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RESUMO

Phytophthora cinnamomi € um Oomiceta diploide que vive no solo e é o causador da morte de iniumeras plantas em todo
o mundo. Em Portugal a producao de castanheiro europeu encontra-se sobretudo na regiao norte onde mais de 80%
esta concentrada principalmente na regido de Tras-os-Montes, tornando-se uma fonte econémica muito valiosa para a
regido. A doenca da tinta do castanheiro europeu é uma patologia causada principalmente por P. cinnamomi e representa
uma ameaca para a preservagao do castanheiro europeu (Castanea sativa Miller). O principal objetivo deste trabalho
¢ a identificacdo de genes que expressam proteinas relacionadas com o metabolismo fundamental de P. cinnamomi,
através da utilizagao de ferramentas bioinformaticas. O genoma deste microrganismo encontra-se depositado na base
de dados biologicos NCBI (National Center for Biotechnology Information) e através das sequéncias desse genoma
foram identificadas as ORFs (open reading frames - fases de leitura aberta) que codifiquem para proteinas associadas
ao metabolismo fundamental. Com ferramentas bioinformaticas conseguimos ainda predizer a localizagao subcelular,
a estrutura tridimensional, as caracteristicas fisico-quimicas e a caracteriza¢ao dos dominios dessas proteinas.

Palavras-chave: Phytophthora cinnamomi, Bases de dados, Metabolismo fundamental, Bioinformatica.

ABSTRACT

Phytophthora cinnamomi is a diploid Oomycete that lives in the soil and is the cause of the death of countless plants
worldwide. In Portugal the production of European chestnut is found mainly in the northern region where more than
80% is concentrated mainly in the region of Tras-os-Montes, making it a very valuable economic source for the region.
European chestnut ink disease is a pathology caused mainly by P. cinnamomi and poses a threat to the preservation
of chestnut (Castanea sativa Miller). The main objective of this work is the identification of genes that express proteins
related to the fundamental metabolism of P. cinnamomi, using bioinformatics tools. The genome of this microorganism is
deposited in the biological database NCBI (National Center for Biotechnology Information) and through the sequences
of this genome, ORFs (open reading frames) that code for proteins associated with fundamental metabolism were
identified. With bioinformatics tools we can also predict the subcellular location, the three-dimensional structure, the
physical-chemical characteristics and the characterization of the domains of these proteins.
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INTRODUCAO

Phytophthora cinnamomi é um organismo da clas-
se Oomiceta que esta associado a grandes perdas
econdmicas devido ao seu caracter fitopatogénico.
E um dos parasitas de plantas mais devastadores
conhecidos. Possui uma ampla distribuigdo a ni-
vel global e uma grande variedade de hospedei-
ros (Burgess et al.,, 2017). Além de causar perdas
economicas substanciais na agricultura, silvicultu-
ra e horticultura, P. cinnamomi causa um enorme
impacto nos ecossistemas naturais e na biodiver-
sidade. Muitos estudos tém sido feitos ao nivel do
impacto que este organismo invasor tem na agri-
cultura e nos ecossistemas através do reconheci-
mento de elementos génicos associados a infegao
causada por P. cinnamomi (Zentmyer, 1980; Har-
dham, 2005). Neste trabalho o objetivo principal
€ a analise e caracterizacao de sequéncias deposi-
tadas em bancos de dados que codifiquem protei-
nas do metabolismo fundamental de P. cinnamomi.
Os objetivos especificos desta pesquisa focam-se
na utilizacdo de ferramentas bioinformaticas a
fim de obter informagoes relevantes sobre a loca-
lizagdo subcelular, caracteristicas fisico-quimicas e
da estrutura 3D de proteinas expressas por genes
de P. cinnamomi. E de fundamental importancia
a interpretacdo de informacdo bioldgica para
a classificacdo e associacdo de caracteristicas
distintivas em todos os dominios da vida.
Entende-se como metabolismo fundamental um
variadissimo conjunto de reagdes que de alguma
forma sdo comuns a todas as formas de vida. Estas
reagOes responsaveis pelos processos de sintese e
degradagao dos nutrientes na célula, permitindo
o crescimento e reprodugao das células, permite-
-nos compreender quais sao respostas deste orga-
nismo as mudangas de ambiente para que possam
ser desenvolvidas abordagens mais precisas no
controle epidemia tao devastadora provocada pe-
lo Oomiceta P. cinnamomi (Reeves, 1974; Ebenhoh,
2001; de Andrade Lourenco et al., 2020). A maioria
das estruturas que compdem os seres vivos € fa-
bricada a partir de trés classes basicas de molécu-
las: aminoacidos, glicidos e lipidos. O metabolismo
concentra-se na sintese destas moléculas ou na sua
degradacao para uso como fonte de energia e for-
magao das estruturas celulares. Muitos compostos
bioquimicos podem ser ligados entre si formando
polimeros, como o DNA e proteinas (Devine et al.,
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1948). Estas macromoléculas sao parte essencial
de todos os organismos vivos. Para a correta ca-
racterizacdo da funcdo de um determinado gene
sao usadas ferramentas bioinformaticas de analise
de sequéncias gendémicas de modo a inferir a sua
fungdo relacionando o grau de homologia entre se-
quéncias, os seus dominios e familias com o pro-
duto proteico originado. Embora se conhega muito
sobre o processo de infe¢ao e o desenvolvimento
da doenga da tinta provocada por P. cinnamomi o
conhecimento sobre os fatores (genes e proteinas)
do metabolismo fundamental deste Oomiceta sao
pouco conhecidos, apesar de fundamentais para
compreender o seu desenvolvimento e adaptacao
as alteragdes climaticas a fim de melhor estabelecer
estratégias de controlo e combate.

