca no residuo de aminodcidos 65 (Serina na sequencia A e Treonina na
sequencia B).
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4.6 PCR da ORF do gene PtSRP com sitios de restricdo EcoR1/Xhol e clonagem

em vetor pJET 1.2 — Fermentas®

Na amplificagio da ORF do Gene PtSRP foi utilizado um par de
oligonucleotideos engenheirado com sitios de restricdo para as enzimas EcoR1 e Xhol

(Figura 7).

Primer PtSRPf

57 ACCGGAATTCATGATGTTCACGAAGTCTCTCATGTICCTC 37
(EcoRI)

Primer PtSRPr

57 ACCGCTCGAGCGCTATGATGGTGAAGTITCTGGC 3°
(XhoD)

Figura 7. Sequéncia dos primers senso (Primer_PtSRPf) e anti-senso (Primer_PtSRPr)
com sitios de restrigdo para as enzimas EcoR1 e Xhol. (Em preto= Bases adicionadas
para a ancoragem da enzima de restri¢cdo; em vermelho= sitios de restricdo das enzimas;
em azul= sequencia de anelamento complementar a regido 5’ ¢ 3’da ORF do Gene
PtSRP).

Figura 8. Fotodocumentagdo da eletroforese em gel de agarose 1%
TAE da amplificacdo em duplicata (PCR1 e PCR2) da ORF do gene
PtSRP completo com sitios de restricdo, onde observam-se
amplicons de 401pb. M= marcador molecular 1kbplus DNA Ladder
- Invitrogen®.
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O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose e
fotodocumentado (Figura 8). A direita do marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder -
Invitrogen®, observam-se, nos dois pogos, amplicons de aprox. 401pb referentes a ORF
do Gene PtSRP com os sitios de restricdo para as enzimas EcoR1 e Xhol.

Uma aliquota deste produto de PCR contendo o fragmento de 401pb foi clonado
em vetor comercial pJET1.2 da Fermentas®. Em seguida, a clonagem foi confirmada
através da realizacdo de PCR-coldnia onde foram obtidos 10 clones positivos (Figura
9). Como resultado foram obtidos amplicons de 401pb que confirmam a clonagem do

fragmento do PtSRR1 em vetor pJET 1.2, Fermentas®.
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Figura 9. Confirmacdo da clonagem do gene PtSRR1 de 401pb em vetor pJET 1.2 . M= marcador
molecular 1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®.

Apbs a realizacdo de Minipreparacdes dos clones positivos e extracdo dos
plasmideos recombinantes, estes foram sequenciados. A partir dos dados obtidos foi
possivel confirmar a fidelidade da sequéncia da ORF, bem como a preservacdo dos
sitios de restricdo para as enzimas EcoR1/Xhol (Figura 10) importantes nas etapas

subsequentes de clonagem.
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ACCGGAATTCATGATGTTCACGAAGTCTCTCATGTCCTCATTCTTCGCTCTCATGTCCCTCCTTGCACTGG

CGATGTCCGTGCCTCTCCAGAAACGAGATGTCTTCGTCCCCCCGGTCCTCGATCCTCACCAGGGGACCG

TCTGGTACGTTGGGCAACAAGCAGAAGTCGTCTGGGACACGAGTAACGCCCCTGCACAAATCACAAAT

TCAGAGGGACAGATTTATCTCGTCGTAAACAACCTCATCGATTTCGACTACTTGTTGGCAAATGATTTCA
ATATTCTCGATGGGAGTGTGATGGTCACAGTACCGGACGTGCCGACTGGCATTTATGCCATCGTCTTGT
TTGGTGATTCTGGTAACTTTAGCCAGAACTTCACCATCATAGCGCTCGAGCGGT

Figura 10. Resultado do sequenciamento do clone 04 ap6s edi¢do no ApE v 1.15. Legenda: A,C,T,G=
representam os nucleotideos, = Representam o par de primers desenhados para a
amplificacdo do gene PtSRP, em cinza= ORF do Gene PtSRP.

4.7 Clonagem da ORF do gene PtSRP em vetor de expressao pET21D(+)

Apbs a reacdo de digestdo utilizando-se as enzimas de restricdo EcoR1/Xhol
para a retirada do Gene PtSRP do vetor pJET1.2, o produto foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1% sendo o resultado observado em transluminador e
fotodocumentado (Figura 11). Como resultado, foram obtidos 2 fragmentos: o primeiro
de 5kb que correspondente ao vetor pJET1.2 e segundo o de ~401pb que corresponde ao
inserto. A banda do gel correspondente a ORF do Gene PtSRP foi cortada, purificada e

armazenada a -20°C.

Pt-103

PCR 1 PCR 2

I— W

Figura 11. Confirmacdo da clonagem do gene
PtSRP de 401pb em vetor pJET 1.2. M= marcador
molecular 1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®.
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ApoOs essa etapa, foi realizada a digestdo seriada do pET21D(+) inicialmente
com a enzima EcoR1 (Figura 12 A) e em seguida com a enzima Xhol(Figura 12 B). O
produto foi purificado e em seguida uma aliquota foi submetida a eletroforese em gel de
agarose, em tampao TAE 1X a 100V/ lhora. O resultado foi fotodocumentado (Figura
12 C) e se observou um amplicon de 5kb, correspondente ao vetor pET21D(+)

linearizado apds dupla digestao.

Figura 12. Digestdo do vetor PET21D(+) com a enzima EcoR1 (A) e digestdo do vetor
PET21D(+) com a enzima Xhol (B). Confirmacdo da digestdo dupla do vetor
PET21D(+)(C). M= marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®.

O vetor pET21D(+) digerido e purificado foi ligado ao fragmento de 401pb
correspondente a ORF do Gene PtSRP. Em seguida, este foi utilizado para transformar
células DH10B e os clones selecionados foram confirmados através de rea¢Ges de PCR-
col6nia (Figura 13). Foram obtidos amplicons de ~401pb que confirmam a clonagem
do fragmento PtSRP no vetor PET21D(+). Dos 10 clones selecinados, todos foram

positivos para esta técnica.
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Figura 13. Confirmacdo da clonagem do Gene PtSRP de 401pb em vetor pET21D(+). e
transformado em DH10B. M = marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®.

4.8 Expressdo em pequena escala da PtSRP em E. coli

Ao final do processo de expressdao em pequena escala da PtSRP em sistema
bacteriano foram visualizadas, no gel de eletroforese SDS-PAGE 15% poliacrilamida,
bandas correspondentes a proteina, no tamano de 16kDa, tanto na presenca ou auséncia
do indutor de expressdo: o IPTG. Nos controles negativos ndo se observou proteina no
tamanho correspondente (Colunas 1, 2 e 3). Como esperado, houve um aumento na
expressdo da PtSRP apos a adi¢do do IPTG na cultura liquida, como pode ser percebido

(Figura 14) nas colunas 6 e 7.

