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RESUMO

A cultura da cana-de-agucar € de grande importancia para a economia global.
No entanto, enfrenta desafios como a doenca do carvdo da cana, causada pelo
fungo biotrofico Sporisorium scitamineum. Esse fungo interfere no desenvolvimento
da cana-de-agucar, especialmente durante a transicdo da fase vegetativa para a
reprodutiva, secretando moléculas efetoras que afetam as células do hospedeiro e
resultam na formacao de estruturas alongadas chamadas chicotes, um dos sintomas
caracteristicos da doenga. Estudos gendmicos e transcriptdbmicos tém ajudado a
compreender essas interagbes complexas, levando a identificagdo de genes que
codificam candidatos efetores (CEs), como o g67159. Um dos possiveis alvos deste
CE é o fator de transcricdao (FT) SPL13, que faz parte da familia squamosa-like e
regula a transicdo entre as fases vegetativa e reprodutiva das plantas. A interagao
entre o CE g5159 e o FT SPL13 de Arabidopsis thaliana foi validada por meio de
experimentos de expressao heterdloga. Este trabalho tem como objetivo analisar a
sequéncia e estrutura tridimensional da proteina CE g5159, avaliar sua interagao
com com o FT SPL13 de cana-de-agucar, induzir alteracbes com base na sua
estrutura e avaliar o efeito bioldgico in vivo das alteragdes realizadas por meio de
experimentos de supresséo de PTl e ETI.
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1. INTRODUGAO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp) € de grande importancia na
economia global, sendo utilizada para a produgdo de agucar, biocombustiveis,
bioplasticos e bioeletricidade (Waclawovsky et al., 2010). De acordo com a FAO, em
2021, a cana-de-agucar foi a terceira commodity mais produzida em todo o mundo,
sendo o Brasil o maior produtor, responsavel por cerca de 40% da producdo mundial
(FAOSTAT, 2021). No pais, o Estado de S&o Paulo se destaca sendo o maior
produtor nacional de cana-de-agucar (CONAB, 2024). Na safra de 2023/24, a
producao brasileira de cana-de-agucar atingiu cerca de 713,2 milhdes de toneladas,
com um crescimento de 16,8% em relacdo a safra de 2022/23, firmando um recorde
de produgdo da cultura, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) (CONAB, 2023; CONAB, 2024).

Contudo, essa cultura enfrenta diversos estresses bidticos e abidticos que
impactam sua produtividade e rendimento. Dentre eles estdo o estresse hidrico,
baixas temperaturas, ataques de insetos e diferentes tipos de patégenos (Ferreira et
al., 2017; Rajput et al., 2021; Manimekalai; Suresh; Singaravelu, 2022;
Sanchez-Elordi et al., 2020). E importante destacar que os patégenos causam
impactos significativos a cultura, capazes de reduzir drasticamente a produtividade
e, dentre eles, os fungos sédo os causadores de doengas mais comuns (Rajput et al.,
2022).

O carvao da cana-de-agucar € uma doenga causada pelo fungo biotrofico
Sporisorium scitamineum (Syd.) (Piepenbring et al., 2002) (Syn: Ustilago scitaminea
H. and P. Sydow) pertencente ao filo Basidiomycota e a ordem Ustilaginales, sendo
considerada uma das doengas mais prevalentes e que mais causam prejuizos a
cultura (Monteiro-Vitorello et al., 2018; Agisha et al., 2022). As perdas de produgéo

causadas por essa doenca variam entre 12% a 75% em variedades suscetiveis,



podendo levar até a perda total da cultura se combinado com os fatores ambientais
que favorecem a infecgao (Rajput et al., 2021).

Assim como em outros fungos do carvédo, sua principal caracteristica é a
capacidade de influenciar a reproducdo das plantas infectadas e a formar
numerosos telidsporos pretos a partir dos tecidos meristematicos do hospedeiro
(Zuo et al., 2019).