MATERIAL E METODOS
Bases de dados

A pesquisa de genes foi realizada através da base
de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) onde foram
usadas as sequéncias gendmicas depositadas no
primeiro contig LGSK01000001.1 pertencente a es-
tirpe MP94-48 de P. cinnamomi.

Pesquisa de ORF’s

A ferramenta ORFfinder (https:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/orffinder/), permitiu encontrar ORFs (as fases de
leitura aberta ou parte codificante dos genes) no
genoma de P. cinnamomi, utilizando como para-
metros de busca: sequencias até 300 nucledticos,
cédigo genético standard e ORF usando codao de
iniciagao “ATG”. Sequéncias consideradas homolo-
gas sdo aquelas que apresentam uma percentagem
de homologia superior a 80% de modo a ser possi-
vel afirmar que estao relacionadas ancestralmente.
A ferramenta SmartBlast (https:/blast.ncbinlm.nih.gov/
smartblast/) utiliza um algoritmo heuristico de mo-
do a produzir esses resultados usando uma com-
binacdo de uma pesquisa BLASTP otimizada, uma
nova implementacdo do BLAST destinada a encon-
trar correspondéncias estreitamente relacionadas e
um alinhamento multiplo.



Localizagdo subcelular das proteinas
caracterizadas

A busca por um peptideo sinal foi realizada com
a ferramenta SignalP 5.0, que estd disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/index.php. Sinal
peptidico (PS) sdo pequenas sequéncias de ami-
noacidos, que sdo clivadas durante a translocagao
da proteina através da membrana, permitindo pre-
ver a sua localizacao na célula (Emanuelsson et al.,
2007). A possivel localizagao subcelular foi confir-
mada pelas ferramentas Cello v.2.5, LOCTree3 e
EukmPLoc, disponiveis em http:/cello.life.nctu.edu.tw/,
https://rostlab.org/services/loctree3/, http://www.csbio.sjtu.
edu.cn/biocinf/euk-multi-2/ respetivamente (Yu et al., 2006;
Chou e Shen, 2010; Goldberg et al., 2012).

Caracterizacdo fisico-quimica das proteinas

A caracterizagao fisico-quimica foi obtida a partir
da plataforma Expasy - ProtParam Server disponi-
vel em https://web.expasy.org/protparam/, e através desta
analise foi possivel obter informagoes importantes
sobre a estrutura e propriedades das proteinas.