. —

Figura 14. Gel de eletroforese SDS-PAGE para visualizagdo da PtSRP, expressa em
sistema bacteriano. As bactérias transformadas foram crescidas em meio de cultura e
induzidas a expressar as respectivas proteinas recombinantes (em pequena escala), utilizando
IPTG. Os extratos bacterianos foram fracionados em gel 15% de poliacrilamida e
visualizados por coloragdo de azul de Coomassie. M: marcador de peso molecular Precision
Plus Dual Color — Biorad®, 1: BI-21 sem plasmideo, 2: BI-21 com vetor selvagem, 3: BI-21
Star (Invitrogen®) com outra proteina, 4: Clone 1 pré-inducdo, 5: Clone 2 pré-inducio, 6:
Clone 1 p6s-indugdo, 7: clone 2 pés-indugdo; (o): Fragdo correspondente a proteina PtSRP.
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4.9 Detecgdo da PtSRP por Western blot

A fim de confirmar a expressdao em pequena escala da PtSRP foi realizada a
téctica de Western blot utilizando anticorpos primarios capazes de reconhecer a cauda
de histidina da PtSRP. Apos a incubacdo da membrana com o anticorpo secundario e
revelacdo do filme, pela acdo da peroxidase que emite fluorescéncia, foi possivel ver a
marcacdo das amostras 3, 4, 5 e 6 na fracdo correspondente a PtSRP. N&o houve
marcacdo nos controles negativos: amostras 1 e 2 (Figura 15). Tanto na pré-inducéo
como na pos-inducdo também foi marcada proteina com peso molecular menor e isso se

deu provavelmente devido a degradacdo da PtSRP.

M M

-
1 2 ’ﬂ“’M—-e

Figura 15. Western blot da expressdo, em pequena escala, da PtSRP em sistema bacteriano. M:
marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®, 1: BI-21 sem plasmideo, 2: BI-21
com outro vetor, 3: Clone 1 pré-indugéo, 4: Clone 2 pré-inducdo, 5: Clone 1 p6s-indugdo, 6: clone 2
pos-indugdo; (0): Fragdo correspondente da proteina PtSRP.
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4.10 Purificacao da PtSRP em condicéo nativa

Confirmada a expresséo da PtSRP, em pequena escala, deu-se seguimento com
a expressao em larga escala e purificacdo da proteina PtSRP em condicdo nativa (neste
processo de purificacdo ndo foi utilizada a uréia). Alicotas das lavagens, eluicdes,
sobrenadante e resina final foram submetidas a gel de SDS-Page 15% de acrilamida. O
resultado demonstrou a presenga de proteinas com tamanho (kDa) correspondente a
PtSRP em maior intensidade no sedimento final, na 12 e 22 elui¢fes, bem como na resina
final. Um banda de intensidade fraca correspondente a PtSRP foi observada no

sobrenadante final além da 12, 22, 3? e 42 lavagens (Figura 16).

Figura 16. Gel de eletroforese da purificacdo da PtSRP em condigdo nativa. Observa-se neste gel de
15% de poliacrilamida, a purificacdo da PtSRP nas suas diferentes etapas, desde a inducdo até a 32
eluicdo. M: marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®; (O): Fracéo
correspondente da PtSRP purificada.

A Figura 17 mostra a quantificacdo da PtSRP purificada sem ureia. Esta
quantificacdo utilizou a analise comparativa da curva da diluicdo seriada de BSA para

estimar a quantidade de proteina presente na amostra.
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Figura 17. Quantificacdo estimada através da curva da dilui¢do seriada de BSA da
PtSRP purificada sob condicdo nativa. M: marcador de peso molecular Precision Plus
Dual Color — Biorad®, 12 Eluigdo: Elui¢do 1 da PtSRP purificada sem ureia; Dilui¢do
seriada de BSA: quantidades de BSA correspondentes de 2 a 0,125pg.

4.11 Expressdo em larga escala da PtSRP e sua purificacdo sob condicéo

desnaturante

A purificacdo da PtSRP com ureia demonstrou que grande quantidade da
proteina foi obtida nas eluicbes 1 e 2 e na lavagem 0, 1, 2, 3 e 4, bem como no
sobrenadante pds-resina. Nada foi observado na resina final, nem no sedimento. No
entanto, uma grande quantidade da PtSRP foi obtida na 12 e 22 eluigdes e nas lavagens 1,
2, 3 e 4 como mostra a Figura 18.

A Figura 19 mostra a quantificacdo da PtSRP purificada com ureia. Esta
quantificacdo utilizou a andlise comparativa da curva da diluicdo seriada de BSA para

estimar a quantidade de proteina presente.
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Figura 18. Gel de SDS-PAGE da purificacdo da PtSRP sob condicdo desnaturante. Observa-se neste gel
de 15% de acrilamida a purificacdo da PtSRP com ureia, nas suas diferentes etapas, desde o sedimento
inicial pos-sonicacdo até a 4* lavagem. M: marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color —
Biorad®; (0): Fracdo correspondente da PtSRP.

Figura 19. Quantificacdo estimada através da curva da dilui¢do seriada de BSA da PtSRP purificada em
condicdo desnaturante. M: marcador de peso molecular Precision Plus Dual Color — Biorad®. Dilui¢do
seriada de BSA: quantidades de BSA correspondentes de 2 a 0,125pg. Diluiggo seriada da PtSRP a partir
da diluicdi de 1:4 até 1:32.
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5. DISCUSSAO

As ectomicorrizas se formam pela diferenciagdo morfo-fisiologica de estruturas
e expressdo coordenada de inumeros genes regulados pela simbiose, sob acdo do
ambiente (SMITH & READ, 2008). Muitos desses genes sdo ainda de funcédo
desconhecida.

Um destes genes de fungdo desconhecida, inicialmente batizado de PtSRR1
(Pisolithus ticntorius symiosis related receptor 1) foi isolado parcialmente a partir da
interacdo entre Pisolithus tinctorius-Castanea sativa na fase pré-simbidtica, mais
especificamente entre 6-12 horas do contato (ACIOLI-SANTOS et al., 2009). Esta
sequéncia isolada da por¢do 3" do gene apresentou 432pb. Em trabalho complementar,
que focou na definicdo da porcdo 5° via RACE, foi obtido o fragmento restante
representado por 355pb, definindo putativamente o gene completo (PtSRP,_Pisolithus
tinctorius related protein) em 604pb (VIEIRA et al., 2012).

A determinacdo preliminar da regido codificante (ORF) de uma sequéncia
desconhecida é dada geralmente pela maior sequéncia codificante possivel naquela
molécula (intervalo entre um codon de iniciacdo e outro de terminagdo da transcricao),
visto que, dentro dos transcritos, podem existir potenciais cédons de iniciacdo (ATG
que define um aminodcido metionina na cadeia em construgdo) que poderdo estar
apenas atuando como partes estruturais da molécula. No presente trabalho, com a
sequéncia completa do PtSRP (604pb) foram encontradas as regifes nao traduziveis do
mensageiro (UTRs) além da sequéncia Kozak com variagcbes em trés nucleotideos -6
(©), -2 (A), -1(G) e 4 (A) se comparada a sequencia original (gcc Rcc AUG G),
confirmando as analises realizadas por Vieira et al. (2012).