O fungo S. scitamineum infecta as plantas penetrando os tecidos
meristematicos das gemas, resultando em danos diversos, como o
comprometimento da germinagao, redu¢ao na espessura dos colmos, diminui¢do no
crescimento, queda da produtividade, folhas mais estreitas, redu¢cado no conteudo de
acucar e aumento do tecido fibroso. No entanto, sua principal caracteristica € a
formagdo de estruturas alongadas a partir do meristema apical denominadas
chicotes. Esses chicotes sédo as estruturas de reprodugéo do fungo, compostas por
tecidos tanto da planta quanto do fungo, onde sdo produzidos os teliGsporos
(Comstock; Lentini, 2005; Sundar et al., 2012; Marques et al., 2016; Rajput et al.,
2021).

As interagdes moleculares entre cana-de-agucar e S. scitamineum sao
elucidadas por meio de diferentes tecnologias, como gendmica, transcriptdmica,
protedbmica e metabolémica (Ling et al., 2021). O genoma completo do isolado
brasileiro SSC39B de S. scitamineum foi sequenciado e montado a nivel
cromossOmico teldbmero-a-teldbmero (Taniguti et al., 2015). A partir do perfil
transcricional da interagdo planta-patégeno do patossistema cana-de-agucar-S.
scitamineum, Taniguti et al. (2015) identificaram cerca de 70 genes candidatos a

efetores (CEs), que codificam moléculas secretadas que podem auxiliam na



manipulacdo do metabolismo do hospedeiro para permitir a infeccdo e
estabelecimento do patogeno.

Para estudos de proteinas, diferentes abordagens computacionais vém sendo
empregadas para ampliar o conhecimento sobre a estrutura e fungdo dessas
moléculas. Dentre essas ferramentas o software AlphaFold 2 vem se destacando,
gerando previsdes precisas de estruturas de proteinas individuais por meio de
alinhamentos multiplos de sequéncias e redes neurais (Jumper et al., 2021). Além
disso, o AlphaFold-Multimer, uma versdo adaptada, foi treinado especificamente
para modelar complexos de proteinas (Evans et al., 2021). Os resultados obtidos
dessas ferramentas sao promissores e podem ser utilizados para a compreensao da
interacdo entre proteinas, identificagdo de regides de interagdo e orientar estudos
funcionais mais aprofundados e assertivos.

2. JUSTIFICATIVA

O Brasil € um dos maiores produtores de cana-de-acucar do mundo. No
entanto, essa posicdo de destaque também nos expde consideravelmente aos
impactos causados pelo fungo S. scitamineum, que afeta drasticamente a produgéo
de cana-de-agucar. Uma das abordagens mais eficientes para o controle de doengas
fungicas € a selegcdo de gendtipos de plantas resistentes a esses patdgenos.
Portanto, € de grande importancia ter um amplo e aprofundado conhecimento do
patossistema de cana-de-agucar e carvdo a nivel molecular, essencial para
elaboragao de estratégias de combate do fungo e melhoramento da cultura.

Neste contexto, nosso Grupo de Gendmica tem se aprofundado em
pesquisas para desvendar diferentes aspectos desse patossistema complexo. O CE
g5159, inicialmente identificado por Taniguti et al. (2015), tem sido escolhido como o

foco deste projeto devido aos resultados promissores apresentados em trabalhos



anteriores, que sugerem a possibilidade de que ele desempenhe o papel de efetor
nesse patossistema. Um desses estudos, conduzido por Teixeira-Silva et al. (2020),
analisou a expressédo do CE g5159 e outros CEs em variedades de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a doenga do carvdo. Em ambas as variedades, o gene
95159 mostrou-se expresso, em 72 horas apos a inoculagao (hai) nas variedades
resistentes e em 5 dias apds a inoculagdo (dai) em variedades suscetiveis. Nesse
mesmo estudo, foi observado que o CE g5159 foi capaz de suprimir a imunidade
desencadeada por efetores (ETI, do inglés “Effector-triggered immunity”) em folhas
de Nicotiana benthamiana.