Os parametros calculados pelo ProtParam incluem
peso molecular, ponto isoelétrico, composicdo de
aminoacidos, indice de instabilidade, indice alifa-
tico e média de hidropaticidade (GRAVY). O indice
de instabilidade fornece uma estimativa da estabi-
lidade da proteina em um tubo de ensaio. E possi-
vel calcular um indice de instabilidade (II) que é
definido como:

i=L-1
II=(10/L)*Y DIWV (x [i] x [i +1])

i=1

onde: L € o comprimento da sequéncia, DIWV (x [i]
x [i + 1]) é o valor do peso da instabilidade para o
dipéptido que comega na posi¢ao i. Uma proteina
cujo indice de instabilidade é menor que 40 é pre-
dita como estavel, um valor acima de 40 prediz que
a proteina pode ser instavel. O indice alifatico de
uma proteina € definido como o volume relativo
ocupado pelas cadeias laterais alifaticas (alanina,
valina, isoleucina e leucina). Pode ser considerado

como um fator positivo para o aumento da termo
estabilidade de proteinas globulares. O indice ali-
fatico de uma proteina é calculado de acordo com
a seguinte formula:

Indice alifitico = X (Ala) +a * X (Val) + b * (X (Ile) +
X (Leu))

Onde: X (Ala), X (Val), X (Ile) e X (Leu) é a percen-
tagem molar (100 x mol) de alanina, valina, isoleu-
cina e leucina. Os coeficientes a e b sdo o volume
relativo da cadeia lateral da valina (a = 2,9) e das
cadeias laterais Leu / Ile (b = 3,9) para a cadeia late-
ral da alanina (Ikai, 1980). O valor de GRAVY para
um peptideo ou proteina é calculado como a soma
dos valores de hidropatia de todos os aminoacidos,
divididos pelo nimero de residuos na sequéncia e
indica a solubilidade, com valores positivos (ne-
gativos) para proteinas hidrofobicas (hidrofilicas)
(Kyte e Doolittle, 1982).

A identificacdo de dominios foi realizada com a
ferramenta Prosite disponivel em https:/prosite.ex-
pasy.org/, € a ferramenta Pfam — EMBL disponivel

em http:/pfam.xfam.org/.

Estrutura 3D das proteinas

A estrutura 3D das proteinas foi obtida através do
servidor Phyre2 disponivel em http://www.sbg.bio.
ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index, € para a visua-

lizacdo das estruturas foi usado o programa Py-

MOL em http://www.pymol.org.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A analise da sequéncia gendmica de P. cinnamomi
depositada no banco de dados NCBI foi em pri-
meira instancia realizada com apoio da ferramen-
ta bioinformatica ORFfinder disponivel em https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/, de forma a encontrar
fases de leitura abertas que codifiquem proteinas
relacionadas a fatores do metabolismo fundamen-
tal de P. cinnamomi. O termo ORF (open Reading
frame) refere-se a uma parte de uma sequéncia
nucleotidica que tem a potencialidade de codi-
ficar uma proteina, isto é, que contém um codao
ou triplete de iniciagdo e um codao de terminagao
(Salinas et al., 2016). Apds analisar as ORFs com o
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SmartBLAST (programa para comparagao de con-
sultas de proteinas ou DNA com bancos de dados
de proteinas ou DNA em qualquer combinagao)
foram selecionadas ORFs que codificam proteinas
que possivelmente estardo associadas a reagdes do
metabolismo de P. cinnamomi. Os dados apresenta-
dos no Quadro 1 sao relativos aos genes e seus pro-
dutos, escolhidos apds a identificacao das ORFs e
posterior comparacao com SmartBLAST. A escolha
foi baseada na relagdo entre o produto proteico, a
percentagem de homologia entre sequéncias e a li-
teratura cientifica disponivel. A maioria das ORF’s
codificam proteinas homdlogas a proteinas do me-
tabolismo de diferentes espécies do género Phy-
tophthora especialmente P. infestans, P. megakarya, P.
nicotianea e P. parasitica. As proteinas mais frequen-
tes estao relacionadas com o metabolismo funda-
mental e proteinas que estdo relacionadas com a
patogenicidade destes organismos, embora exista

um grande nimero de ORF’s que codifiquem para
proteinas hipotéticas ou com funcao desconheci-
da. Os dados relativos a essa analise sao apresenta-
dos no Quadro 1.