Na comparagdo do gene seqienciado (cDNA), o fragmento de 604pb
correspondente ao gene PtSRP mostrou identidade (78%) com uma sequencia de
Pisolithus microcarpus (CB010071; PETER et al., 2003) em associagdo ectomicorrizica
com Eucalyptus globulus e uma identidade maior de 81% com outra sequencia de
cDNA de fungo a quatro dias da interacdo na ectomicorriza formada entre Pisolithus
tinctorius-Eucalyptus globulus (BF942674; VOIBLET et al., 2001). A sequencia de
636pb (contig dos fragmento RACE com a por¢ao 3’, da cosnrtucdo anterior) havia
apresentado identidade de 78 % para as duas comparacdes acima citadas (VIEIRA et al.,
2012).
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Adicionalmente, o estudo da comparacdo de sequéncias das contrucbes via
contig (636pb) com a obtida do sequenciamento direto (604pb) mostrou alteragcdes em
dois pontos: o primeiro na posicdo 291 C/T (transicdo) e outro na posi¢do 306 A/C
(transversdo). Esta ultima mudanca de base ocorreu na regido que compreende a ORF
mais provavel e acarretou alteracdo do residuo de aminoacido de numero 65, no qual
um serina foi alterada por uma treonina (VIEIRA et al., 2012). Além disso, foi
ivestigada a presenca de dominios de interesse biotecnoldgico dando-se énfase no
dominio RGD de ligacdo das integrinas (arginina - glicina — &cido aspartico), uma
proteina que tem sido relacionada a adesdo celular, caracteristica fundamental nos
estagios iniciais de formacdo de ectomicorrizas (RUOSLAHTI, 1996) e que ja foi
encontrada em algumas SRAPs (LAURANT et al., 1999).

A presenca deste dominio RGD no gene PtSRP estudado ndo constitui uma
condicdo obrigatoria, dado que outros genes presentes nos sistemas ectomicorrizicos
em formacdo ndo contém esse dominio (por exemplo, SC13 e SC25, NEHLS et al.,
1999; e Lbras, SUNDARAM et al., 2001). Nas demais analises como a predicdo de
estrutura secundaria e presenca de sitios de modificacdes poOs-traducionais, como
fosforilacdo e glicosilacdo, foram observados os mesmos achados da sequéncia anterior
(via contig): dois sitios de fosforilacdo da caseina-quinase Il (residuos 65-68, TNSE e
residuos 99-102, TVPD) e dois sitios de N-glicosilacdo (residuos 118-121, NFSQ e
residuos 122-125, NFTI) (VIEIRA et al., 2012).

Os resultados com a expressao em larga escala da PtSRP em sistema procarioto
mostrou que havia diferenca no peso molecular da PtSRP estimada por bioinformatica
(VIEIRA et al., 2012) e o peptidio obtido em sistema bacteriano. Nas analises
bioinformacionais o peptideo putativo teria um peso molecular de 13,969kDa ao passo
que no gel desnaturante de poliacrilamida 15%, o peso molecular da proteina expressa
in vivo foi de aproximadamnte 16kDa. Esse aumento no peso molecular da proteina
pode ser justificado pelo aumento de seis histidinas adicionados no momento da
clonagem em vetor de expressao.

A PtSRP foi entdo confirmada com as andlises de Western blot através de
marcacdo que utilizou anticorpos especificos para a cauda de histidina citada. Essa
estratégia de clonagem com uso da histidina ja foi utilizada em outras experimentacdes
e tem se mostrado uma ferramenta bastante eficiente em modelos experimentais
ectomicorrizicos (KIM et al., 1998, 1999; AGOSTINI et al., 2001).
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Pelo tamanho do peptideo expresso e das caracteristicas citadas, dois grandes
grupos de proteinas chamam a atengdo como tendo potencial relagdo com a PtSRP: (a)
as SRAP (Symbiosis Related Acid Proteins); transcritos para essas proteinas foram
descritos a dois dias do contato durante o processo de simbiose (VOIBLET et al., 2001;
DUPLESSIS et al., 2005; LAURENT et al., 1999) embora néo seja visto para 0 mesmo
periodo em que foram encontrados transcritos do PtSRP (ACIOLI-SANTOS et al.,
2009); (b) as hidrofobinas, por serem de pequena massa, possuirem natureza
hidrofobica e terem sido encontradas em diversar interacdes (TAGU et al., 1996;
ACIOLI-SANTOS et al., 2010)

Por tudo que foi observado e a partir da proteina PtSRP purificada, conclui-se
que esta podera ser utilizada na imunizacdo em animais com o objetivo de se obter
anticorpos anti-PtSRP e posterior utilizacdo desses anticorpos em testes de
imunolocalizacdo para a deteccdo desta proteina no fungo Pisolithus tinctorius. Esses
novos resultados da clonagem da ORF, expressdo e purificacdo da PtSRP trouxeram
novas pespectivas para o entendimento do seu real papel no desenvolvimento da

simbiose.
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6. CONCLUSOES

e O gene PtSRP amplificado de cDNA do fungo P. tinctorius apresentou uma
identidade significativa com sequéncia obtida pela formacdo de contig das ESTs
isoladas de biblioteca de cDNA (3") com a amplificada via RACE (5),
confirmando as predicGes anteriores;

e A ORF mais provavel foi clonada, sendo a proteina PtSRP capaz de ser
expressa em sistema procarioto e purificada via cromatografia de afinidade,

dados que confirmam, igualmente, as analises anteriores.
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CAPITULO IV

6. IMUNOLOCALIZACAO DA PtSRP NO FUNGO ECTOMICORRIZICO

Pisolithus tinctorius

Artigo a ser submetido ao periodico Current Microbiology.

RESUMO

Numa ectomicorriza 0 conhecimento acerca dos genes/proteinas envolvidos na
fase pré-simbiotica, periodo crucial para o completo desenvolvimento da simbiose,
ainda é escasso. Recentemente, o gene PtSRP (funcdo desconhecida) foi parcialmente
caracterizado in silico e teve sua expressdo confirmada em sistema bacteriano. O nosso
objetivo foi a confirmacdo da expressdo da PtSRP em micélio de P. tinctorius bem
como a observacao da sua localizacdo celular via imunolocalizacdo. Para tal, expressou-
se a PtSRP com uso do vetor pET21D(+) em sistema procarioto obtencdo de Ac
conformacionais e desnaturado anti-PtSRP, em coelhos da raca Oryctolagus curiculus,
imunizados em quatro pulsos/150ug da PtSRP. Apos a sangria total dos animais pre-
imunizados, cada soro foi coletado sendo os Ac purificados e testados quanto a sua
sensibilidade e especificidade no reconhecimento da PtSRP, via western blot. A partir
do microcultivo em lamia do P. tinctorius (meio MNM s6lido), o micélio foi submetido
aos testes de imunolocalizagdo de fluorescéncia e confocal. Para a marcagdo, foram
utilizados os Ac primarios conformacionais anti-PtSRP obtidos nos ensaios anteriores e
0 Ac secundario Alexa Fluor 488 nm Goat anti-rabbit IgG. Para o controle negativo, o
micélio foi incubado na auséncia do Ac primario anti-PtRSP. Em seguida o micélio foi
observado no microscopio de fluorescéncia Leica DMI 4000B/ objetiva de 63x e 0s
campos analisados de acordo com a dispersdo e morfologia das células, sendo as
imagens capturadas e digitalizadas pelo acoplamento de um computador a cdmera do
microscopio. Houve forte marcacdo da proteina PtSRP ao longo de toda a hifa e foi
observado que a PtSRP, especialmente na objetiva de 63X, encontrava-se localizada
principalmente na periferia da hifa, mais especificamente na regido correspondente a
parede celular/membrana. Esses dados reforcam as predi¢Oes realizadas anteriormente.
Na microscopia confocal as imagens adquiridas com a objetiva de 63x (laser 488nm)
em Oleo de imersdo sendo capturadas e digitalizadas através do acoplamento de
computador a camera do microscépio Leica, TCS SP2. Foram observados resultados
semelhantes aos da imunofluorescéncia convencional, sendo a PtSRP mais evidenciada
na periferia das hifas, inclusive no grampo de conexdo (estrutura tipica dos
Basidiomycota). Os dados reforcam o potencial dessa proteina em processos de
reconhecimento/manutencdo da simbiose P. tinctorius-C. sativa e sdo coincidentes com
localizagdo celular de proteinas fungicas envolvidas nos processos de
formagé&o/reconhecimento das ectomicorrizas, como as SRAPs e as hidrofobinas que
tém localizacdo membranar. Estudos adicionais como nocaute génico ou utilizacdo de
RNAs de interferéncia para o silenciamento/blogueio do gene PtSRP serdo
fundamentais na compreensdo do papel fisiologico da PtSRP na simbiose.