Adicionalmente, outro estudo, realizado por Maia et al. (2022), evidenciou a
capacidade do CE g5159 de suprimir a imunidade desencadeada por PAMP (PTI, do
inglés “PAMP-triggered immunity”). Os sistemas PTl e ETI fazem parte do sistema
imunoldgico inato das plantas, atuando em conjunto na detecgcédo e resposta a
diferentes tipos de ataques de origem bidtica ao hospedeiro (Yuan et al., 2021).
Diante desse conjunto de evidéncias, o CE g5159 surge como um candidato
promissor para estudos a fim de entender seu papel na progressédo da doenca.

Quanto as suas caracteristicas estruturais, Teixeira-Silva et al. (2020)
identificaram que a extremidade N-terminal do CE g5159 apresenta uma regiéo
desordenada. Corroborando com esse achado, Batista (2023), por meio de
modelagem tridimensionais utilizando o software AlphaFold 2, identificou uma regido
de desordem N-terminal e, adicionalmente, uma C-terminal.

Regides protéicas intrinsecamente desordenadas (IDRs) sdo segmentos de
aminoacidos em proteinas que ndo possuem uma estrutura tridimensional definida,
capazes de conferir plasticidade e versatilidade a elas, permitindo que assumam

diferentes conformacdes estruturais, dependentes das condi¢bes do meio e das



interagbes com outras moléculas (Dobrev et al., 2018). IDRs tém se mostrado
comuns em proteinas efetores, podendo conferir vantagens evolutivas aos
patdgenos na batalha armamentista entre eles e as plantas. Essas vantagens estéo
associadas a translocacao dessas moléculas e a evasao do sistema imune inato das
plantas (Marin; Uversky; Ott, 2013). As IDRs também apresentam uma evolugao
mais rapida em suas sequéncias, o que dificulta a evolu¢do de moléculas da planta
capazes de identifica-las, além de poderem agir como escudos que protegem as
estruturas centrais dos efetores contra a identificagdo pelos receptores imunoldgicos
das plantas (Seong; Krasileva, 2023).

Quanto a sua atividade dentro da célula hospedeira, o CE g5159 foi utilizado
como isca em experimentos de duplo-hibrido em leveduras, buscando moléculas
com as quais esse CE interage em uma ampla biblioteca cDNA, feita a partir de
folhnas de A. thaliana expostas a diversas condicbes de estresse, como presa
(Matiolli; Melotto, 2018). Esses experimentos revelaram a interagdo entre o CE
g5159 de S. scitamineum e o fator de transcri¢ao (FT) SPL13 da familia Squamosa
Promoter Binding Protein-Like (SPL) de A. thaliana (Monteiro-Vitorello, trabalho em
andamento), que atua na regulacdo de genes ligados ao meristema floral e na
mudancga da fase vegetativa para a fase reprodutiva (Yamaguchi et al., 2009). O
patossistema A. thaliana-S. scitamineum vem sendo estabelecido como um modelo
para o estudo da interagdo cana-de-agucar-S. scitamineum, uma vez que o genotipo
altamente poliploide de cana-de-agucar dificulta os estudos moleculares e analises
funcionais dessa interacédo (Marrafon-Silva et al., 2023).

A interacdo entre o FT SPL13 de A. thaliana e o CE g5159 de S. scitamineum
foi novamente observada em experimentos de Complementagao por Fluorescéncia

Bimolecular (BiFC) e expressao transiente em folhas de N. benthamiana (Mendes,



2022), no qual ela ocorreu no citoplasma das células. Esses resultados trouxeram
novos questionamentos sobre as regides especificas envolvidas na interagéo e os
motivos pelos quais o FT ficou retido no citoplasma, ndo sendo mais direcionado ao
nucleo. Desvendar os mecanismos dessa interagdo pode ser de grande importancia
para elucidar o processo de formagao do chicote durante a doenca em detrimento do
desenvolvimento natural das flores da planta.