A previsao da localizagdo subcelular de protei-
nas fornece informagdes muito uteis acerca da sua
possivel funcdo, pois a funcao de uma proteina
esta intimamente relacionada com sua localizacao
(Chou et al., 2003). Os resultados do Quadro 2 fo-
ram obtidos através das ferramentas de localizacao
celular e ndo se apresentaram de forma conclusiva
sobre a real localizacdo, pois foram bastante dife-
rentes entre as trés ferramentas. Cada uma destas
ferramentas utiliza algoritmos diferentes para a
apresentacao de resultados, o que sugere a falta
de experiéncias in vitro que determinem a sua real
localizagao.

Quadro 1 - Genes associados ao metabolismo fundamental de Phytophthora cinammomi. Indicam-se as referéncias do gene
e da proteina deduzida nas bases de dados bem como a funcdo da proteina e a percentagem de homologia no

organismo respetivo

. - COBERTURA/
GENE NCBI PROTEINA FUNCAO UNIPROT ~ ORGANISMO  pov o~
Dioxigenase .
GQ600_10541 KAF1794404  dependente dealfa- ~ Avidadeda o) gpgimog  Phytophthora o909 61,
cetoglutarato- AIkB ubiquitina cactorum
PHMEG_000759 ~ OWZ18325 Hehcas; dependente  Atividadede  »rpp5xpg9  PYtOPthora 540, g 9o,
e ATP helicase megakarya
PHMEG_00024779 ~ OWZ03481 Glicerol quinase Atividade da o po5ypgg  PRVIoPhthora ggq. g 350,
quinase megakarya
Atividade de Phytophthora
PHPALM_12227 POM71226 Poly(A) polimerase  polinucleotideo AO0A2P4Y097  palmivoravar.  100% / 87.15%
adenililtransferase palmivora
. Atividade da Phytophthora o o
PITG_09292 XP_002903577.1 Dicer 1 (DCL1) ribomuclease HI DONBCE oims T304 100% /80.75%
AMS587 10017495  KUF80413.1 Pumilio 1 Ligacio a0 RNA  AOAOWSCS8Q2 | Zfigﬁ’%"em 99% / 86.85%
- Phytophthora
PPTG_04922  XP_008895514.1 Ribocinase Atividade da W2R2M1  parasitica (cepa  90% / 87.93%
ribocinase
INRA-310)
Aminodcido Atividade da Phytophthora
PITG_01564 XP_002908209.1 o . Neacetiltransferase  DOMTJ5  infestans (strain  100% / 88.27%
de L-glutamato T30-4)
Complexo de
AMS587_10015544  KUG00934.1 remodelagiode - Ligagdo de DNA, o \gygpxss ~ Ptophthora 550, /1 90
cromatina da cadeia ligagao de ATP nicotianae
de ATPase
RNA polimerasel IAitgaggo de{)’ Phytophthora
PITG_10457  XP_002902245.1 dependente de RNA Lvicace de DONFC8 infestans 99% / 79.52%
polimerase de
(RDR1) RNA 53 (cepa T30-4)
Ligacao de ATP,
. . atividade da Phytophthora o o
F443_01087 ETI56339.1 Glicina-tRNA ligase glicina-tRNA VIEXY7 iticaP1ssy 9970/ 9647%
ligase
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Quadro 2 - Localizagdo subcelular das proteinas deduzidas, utilizando as ferramentas SignalP, CELLO v.2.5, LOCTree3 e Euk-

mPloc
PROTEINA SIGNALP CELLO V.2.5/scoore (LOCTREE3) (EUK-MPLOC)
Dioxigenase dependente . 84% .
de alfa-cetoglutarato- AlIkB no Citoplasma  0.468 Nucleo Citoplasma
O,
Helicase dependente de ATP no Ntcleo  0.620 9,0 ~ Ntcleo
Nucleo
. . . [y 80% .
Glicerol quinase sim Membrana plasmatica  0.489 - Citoplasma
Peroxissoma
Poly(A) polimerase no Cloroplasto  0.710 84% Ntcleo
YV p P ' Nucleo
. . 82% . L
Dicer 1 (DCL1) no Citoplasma  0.917 , Mitocondria, ntuicleo
Ntcleo
s p 87% .
Pumilio 1 no Nucleo  0.914 . Citoplasma
Citoplasma
Ribocinase no Cloroplasto  0.777 84% Citoplasma
P ) Mitocondria P
O,
Aminoacido acetiltransferase no Membrana plasmatica  0.356 80% Cloroplasto
Cloroplasto
Complexo de remodelagao de cromatina . 87% .
da cadeia de ATPase no Nicleo 0.530 Nucleo Nicleo
RNA polimerasel dependente de RNA » 82% .
(RDR1) no Membrana plasmatica  0.544 Nideo Ntcleo
Glicina-tRNA ligase no Citoplasma 0.797 86% Citoplasma
& P ) Citoplasma P