Palavras-chave: Expressao génica, fungos ectomicorrizicos, gene PtSRR1.
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IMMUNOLOCALIZATION OF THE PtSRP PROTEIN IN THE
ECTOMYCORRHIZAL FUNGUS Pisolithus tinctorius

ABSTRACT

In ectomycorrhiza, Knowledge about the genes/proteins involved in the pre-symbiotic
phase, crucial period for full development of symbiosis is still missing. Recently,
transcript of PtSRP gene (unknown function) has been in silico partially characterized
although its protein has not been identified in your original fungus Pisolithus tinctorius.
Our study was to observe the PtSRP locatlization in the P. tinctorius fungus in order to
confirm the computational data and better understand its participation in the pre-contact
phase interaction. To make this, the PtSRP was expressed in procaryotic system with
PET21D(+) vector in order to obtain conformational and desnatured antibodies anti-
PtSRP, in Oryctolagus curiculus rabbits species immunized with four pulses of 150ug
of the PtSRP. After the total bleeding, the serum was collected, and the antibodies
purified and tested for their sensitivity and specificity in recognition of PtSRP by
western blot. Then we performed the P. tinctorius microcultive with MNM solid culture
medium, and after one month of growth, the mycelium was submited to
immunolocalization and fluorescence confocal tests. The results showed strong labeling
of the protein PtSRP throughout the hyphae, including connection clamp (typical
structure of Basidiomycota). It was observed that PtSRP, especially in the 63x
objective, was located primarily in the periphery of hyphae, and more specifically the
region corresponding to the cell wall/membrane, which enhances the prediction data
obtained in previous analyzes indicated that membrane localization. In confocal
microscopy images were acquired in the plan fluor 63x 1.3 NA objective (oil
immersion). Similar results were observed with immunofluorescence, and the PtSRP
more evident at the periphery of the hyphae. These data are coinscidentes with some
fungal protein potentially involved in the recognition and formation processes of the
ectomycorrhizal, especially SRAPs and hydrophobins that have membrane localization.
Additional studies as gene knockout or interfering RNAs use or silencing of gene
expression lock PtSRP are essential in understanding the role of PtSRP at the beginning
and formation of symbiosis.

Keywords: gene expression, ectomycorrhizal fungi, PtSRR1.
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1. INTRODUCAO

A formagdo das ectomicorrizas se inicia com o reconhecimento dos parceiros
desta simbiose através da expressdo coordenada de genes e sintese de proteinas
especificos de fungos e plantas em associacdo (PETERSON et al., 2004).

As ectomicorrizinas s&o um grupo de proteinas fungica que chamam a atengéo
dos micorrizologistas por serem tidas como especificas da simbiose (HILBERT et al.,
1991). Além das ectomicorrizinas, outras proteinas ja foram descritas como
participantes desta interacdo: as hidrofobinas (TAGU et al., 2001; DUPLESSIS et al.,
2005; LE QUERE et al., 2005; ACIOLI-SANTOS et al., 2008) e as SRAPs (simbiosis
related acid protein) (LAURENT et al., 1999). Estas Ultimas sdo consideradas fortes
marcadoras do desenvolvimento da associacdo ectomicorrizica entre Pisolithus
tinctorius e Eucalyptus globulus (DUPLESSIS et al., 2005).

Com o advento das técnicas moleculares, muitos avancos foram alcan¢ados no
que se refere ao entendimento das vias de formacdo da simbiose (SMITH & READ,
2008), tendo sido possivel identificar a expressdo de centenas de genes ativados ou
reprimidos em determinada fase da associacdo (LE QUERE et al., 2005, COELHO et
al., 2010).

Muitos destes genes flangicos, de funcbes desconhecidas ou ESTs, foram
isolados de espécies como Suillus variegatus, Paxillus involutus, Tuber borchii,
Pisolithus microcarpus em diferentes combinaces simbioticas. Estes transcritos foram
funcionalmente relacionados a vérias atividades celulares, com destaque ao crescimento
e organizacao celular, morfogénese, metabolismo energético, sintese e interacdo de
proteina, transcricdo e regulacdo da traducdo, transporte de ios, aminoacidos e
peptideos, a sinalizacdo, proteinas de membrana, processamento de RNA/DNA e defesa
celular e apoptose (ACIOLI-SANTOS et al., 2010).

A fase pré-simbiotica, que representa o inicio da interacdo e tem importancia
fundamental na compatibilidade entre os micobiontes, tem sido pouco estudada. A partir
de uma biblioteca subtrativa de cDNAs foram identificados os genes diferencialmente
expressos (fase pré-simbidtica) na interacdo de Hydnangium sp. em presenca de raizes
de Eucalyptus grandis por exemplo. Estes genes codificavam para proteinas
relacionadas a metabolismos e energia, a transcricdo e a sintese de proteinas, a
comunicacgdo celular, transducéo de sinal, resposta ao stress, transposons, e as proteinas

relacionadas com a biogénese dos componentes celulares (COELHO et al., 2010).
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Noutro estudo envolvendo o sistema Pisolithus tinctorius-Castanea sativa
pesquisadores isolaram parcialmente um novo RNA mensageiro do fungo na fase de
pré-contato, num periodo de 12 horas da associacdo (ACIOLI-SANTOS et al., 2008).
Esse fragmento do gene foi chamado de PtSRR1 (ACIOLI-SANTOS et al., 2009) e,
apos obtengdo da sua porgdo 5’ restante, passou a ser referido como PtSRP (VIEIRA et
al., 2012).