Nesse sentido, este projeto visa expandir o conhecimento sobre o CE g5159,
por meio de estudos funcionais para analisar sua interacdo com o FT SPL13 da
cana-de-agucar, identificar possiveis regides de interacdo entre essas duas
proteinas e avaliar a resposta da planta em experimentos de supressao de ETl e PTI
com CE g5159 mutado, removendo as regides de desordem. Esses esforgos sdo de
grande relevancia, pois buscam contribuir para a caracterizagdo do CE g5159 como
um efetor definitivo, em um cenario em que o numero de efetores de S. scitamineum
identificados e descritos até o momento é limitado.

3. HIPOTESE

A hipotese do projeto é de que o fator de transcrigdo de cana-de-agucar
identificado como SPL13 interage com o candidato a efetor g5159 de S.
scitamineum. Além disso, propde-se que a remocgao das regides desordenadas
N-terminal e C-terminal do CE g5159 interferem na atividade de supressao de PTl e
ETI da molécula em experimentos heterdlogos.

4. OBJETIVOS

Os objetivos do projeto s&o: analisar a interagao entre a proteina SPL13 de
cana-de-agucar e o CE g5159 do fungo S. scitamineum; identificar possiveis regides
de contato entre eles por meio de analises in silico; obter uma sequéncia mutante do

CE g5159 sem as regides desordenadas para avaliar a atividade de supressao da



resposta imune (PTl e ETI), de acordo com Maia et al. (2022). Com isso, espera-se
elucidar a fungédo do CE g5159 do fungo na modulagao da resposta imune da planta
contra S. scitamineum e a confirmar a sua interagcdo com um fator de transcrigao
relacionado a transicéo floral.
4.1. Objetivos especificos
- Clonar a sequéncia de SPL13 de cana-de-acucar previamente identificada em
Mendes (2022);
- Realizar a predicao da estrutura 3D das proteinas envolvidas na interacio e
identificar regides em potencial de contato alvo para mutagdes;
- Produzir uma sequéncia do gene g5759 mutante sem as regides
desordenadas identificadas utilizando PCR;
- Obter constru¢cdes em vetores com a sequéncia do CE g5159 mutante;
- Realizar experimentos de interagcdo entre as proteinas SPL13 e CE g5159
integro através do sistema duplo-hibrido em leveduras;
- Realizar experimentos para determinar supressédo de ETI e PTI utilizando o
CE g5159 mutante, conforme Maia et al. (2022).
5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Anadlise das Sequéncias Alvo
Para realizar a caracterizagéo geral do gene SPL13 de cana-de-agucar, serao
utilizados bancos de dados como UniProt e InterPro para identificar seus dominios,
tamanho da sequéncia génica, proteina, cDNA e CDS. Além disso, ferramentas do
NCBI, como o BLAST, serdo empregadas para realizar alinhamentos entre diferentes
sequéncias. Posteriormente, os primers necessarios serdo desenhados utilizando o
software Primer3 (Rozen; Skaletsky, 2000) e Primer-Blast. Para garantir a qualidade

dos primers em relagdo a pareamentos indesejaveis, como a formagao de dimeros
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(self-dimer ou cross-dimer) e de algas (hairpins), sera utilizado o software NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/). Além disso, os primers para amplificagao
do gene do CE g5159 integro e truncado serdo desenhados seguindo os mesmos
parametros estabelecidos, com base nos resultados de modelagem 3D obtidos a
partir do software AlphaFold e sua implementagédo no ColabFold (Mirdita et al., 2022)
e do AlphaFold-Multimer (Evans et al., 2021). Todos os primers terdo sequéncias
adicionais necessarias para a clonagem direcional nos vetores.