Quadro 3 - Caracterizagdo fisico-quimica (numero de aminoécidos, peso molecular, indices de estabilidade e alifatico e
hidropaticidade) das proteinas obtida através da ferramenta Expasy - ProtParam Server

] MEDIA GERAL
. PESO INDICE DE INDICE
PROTEINA NTAA MOLECULAR PI INSTABILIDADE ALIFATICO DE HID:{G(:{P:J;(;IDADE
Dioxigenase dependente 45.88
de alfa-cetoglutarato- AIkB o18 104925.48 6.19 (instavel) 81.35 -0:354
Helicase dependente de ATP 1168 132488.90 8,65 . 50’,49 77,65 -0,592
(instavel)
. . 39.51
Glicerol quinase 550 60170.84 7.70 (estével) 94.18 0.013
. 55.96
Poly(A) polimerase 692 76653.46 7.90 (instavel) 78.64 -0.379
. 42.86
Dicer 1 (DCL1) 1664 186186.12 5.44 " 86.17 -0.334
(instavel)
Pumilio 1 875 97313.93 6.23 . 56',22 65.11 -0.605
(instavel)
I 28.16
Ribocinase 332 34602.58 4.84 (estavel) 97.83 0.214
o . 39.93
Aminoacido acetiltransferase 567 61997.17 7.62 (estével) 93.17 -0.053
Complexo de remodelagao de 45.04
cromatina da cadeia de ATPase 1362 158231.05 8.68 (instavel) 75.93 -0.819
RNA polimerasel dependente 45.29
de RNA (RDR1) 2680 302536.42 5.83 (instavel) 86.28 -0.261
Glicina-tRNA ligase 681 76001.24 5.88 (eifa:z/il) 84.36 -0.270
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Os dados do Quadro 3 referem-se as caracteristi-
cas fisico-quimicas das proteinas selecionadas. Es-
tes dados sao importantes para um melhor enten-
dimento das fung¢des bioquimicas das proteinas e
foram obtidos usando a ferramenta ProtParam que
calcula varias propriedades fisico-quimicas que
podem ser deduzidas a partir de uma sequéncia de
proteinas. Nenhuma informacao adicional é neces-
saria sobre a proteina em consideragao, a proteina
pode ser especificada como um ntimero de acesso
ou ID SwissProt/TrEMBL, ou na forma de uma se-
quéncia bruta em formato FASTA.

A identificagcdo dos dominios e sitios ativos foi fei-
ta através da ferramenta PROSITE e os resultados
sdo apresentados no Quadro 4. Através da andlise
dos resultados desta tabela foi possivel deduzir a
possivel fungdo das proteinas selecionadas com
recurso a literatura cientifica disponibilizada nas
bases de dados de proteinas Uniprot e Pfam-EM-
BL. A modelagem 3D das proteinas foi realizada

através servidor Phyre2 e os resultados estao apre-
sentados nas Figuras 1 e 2.

Deducdo da fungio proteica através da interagdo
dos dominios

A proteina dioxigenase dependente de alfa-ceto-
glutarato Tipo AlkB pertence a familia das dioxi-
genases dependentes de Fe (II) / aKG com domi-
nio HECT. Em particular, todas as dioxigenases
da familia AlkB usam um mecanismo de inversao
de base para inverter a sua base alvo da hélice de
DNA de fita dupla no seu sitio ativo e o nicleo do
seu dominio catalitico contém uma dobra de 3-hé-
lice de fita dupla que é conservada entre dioxigena-
ses dependentes de Fe (II) / aKG (Shen et al., 2014).
O dominio HECT (homology para E 6-AP carboxyl
terminus) € responsavel pelo processo de ubiquiti-
nagao ao aceitar ubiquitina de uma enzima conju-
gadora de ubiquitina E2 na forma de um tioéster