Seguiu-se com o aprofundamento das anélises da ORF e sua proteina putativa.
As analises de predicdo revelaram que a proteina putativa PtSRP teria pequena massa,
cerca de 127 a.a com uma regido inicial hidrofobica transmembranar. Embora houvesse
indicios de que este gene estaria relacionado a ectomicorrizagdo, ndo foi encontrado
para 0 peptideo traduzido nenhum dominio conservado classico de proteinas
previamente caracterizadas nem de estrutura cristalizada similar em bancos de dados
(VIEIRA et al., 2012). Neste contexto, é de fundamental importancia a confirmacéo da
existéncia da PtSRP no fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius bem como a
definicdo de sua localizacdo celular com vistas a elucidagdo parcial do potencial papel

fisioldgico desta proteina no desenvolvimento da simbiose.
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2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Determinar a potencial localizacdo celular da proteina PtSRP no fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius através de ensaios de imunolocalizacdo e

relacionar os dados obtidos com o advento da simbiose.

2.3 Objetivos especificos

e Produzir e purificar os anticorpos especificos anti-PtSRP;
e Imunolocalizar a proteina PtSRP no fungo P. tinctorius;
eRelacionar os dados de localizacdo celular ao advento da ectomicorrizacao,

dando énfase a sua provavel fungéo na célula.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microcultivo em lamina do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Pt-103)

Neste experimento, o microcultivo foi utilizado para a obtencdo do micélio com
fins na utilizacdo da etapa de imunofluorescéncia descrita nos préximos topicos. Assim,
0 isolado Pt-103 foi previamente cultivado em placas de Petri (9cm de diametro)
contendo cada, 20 mL de meio solido Melin-Norkrans Modificado - MNM (MARX,
1969) em incubadoras B.0.D. a 25 + 1 °C, no escuro, por 1 més.

O sistema de microcultivo foi montado de acordo com Ribeiro & Soares (2000)
e Alcéntara et al. (2001). Cada placa de Petri recebeu um tubo em “U” e sobre cle foi
fixada uma lamina de microscopia (Figura 1). Com o auxilio de uma alca de platina
flambada foi cortado um disco de meio de cultura MNM sélido (5mm de diametro) e
colocado sobre a lamina. Em seguida foram retirados fragmentos de micélio do Pt-103
em placas de Petri (descrito anteriormente) e inoculados em quatro cantos do bloco de
agar. A seguir foi colocada uma laminula esterilizada sobre o bloco de &gar recém
semeado e um chumaco de algoddo hidréfilo umedecido com agua destilada esterilizada
foi iserido no sistema. As placas foram incubadas em BOD a 25 + 1 °C por um més para

que o fungo pudesse se desenvolver sobre a superficie da 1dmina e da laminula.

Laminula

‘ Bloco de agar

—» Lamina
Algoddo <+—
: Tubo em “U”

Figura 1. Esquema geral do microcultivo do isolado de Pisolithus tinctorius (Pt-103).

3.2 Expressao e purificacdo da PtSRP

No Capitulo 111 anterior foi realizada a clonagem da ORF do gene PtSRP e a

expressao em procarioto de sua proteina recombinante correspondente. Brevemente a
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ORF foi amplificada por PCR com o0 uso de iniciadores adicionados de sitios de
restricdo para as enzimas EcoR1 e Xhol a partir de amostras de cDNA do fungo
Pisolithus tinctorius. Os fragmentos foram clonados em vetor comercial pJETL1.2,
Fermentas® e a ORF subclonada em vetor de expressdo pET21D(+), previamente
tratado com as mesmas enzimas. Essa nova construcdo do vetor foi utilizada para
transformar bactérias de expressdo BL-21 star. A PtSRP foi expressa em larga escala
sob acdo do indutor IPTG a 0,1mM e purificada com e sem o uso de ureia. Foram
realizadas avaliacOes por western blot através da utilizacdo de anticorpos anti-histidina
que reconheceram a cauda de histidina presente na regido C-terminal das PtSRPs
purificadas. Estas permaneceram congeladas a -20°C para uso na etapa de imunizacao e
obtengdo de anticorpos anti-PtSRP descritas com mais detalhes no decorrer deste

capitulo.

3.3 Producédo de anticorpos policlonais anti-PtSRP com a PtSRP desnaturada e

nativa

Com o objetivo de identificar a PtSRP no fungo Pisolithus tinctorius, foram
produzidos dois tipos de anticorpos especificos anti-PTSRP: o0s anticorpos
conformacionais através da imunizacdo em animais com a proteina nativa e 0 outro com
uso da PtSRP desnaturada purificada com o uso da ureia. Antes de inicio dos
experimentos com os animais o projeto foi submetido ao Comité de Etica Animal —
CEUA da Fiocruz, o qual concedeu a licenca de autorizacdo de n° 33/2012. Foram
escolhidos 4 coelhos brancos sadios da espécie Oryctolagus curiculus (Figura 2 A),
mantidos no biotério do CPgAM/FIOCRUZ, com cerca de 4 meses de idade, sendo dois
para a producdo de anticorpos conformacionais e dois através da imunizagdo com a
proteina desnaturada. Foi realizada a sangria pré-imune na qual o volume de 5 mL de
sangue (puncao na orelha) foi coletado com a ajuda de uma seringa de isulina (Figura 2
B) e deixado a 4°C durante a noite para a coagulacdo. No dia seguinte, o material
coletado foi centrifugado por 10 min./ 2.095%g e o soro utilizado no controle pré-imune.

Para a producdo do 1° tipo de anticorpo (conformmacional) na primeira
imunizacdo, ~150 pg da proteina foram misturados com 200 pL de adjuvante de Freud
(Sigma®) na sua forma completa que ¢ um composto formado por uma emulsdo oleosa

em agua contendo micobactérias mortas pela acdo do calor ou componentes de sua

125



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

parede celular e € efetivo em potencializar resposta imune humoral e celular contra
imundgenos co-administrados (Figura 2 C). Em seguida essa mistura foi injetada nos
coelhos por via intramuscular (Figura 2 D). A segunda, a terceira a quarta imunizagdes
foram realizadas 15, 30 e 45 dias apds a primeira. Nessas trés tltimas foi administrado o
antigeno adicionado de 200p1 do adjuvante de Freud na sua forma incompleta (Sigma®)
sem a presenca de micobactérias. Sete dias apds a terceira imunizagdo forma coletadas
amostras de 5 ml de sangue dos coelhos (puncdo na orelha), para serem avaliadas as
quantidades de anticorpos presentes nos sangues coletados pelos métodos Western blot.
Apbs confirmacdo de anticorpos especificos for feita uma puncédo cardiaca nos coelhos
para a sangria total. O sangue colhido foi deixado a 4°C durante a noite e em seguida
centrifugado por 10 min./ 2.095%g. O soro foi aliquotado e acondicionado a -20°C para

uso posterior.

Figura 2. Imunizagdes para a obtencdo do aticorpo anti-PtSRP.
(A) Oryctolagus curiculus; (B) Coleta da sangria pré-imune; (C)
Maceragdo da PtSRP e (D) Imunizacdo da PtSRP.