5.2. Material Biolégico

Os teliosporos do isolado S. scitamineum SSCO04 (Benevenuto et al., 2016),
disponiveis no "Laboratorio de Genética de Microrganismos Joéo Lucio de Azevedo"
da Universidade de S&o Paulo - campus Piracicaba (ESALQ), serédo inoculados nas
gemas de cana-de-acucar da variedade IAC66-6, que serdo obtidas na area
experimental do Departamento de Genética da ESALQ/USP. Apds 72 hai, amostras
serdo coletadas para a extracdo de RNA total, seguindo o protocolo descrito por
Teixeira-Silva et al. (2020). O RNA total extraido sera convertido em cDNA para a
amplificagdo do gene do SPL13 de cana-de-agucar, do CE g5159 integro e truncado.

Para os experimentos de duplo-hibrido, serdo utilizadas células de levedura
MaV203 disponiveis no kit ProQuest™ Two-Hybrid System with Gateway™
Technology (Invitrogen™).

Para o experimento de supressao da resposta imune, seréo utilizadas plantas
de N. benthamiana de 4 a 5 semanas de idade, com sementes armazenadas a 5°C
e em silica para evitar a germinagdo no estoque. Serdo utilizadas bactérias
Pseudomonas fluorescens cepa EtHANn, Escherichia coli cepa HB101, E. coli cepa

DH5a e Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, também disponiveis no
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"Laboratério de Genética de Microrganismos Jodo Lucio de Azevedo" da
Universidade de Sdo Paulo - campus Piracicaba (ESALQ).
5.3. Extragao de RNA de cana-de-agucar

A extracao de RNA total das cana-de-acucar inoculadas com S. scitamineum
sera realizada utilizando o reagente Trizol® (Ambion by life Technologies™),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para a purificagdo da extracéo,
sera utilizado o kit de purificagdo PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™) e as
amostras serdo, posteriormente, tratadas com DNase (Sigma Aldrich™). A qualidade
da extragdo sera avaliada em uma eletroforese em gel de agarose (1%) e pelo pelo
espectrofotdometro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific).
5.4. Sintese de cDNA e Amplificagcao dos Genes Alvos

Para a sintese de cDNA, sera utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega), seguindo as instrugdes descritas pelo fabricante. A amplificagéo
dos genes alvo sera conduzida utilizando o kit KAPA HiFi HotStart PCR (Kapa
Biosystems), também de acordo com as instru¢bes do fabricante. Os tamanhos
corretos dos produtos de PCR seréo verificados por eletroforese em gel de agarose
(1%) e, em seguida, purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). A concentracdo das amostras sera avaliada utilizando o
espectrofotbmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific).
5.5 Clonagens e confirmagoes de construcao

Os amplicons do gene do FT SPL13 de cana-de-agucar e do CE g5159
integro sera clonado no vetor comercial pPENTR™/D-TOPO™ (Thermo Fisher
Scientific). Em seguida, as construgbes contendo o gene do SPL13 e do CE g5159
integro serao recombinadas nos vetores pDEST32 (formando o vetor isca pEXP32)

e pDEST22 (formando o vetor presa pEXP22), utilizando as enzimas Gateway® LR
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Clonase® Il (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instru¢gées do fabricante.
Essas construcdes serdo utilizadas para o experimento de duplo-hibrido em
leveduras.

O amplicon do gene do CE g5159 truncado, sem as sequéncias que
codificam as regides de desordem sera clonado no vetor pPDONR221 (Thermo Fisher
Scientific), utilizando as enzimas Gateway® BP Clonase® Il (Thermo Fisher
Scientific). Apos isso, essa construgdo sera recombinada com o vetor pEDV6 (Maia
et al. 2017) utilizando as enzimas Gateway® LR Clonase® Il e sera utilizada para a
realizacao dos experimentos de supressao de ETl e PTI.