Quadro 4 - Predigdo estrutural de proteinas usando Phyre2 e caracterizagdo dos seus dominios e sitios activos usando o

programa PROSITE

PROTEINA PHYRE2 PROSITE EMBL
Confianga /Cobertura Dominio Sitios activos Dominio
Dioxigenase dependente de 550, 50% HECT, FE20G_OXY ~ Clicil tioester HECT, FE20G_OXY
alfa-cetoglutarato- AIkB intermedidrio
S1, 51,
Helicase dependente de ATP 100% 56% HELICASE_ATP_BIND_1, _ HELICASE_ATP_BIND_1,
HELICASE_CTER HELICASE_CTER
Familia FGGY de carboidratos
quinases, dominio N-terminal,
Glicerol quinase 100% 88% _ _
Familia FGGY de carboidratos
quinases, dominio C-terminal
Dominio central da polimerase
() pol poli (A)
Poly(A) polimerase o o
100% 72% - - Dominio de ligagdo ao RNA
previsto em poli (A)
polimerase
Dicer 1 (DCL1) 100% 73% DII{?\FES_]]ED S3R2BF’
Pumilio 1 100% 37% PUM_HD _ _
Ribocinase 100% 92% _ _ _
Aminoacido acetiltransferase 100% 74% GNAT _
HMG_BOX_2, N-terminal da familia SNF2
Complexo de remodelagao de 100% 459 HELICASE_ATP_BIND_1, Caixa de HMG;
cromatina da cadeia de ATPase ° ° HELICASE_CTER, Caixa HMG
SANT (grupo de alta mobilidade)
RNA polimerasel dependente o o
de RNA (RDR1) 100% 28% HELICASE_CTER, _
Glicina-tRNA ligase 100% 87% WHEP-TRS,

AA_TRNA_LIGASE_IT —
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Figura 1 - Representacdo da estrutura 3D das proteinas: A - Dioxigenase dependente de alfa-cetoglutarato- AlkB, B - Helicase
dependente de ATP, C - Glicerol quinase, D - Poly(A) polimerase, E - Pumilio 1.

Figure 2 - Representacdo da estrutura 3D das proteinas: F - Dicer 1 (DCL1), G — Ribocinase, H - Aminoacido acetiltransferase,
I - Complexo de remodelacdo de cromatina da cadeia de ATPase, ) - RNA polimerasel dependente de RNA (RDR1),
K - Glicina-tRNA ligase.
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que € depois transferida para as proteinas alvo que
sao entao degradadas no proteossoma 26S (Ha-
takeyama ef al., 1997). Essas enzimas usam Fe (II)
e 2-oxoglutarato como cofator para oxidar subs-
tratos organicos (Yu et al., 2006). Na reagao AlkB,
que requer ferro ferroso como cofator, o grupo
metil é primeiro hidroxilado e depois espontanea-
mente libertado como formaldeido, regenerando a
base normal. O oxigénio molecular é usado como
o agente de oxidagao, enquanto o co-substrato re-
querido 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato) é conver-
tido em succinato e CO2 (Ougland et al., 2004). Esta
proteina esta envolvida na reparacao do DNA e
RNA através de mecanismos bioquimicos e mo-
leculares e desta forma evita mutagdes ou modi-
ficagdes pos-transcripcionais e pds-traducionais
atuando como um regulador proteico através da
sinalizac@o de proteinas indesejadas.