Para a produgdo do 2° tipo de anticorpo (PtSRP desnaturada) na primeira
imunizacdo, ~150 pg da proteina foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE
acrilamida 15%. O gel foi corado com coomassie blue, revelado em solucéo descorante
sendo a regido contendo a proteinas alvo cortada com bisturi estéril. Os fragmentos do

gel contendo cerca de 150 pg da PtSRP foram macerados com 1.8 ml de tampéo PBS
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1X (Tampéo salina fosfato 0.15 M pH 7.2) e 200 pL de adjuvante de Freud na sua
forma completa (Sigma). Em seguida essa mistura foi injetada nos coelhos por via
intramuscular. A segunda, a terceira e a quarta imunizagdes foram realizadas 15, 30 e 45
dias apds a primeira. Nessas trés Gltimas foi administrado o antigeno adicionado de
200ul do adjuvante de Freud na sua forma incompleta (Sigma). Sete dias apds a terceira
imunizacdo forma coletadas amostras de 5 ml de sangue dos coelhos (puncgéo na orelha),
para serem avaliadas as quantidades de anticorpos presentes nos sangues coletados
pelos métodos Western blot. Apds confirmacao de anticorpos especificos for feita uma
puncdo cardiaca nos coelhos para a sangria total. O sangue colhido foi deixado a 4°C
durante a noite e em seguida centrifugado por 10 min./ 2.095xg. Uma aliquota deste
soro foi utilizado para a realizacdo de Western blot afim de testar a capacidade do
anticorpo produzido em reconhecer a PtSRP recombinante.

O soro bruto de cada sangria restante foi purificado, testado novamente por
Western blot e armazenado a -20°C para uso posterior na identificacdo da PtSRP no

fungo ectomicorrizico com a microscopia de imunofluorescéncia e confocal.

3.4 Deteccdo da proteina PtSRP por imunofluorescéncia e confocal

A partir do microcultivo em lamina, a laminula contendo o micélio foi removida
cuidadosamente a fim de manter preservadas as estruturas fungica e posta sobre uma
placa de Petri. Com o uso do pipetador, a amostra foi lavada por 2 vezes adicionando-se
1 ml de PBS 1X pH 7.2. Com 0 uso da pipeta o sobrenadante foi removido e em seguida
a amostra foi fixada com Paraformaldeido (PFA) 4% (Diluido em PBS pH 7.2) em T.A.
por 60 min. Seguidos de duas lavagens com PBS 1X pH 7.2. A amostra foi incubada a
com solucdo contendo TRITON X-100 a 0,01% por 30 min. e em seguida lavada por
duas vezes com PBS 1X pH 7.2. Nesta etapa, o micélio foi bloqueado com PBS 1X pH
7.2 + BSA 0,1% por 30 min. Em seguida a foi incubada por 1 hora a 37°C com o0 Ac
priméario em PBS 1X pH 7.2 (Diluicdo 1:50) e lavada com PBS 1X pH 7.2 por duas
vezes. A amostra foi incubada por 1 hora a 37°C com o Ac secundario (Alexa Fluor 488
Goat anti-rabbit IgG (H+L) (2mg/ml) cat.A11008 Lot.53980A, Invitrogen) em PBS 1X
pH 7.2 (Diluigéo de 1:10.000) e lavada com PBS 1X pH 7.2 por 2 vezes. Foi adicionado
uma gota de Glicerol - Tampé&o carbonato/bicarbonato (Glicerol 90%:Tampép 10%)

sobre uma laminula que, em seguida foi posta sobre a lamina e observada no

127



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

microscopio de fluorescéncia Leica DMI 4000B. Os campos analisados foram
escolhidos de acordo com a dispersdo e morfologia das células. Todas as imagens foram
adquiridas no plano 63x fluor 1.3 NA objetiva (em 6leo de imersdo) com laser 488nm.
As imagens foram capturadas e digitalizadas através do acoplamento de um computador
a camera digital do microscopio Leica DMI 4000B. Na microscopia confocal de
fluorescéncia foi utilizado o microscdpio da marca Leica, TCS SP2, na objetiva de 63x
(laser de 488 nm) em Oleo de imersdo. Os campos analisados foram escolhidos de
acordo com a dispersdo e morfologia das células sendo as imagens capturadas e
digitalizadas através do acoplamento de um computador a camera digital do

microscopio Leica, TCS SP2.
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4. RESULTADOS

4.1 Imunizacdo de coelhos e avaliacdo da producdo de anticorpos especificos

contra a PtSRP por Western blot

As proteinas PtSRPs purificadas foram utilizadas para imunizar coelhos sadios
num protocolo que segue quatro pulsos de imuniza¢do com 150ug/pulso da PtSRP, com
intervalos de 15 dias. Sete dias ap0s o quarto pulso, os coelhos foram sacrificados por
puncdo cardiaca e os soros policlonais obtidos a partir do sangue. Os anticorpos obtidos
foram avaliados contra a respectiva proteina recombinante que induziram a sua
producdo através de Western blot quanto a sensibilidade e especificidade (Figuras 3-6).
Como controle negativo da reacdo foram utilizados o cultivo de E. coli ndo
transformada e com o vetor fechado em meio LB liquido. Os extratos foram
ressuspendidos em tampédo 2X Laemmli desnaturante, fracionados em gel 15% de
poliacrilamida e transferidos para membrana de nitrocelulose. Apds o bloqueio das
membranas em solucdo 5% leite em 1X PBS-0.1%Tween, as membranas foram
incubadas com os anticorpos policlonais obtidos (1:2.000) em solucdo 1% leite em 1X
PBS / 0.1% Tween, 1 hora sob agitacéo, e lavadas 3X (10 minutos cada) em 1X PBS
/0.1% Tween. Em seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario
(1:10.000) anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (Jackson ImmunoResearch®), 1
hora sob agitacdo, lavadas 3 vezes e reveladas por quimiluminescéncia utilizando kit de
ECL (Amersham®).

Os nossos resultados revelaram que os anticorpos gerados contra a PtSRP
desnaturada foram capazes de reconhecer a respectiva PtSRP expressa em sistema de
expressao procarioto (Figura 3 e 4) nas diferentes concentragdes da proteina: (1) 100ng
da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4) 12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da
PtSRP. Como esperado, 0s anticorpos ndo marcaram as amostras controle na fragéo
correspondente (6) Bl-21 ndo transformada e (7) BI-21 com pET21D fechado. Na
comparagdo com o marcador de peso molecular Precision Plus DNA Ladder, Biorad foi
estimado o tamanho da PtSRP em 16kDa, tal como esperado.

Os anticorpos conformacionais, obtidos pela imunizagdo em coelhos com a
proteina nativa também foram capazes de marcar a PtSRP nas diferentes concentragdes
da mesma. No entanto, a revelacdo do Western blot ficou pouco definida como se
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houvesse ligacdo do anticorpo também com outras moléculas, ndo s6 com a PtSRP. Por
esta razdo, o0 soro contendo o0s anticorpos anti-PtSRP passou por um processo de

purificacdo antes da sua utilizacdo nos testes de imunofluorescéncia.

M M

“\“

~16kDa | M - -

Figura 3. Western Blot da avaliagdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina PtSRP
(sangria total do coelho 18). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus DNA Ladder
Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4) 12.5ng da PtSRP; (5)
6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo transformada; (7) BI-21 com pET21D fechado. A dilui¢do do
anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel 15% de
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por
western blot.
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Figura 4. Western Blot da avaliacdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a
proteina PtSRP (sangria total do coelho 19). Legenda: (M) Marcador molecular
Precision Plus DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3)
25ng da PtSRP; (4) 12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 néo
transformada; (7) BI-21 com pET21D fechado. A dilui¢do do anticorpo foi de 1:2.000.
As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western
blot.