Todos vetores recombinantes serdo transformados em células de E. coli
DH5a quimicamente competentes. Eles serdo extraidos e purificados em coluna a
partir de colénias isoladas e cultivadas overnight a 250 rpm e 37°C, de acordo com
as instrugdes provenientes do kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific). As insergdes corretas das construgdes serdo verificadas por digestao
com enzimas de restricdo e sequenciamento.

5.5 Experimentos de Duplo-hibrido em leveduras

Com a utilizagdo do kit ProQuest™ Two-Hybrid System with Gateway™
Technology (Invitrogen™), células de levedura MaV203 competentes seréo
transformadas por meio de choque térmico com as construgdes finais pEXP32 e
pEXP22 obtidas. O experimento para a verificagcdo da interagdo e analise dos
resultados serdo realizados seguindo as instru¢des disponibilizadas no kit utilizado.
5.6 Experimentos de supressao de PTl e ETI

Para os experimentos de supressao de PTIl e ETI, E. coli DH5a sera utilizada
para a propagacdo da pEDV6::g57159 mutante. A construcao sera transferida para

Pseudomonas fluorescens cepa EtHAn (Upadhyaya et al. 2014) por meio de um
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cruzamento triparental padrdo, usando E. coli HB101 (pRK2013) como cepa auxiliar
(Maia et al. 2017). As células transconjugadas de P fluorescens EtHAn seréo
selecionadas em meio solido Luria-Bertani (LB) contendo gentamicina e
cloranfenicol.

A supressao de PTI induzida por P. fluorescens EtHAn em N. benthamiana
sera realizada conforme descrito por Maia et al. (2022). Suspensdes de P.
fluorescens EtHANn que expressam a constru¢do pEDV6::g5759 mutante e os
controles negativos serdo infiltrados em folhas de N. benthamiana usando uma
seringa. O desenvolvimento de PTI sera monitorado ao longo de 7 horas. Apds esse
periodo, uma solugao de P. syringae pv. tomato DC3000 serd infiltrada em uma area
sobreposta. Apos 3 dias, o colapso do tecido na regido de sobreposigdo sera
avaliado. A supressédo de PTI sera estimada analisando a porcentagem de folhas
infiltradas que exibem uma reagdo de hipersensibilidade (HR) induzida pela P.
syringae pv. tomato DC3000 em trés experimentos independentes, com oito
repeticdes bioldgicas cada.

Para verificar se o CE g5159 mutante é capaz de suprimir as respostas de
ETI, sera utilizado um ensaio com base na reagcdo da morte celular induzida por
AvrB (Teixeira-Silva et al., 2020). Suspensdes bacterianas de P. fluorescens EtHAN
expressando a construgdao pVSP6::AvrB (Innes et al. 1993) e P. fluorescens EtHAN
expressando a construcdo pEDV6::g5759 mutante serdao misturadas e infiltradas em
folhas de N. benthamiana, utilizando uma seringa. Como controles negativos, serado
utilizadas co-infiltragbes de P. fluorescens EtHAn contendo pVSPG6::AvrB e P.
fluorescens EtHANn contendo pEDV6 vazio. A supressao de ETI sera inferida quando
o CE g5159 mutante suprimir ou atenuar o colapso do tecido em mais de 50% das

folhas co-infiltradas.
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6. CRONOGRAMA

1 o 20 30 40 50 60

Atividades n o n . n .
més més més més més més

Analise das sequéncias,
desenho de primers, predigao X
das estruturas 3D e interacdes

Extracao RNA, sintese de cDNA;
amplificagdo dos genes alvos

Construcéo do vetores X X

Experimentos para determinar
supressao de ETl e PTI,

Experimento de duplo-hibrido em
levedura

Analise de dados X X
Escrita do TCC

Apresentacgao e entrega do TCC

Este projeto é financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) no processo 2023/13701-9.
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