Figura 5. Western Blot da avaliagdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a proteina
PtSRP (sangria total do coelho 20). Legenda: (M) Marcador molecular Precision Plus
DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3) 25ng da PtSRP; (4)
12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo transformada; (7) Bl-21 com
pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de 1:2.000. As amostras foram
fracionadas por eletroforese em gel 15% de poliacrilamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e depois foi revelado por western blot.
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Figura 6. Western blot da avaliagdo do anticorpo anti-PtSRP em reconhecer a
proteina PtSRP (sangria total do coelho 21). Legenda: (M) Marcador molecular
Precision Plus DNA Ladder Bio-rad; (1) 100ng da PtSRP; (2) 50ng da PtSRP; (3)
25ng da PtSRP; (4) 12.5ng da PtSRP; (5) 6.25ng da PtSRP; (6) BI-21 ndo
transformada; (7) Bl-21 com pET21D fechado. A diluicdo do anticorpo foi de
1:2.000. As amostras foram fracionadas por eletroforese em gel 15% de
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose e depois foi
revelado por western blot.

4.2 Imunolocalizagdo da PtSRP no fungo Pisolithus tinctorius através da

microscopia de fluorescéncia

Para esta etapa do experimento foi escolhido utilizar o anticorpo conformacional
gerado pela imunizagcdo em animais com a proteina nativa ja que haveria mais chances
deste anticorpo reconhecer a PtSRP in natura, no fungo P. tinctorius. As imagens
geradas pela captacdo da fluorescéncia, especialmente na objetiva de imersédo (630X),
demonstraram que a PtSRP estd presente em toda a extensdo do micélio de forma
abundante (Figura 7 B) ao contrario do controle negativo que foi incubado sem o
anticorpo primario anti-PtSRP (Figura 7 A). Nas demais imagens observa-se a
marcacdo da PtSRP nas regides periféricas da hifa (Figura 7 C e D) mais precisamente
da nas regides correspondentes a parede celular/membrana no fungo P. tinctorius.

132



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

Figura 7. Imunolocalizacdo da PtSRP por fluorescéncia no fungo Pisolithus tinctorius. (A) controle
negativo; (B) Plano focal geral do micélio; (C) Ampliacdo da imagem onde sdo observadas marcacfes
pontuais da PtSRP na regido periférica da hifa (indicadas por setas); (D) detalhe da marcacdo da PtSRP na
regido correspondente a membrana/parede celular (setas).

4.3 Imunolocalizagdo da PtSRP no fungo Pisolithus tinctorius através da

microscopia confocal de fluorescéncia

Na microscopia confocal de fluorescéncia ocorre a captacdo de imagens em
diferentes pontos os quais sdo depois sobrepostos, gerando imagens mais definidas e
aumentando a possibilidade de definicdo de localizagdo celular. Os resultados do
controle negativo (micélio incubado na auséncia do anticorpo anti-PtSRP) sdo
mostrados nas Figuras 8 A e B. Como esperado, ndo houve a marcagdo da PtSRP em
nenhum plano do controle negativo. Em contrapartida, nas Figuras 8 C e D vé-se a
amostra em plano focal geral do micélio com a marcagéo da PtSRP em toda extenséo da
hifa, inclusive no grampo de conexdo, estrutura tipica dos Basidiomycota (setas
brancas). Nas Figuras 8 E-F se tem a sobreposicdo de duas imagens. Nestas Gltimas
fica evidente a marcacdo da PtSRP ao longo de todo o micélio sendo observado maior
acumulo da PtSRP na regido periférica da hifa onde se localiza a parede celular e

membrana plasmatica, como indicado por setas pretas.
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Figura 8. Imunolocalizagdo da PtSRP no fungo Pisolithus tinctorius por microscopia confocal de
fluorescéncia. (A e B) controle negativo; (C e D) Plano focal geral do micélio com marcagdo da
PtSRP em toda extensdo da hifa inclusive no grampo de conexdo (setas brancas); (E e F) Imagens
sobrepostas nas quais sdo observadas marcacfes da PtSRP ao longo de todo o micélio com maior
acumulo nas regides da periferia da hifa, na regido correspondente a membrana/parede celular
(setas pretas).

134



Vieira, Helder, E.E. Clonagem e expressdo do Gene PtSRP, um potencial ...

5. DISCUSSAO

A ectomicorrizacdo é um processo que implica em transformagdes
morfofisioldgicas nos parceiros da interacdo e, para o completo desenvolvimento
mutualista, uma comunicacdo harmdnica deve ser iniciada antes mesmo do primeiro
contato e formacéo das estruturas tipicamente ectomicorrizicas como o manto e a rede
de Hartig (SMITH & READ, 2008). Sob esse aspecto, hd muito vem se buscando
entendimento funcional de genes/proteinas regulados ou que controlam a simbiose
ectomicorrizica, muito dos quais de funcdo desconhecida (ACIOLI-SANTOS et al.,
2010).

Alguns dos primeros genes estudados neste aspecto foram as ectomicorrizinas
(HILBERT & MARTIN, 1988). Esse grupo de polipeptideos acidos encontrados
exclusivamente em extratos da ectomicorriza formada por P. tinctorius-Eucalyptus
globulus foi identificado com expressdo diferenciada apds 12h da interacdo simbidtica
(HILBERT et al., 1991). As ectomicorrizinas também foram percebidas em outros
sistemas de interacdo (BURGESS et al., 1995; MARTIN et al., 2001) embora sejam
consideradas, por alguns pesquisadores, apenas artefatos das técnicas utilizadas
(GUTTEMBERGER & HAMPP, 1992).

Com o passar dos anos, entretanto, outros estudiosos demostraram modificagdes
nos transcritos de genes regulados pela simbiose em diversas interacBes. Isso abriu
novas pespectivas sobre o papel de proteinas cuja funcdo estivesse relacionada
potencialmente a simbiose (NEHLS et al., 1999; POLIDORI et al., 2002, COELHO et
al., 2010; ACIOLI-SANTOS et al., 2010).

Um desses genes, que vem sendo estudado, € o PtSRP, que teve sua ORF predita
(ACIOLI-SANTOS et al., 2009) e confirmada em tradalhos anteriores (VIEIRA et al.,
2012). A atencdo especial dedicada a este gene, em especial, se deve ao fato de ser
sobrexpresso na fase de pré-contato (entre 6-12h) entre P. tinctorius e C. sativa
(ACIOLI-SANTOS et al., 2008). Dado que difere fortemente do periodo de isolamento
das ectomicorrizinas descritas por HILBERT & MARTIN, (1988), e que nos leva a crer
que estas proteinas podem ter pouca relacdo com a PtSRP (VIEIRA et al., 2012).

Em trabalho anterior, foi realizada a clonagem da ORF do PtSRP (vetor de
expressao pET21D(+)) em sistema de expressdo em procarioto (E. coli, Cepa BL-21
Star). Desde entdo, esta proteina foi expressa, purificada e usada na obtecdo de

anticorpos policlonais atraves de imunizacdo em coelhos, para a realizagcdo de ensaisos
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de imunolocalizacdo. Nossos ensaios de inunolocalizacdo da PtSRP, via microscopia de
fluorescéncia e confocal em micélio de P. tinctorius crescido em micorcultivo,
revelarem que esta proteina encontra-se na porcdo periférica (mambrana/parece celular)
das hifas e em toda a extensao do micélio, inclusive na regido do grampo de conexao.

Esses dados remetem a outro grupo de proteinas muito estudado em
ectomicorrizas, por serem reguladas pela simbiose em sistemas com P. tinctorius: as
SRAPs (symbiosis regulated acid proteins), codificadas por parte de uma familia multi-
génica de proteinas de parede celular. Tal como observado para a PtSRP, as SRAPs
estdo presentes de forma abundante na superficie celular fungica e foram detectadas
através de vérias técnicas (inclusive imunolocalizacdo). Possivelmente, as SRAPs fazem
parte do sistema de adesdo célula-a-célula e agregacdo das hifas, sendo normalmente
identificadas na formacdo de ectomicorrizas entre P. tinctorius e E. globulus
(LAURENT et al., 1999). Transcritos deste gene foram citados no 4° dia do
desenvolvimento da simbiose entre P. microcarpus-E. globulus, expresséo que, segundo
alguns autores, serve como bom marcador da micorrizacdo. Embora esse padrdo de
expressao seja variavel dependendo, dos parceiros envolvidos, e ndo se tenha
encontrado registros desses mMRNASs para curtos intervalos de tempo (VOIBLET et al.,
2001; DUPLESSIS et al., 2005) como vistos para o gene PtSRP.

Outro dado interessante é definido pelas analises de hidrofobicidade da PtSRP,
que destacam sua regido inicial hidrofébica (VIEIRA et al., 2012) e remete para um
segundo grupo de proteinas isoladas também em fungos ectomicorrizicos: as
hidrofobinas. Assim como a PtSRP, esses peptideos possuem pequena massa, sendo
secretadas por fungos ou presentes nas paredes celulares das hifas, caracteristicas
importantes na sua interacdo entre 0s micobiontes e seus hospedeiros. Algumas
hidrofobinas do tipo 1 e 2 (ESTs hydPtl e hydPt2 e hydPt3) foram descritas como
sobrexpressas nos estadios iniciais da interacdo entre P. tinctorius-E. globulus (TAGU
et al., 1996, 2001, 2002), porém nenhum desses dados se mostrou compativel com o
tempo de 6-12 horas encontrado para a PtSRP. Duplessis et al. (2005) também
identificaram a sobrexpressao desses genes no fungo P. microcarpus com 0 mesmo
hospedeiro para o 4° dia de contato (hydPt2 e hydPt3), embora tenha-se visto repressdo
para a hidrofobina (tipo 3) até 12 dias de desenvolvimento. Esses dados s&o
contraditérios com a expressao de hidrofobinas em P. tinctorius associado a C. sativa.
mRNAs de homdlogos das hydPt2 e 3 que tiveram transcricdo fortemente reprimida as
12h de interagdo (ACIOLI-SANTOS et al., 2008).
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Esse aumento da expressdo tanto de hidrofobinas quanto das SRAPs nas fases
iniciais da formacdo de ectomicorrizas sugere importante participagdo em eventos
morfogenéticos relacionados com a adesdo as superficies radiculares (SMITH & READ,
2008) e talvez seja indicio do papel da PtSRP no desenvolvimento e formacdo da
simbiose. Recentemente, foi visto que na simbiose com Lacaria bicolor, varias
hidrofobinas podem formar uma subclasse de pequenas proteinas durantea formacéo da
interface simbiodtica com células de raiz. Em algumas linhagens de L. bicolor essas
proteinas pertencem a uma grande familia de genes (de 9 e 12 genes) de hidrofobinas de
Classe 1. O perfil de expressdo destes genes esta diretamente relacionado ao estadio de
vida, devido a suposta vantagem selectiva dada ao fungo na colonizacao de vasta gama
hospedeira (PLETT et al., 2012).

Na resposta do fungo ao estimulo do hospedeiro foi visto que o gene MiSSP7
(Mycorrhizal induced Small Secreted Protein 7) codifica uma proteina efetora de 68 a.a
indispensavel para o estabelecimento de mutualismo. A MiSSP7 é secretada por L.
bicolor apds a recepcédo dos sinais difusiveis a partir das raizes de plantas. Em seguida a
proteina € importada para dentro da célula vegetal por endocitose mediada pelo
fosfatidilinositol 3 fosfato, e encaminhada para o nucleo, onde altera o transcriptoma da
celula. Estudo dos dominios funcionais da MiSSP7 revelou a presenca do dominio
funcional RALG responsavel pela entrada na célula vegetal (complexado a outras
proteinas) (PLETT et al.,, 2011). Embora PtSRP seja possivelmente secretada pelo
fungo tal comoa a MiSSP7, a proteina de P. tinctorius ndo apresenta este dominio.

A obtencdo de anticorpos anti-PtSRP e a respectiva imunolocalizacdo da
proteina no fungo ectomicorrizico P. tinctorius abrem novas pespectivas no
entendimento da PtSRP no advento da simbiose. Faz-se necessario estudos adicionais
da PtSRP, como o silenciamento do gene, bloqueio por nocaute ou uso de iRNA,
estudos de imunoprecipitacdo e interacdo protéica para entendermos a real funcéo da
PtSRP no advento da simbiose.
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6. CONCLUSOES

e A imunizacdo de coelhos (Oryctolagus curiculus) com a PtSRP nativa e
desnaturada foi capaz de gerar resposta imunogénica eficaz, permitindo a
producéo de anticorpos policlonais anti-PTSRP;

e Os anticorpos anti-PtSRP da proteina purificada sob condicao nativa e
desnaturada foram capazes de reconhecer a proteina PtSRP pela técnica de
Western blot;

e Anticorpos conformacionais s&o eficazes na imunolocalizagio da PtSRP em
micélio de Pisolithus tinctorius por microscopia de fluorescéncia e confocal;

e A PtSRP é distribuida ao longo de toda a hifa de P. tinctorius, especialmente nas

regides periféricas da parede e/ou membrana célula.
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7. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Nas condicGes experimentais descritas neste trabalho foi possivel realizar
algumas etapas importantes para o estudo do novo gene PtSRP, sendo confirmado a sua
sequencia a partir de amostras de DNA do fungo P. tinctorius, feita a clonagem de sua
ORF mais provavel com expressdo e purificacdo de sua proteina PtSRP além da
imunolocalizagdo em micélio de P. tinctorius.

Os dados de microscopia de fluorescéncia e confocal, que indicaram a PtSRP na
regido periférica da hifa corroboram a hipdtese de que esta proteina seria membranar
e/ou de parede celular, sendo potencialmente relacionada a sinalizacdo/formacdo da
ectomicorriza nos estadios iniciais da interacdo. No entanto, ainda hd um longo caminho
a ser percorrido no entendimento definitivo da funcdo desta proteina durante a
associacdo do fungo com o hospedeiro. Estudos adicionais como 0 nocaute génico, 0
uso de RNA de interferéncia ou técnicas para o bloqueio e/ou silenciamento do gene
PtSRP sdo cruciais para desvendar a real funcdo desta proteina nas fases iniciais de

interacdo e formacdo da simbiose ectomicorrizica.
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