As helicases dependentes de ATP sao enzimas que
estdo envolvidas em todos os processos do meta-
bolismo do DNA e RNA. Estas proteinas estao di-
vididas em 5 superfamilias (SF1-SF5) e todas elas
se ligam ao ATP de forma a catalisar a remodela-
¢ao de acidos nucleicos. A helicase dependente de
ATP descrita neste trabalho faz parte da familia
DEAD-box (superfamilia SF2) com dominio Sl e
C-terminal (Fairman-Williams et al., 2010). O domi-
nio S1 caracteriza-se por se ligar ao RNA de forma
a dar inicio a traducgao e é encontrado numa grande
diversidade de organismos (Bycroft et al., 1997), é
essencial na traducdo de proteinas, pois interage
com o ribossoma e o mRNA e liga-se ao RNA de
uma forma especifica na sequéncia. Tendo em con-
sideragdao a mecanica da atividade da helicase da
familia DEAD-BOX, bem como da atividade bio-
quimica do dominio S1 e do dominio C-terminal
(com fungdo de determinar a especificidade a ca-
deia de RNA) podera indica que esta proteina par-
ticipa no processo de desnaturacdo da cadeia de
acidos ribonucleicos de uma forma dependente de
energia tendo em consideragao que a familia DEA-
D-box apenas abrange helicases de RNA. A ativi-
dade bioquimica de defini¢ao central das proteinas
da caixa DEAD traduz-se na capacidade de se ligar
e hidrolisar o ATP em um ciclo estimulado pela li-
gacao ao RNA de fita simples ou dupla (Jarmoskai-
te e Russell, 2012).

Glicerol quinase pertence a familia FGGY com
dominios N e C-terminais. Proteinas desta
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familia sdo denominadas enzimas que catalisam
a fosforilagao de glicerol através da ligacao do
substrato de agticar ao centro catalitico formando
interacdes com o dominio N-terminal, o ATP li-
ga-se junto a abertura entrando em contacto
com os dois dominios alterando a conformacao
da estrutura proteica impedindo que o solven-
te entre no centro catalitico (Zhang et al., 2011).
Poly(A) polimerase é a enzima responsavel por
adicionar uma cauda de poliadenina na extremi-
dade 3’ de um transcrito de pré-mRNA. A sua
adicao é importante para a exportagao nuclear,
traducao e estabilidade do mRNA, evitando a
sua degradagao por ribonucleases. Esta proteina
¢ composta por um dominio catalitico préximo
ao terminal N e um dominio e uma regido de li-
gacao a RNA que se sobrepde a um sinal de loca-
lizagdo nuclear proximo ao terminal C (Martin et
al., 2000). A proteina Dicer-1 faz parte da familia
das RNAases, contém um dominio de ligacao ao
RNA e caracterizam-se por atuar no processo de
silenciamento de genes. A endoribonuclease Di-
cer-1 divide o RNA de fita dupla e o pré-microR-
NA em fragmentos curtos de RNA de fita dupla
chamados RNA interferente curto e microRNA,
respetivamente (Jaskiewicz e Filipowicz, 2008).
E possivel afirmar que esta proteina é muito im-
portante no inicio do processo de silenciamento
de genes por interferéncia de RNA.

A proteina de ligacdo ao RNA (Pumilio 1) descrita
neste trabalho é membro da familia PUF. As pro-
teinas desta familia sdo reguladores do desenvol-
vimento que controlam a estabilidade e a tradugao
do mRNA por sequéncias de ligacao nas regioes
3 'nao traduzidas de seus mRNAs alvo (Wang et
al., 2002). Sao caracterizados pela presenga de oi-
to copias em tandem de um motivo de sequéncia
de 36 aminoacidos imperfeitamente repetido, a
repeticdo Pumilio, cercado por uma regiao con-
servada N e C-terminal curta. As oito repeti¢gdes
e as regides N e C-terminais formam o dominio
de homologia de Pumilio (PUM-HD). O dominio
PUM-HD ¢é um dominio de ligagao a RNA especifi-
co da sequéncia (Wang et al., 2001). O RNA liga-se
a superficie concava da molécula, onde cada uma
das oito repeticdes da proteina faz contacto com
uma base de RNA diferente através de trés cadeias
laterais de aminoacidos em posi¢des conservadas
(Wang et al., 2002).



A proteina Ribocinase descrita pertence a familia
pfkB e caracteriza-se por catalisar a fosforilagao da
D-ribose no O-5 formando D-ribose-5-fosfato numa
reagao que requer ATP e magnésio. O D-ribose-5-
fosfato resultante pode entdo ser usado para a sintese
de histidina e triptofano, ou como um componente
da via da pentose fosfato. E o percursor essencial
para a formagao de nucleoéticos (Sigrell et al., 1997).
As N-acetiltransferases sao enzimas que usam acetil
coenzima A (CoA) para transferir um grupo acetil
para um substrato, uma reagao implicada em varias
funcOes da resisténcia a antibidticos bacterianos e re-
modelagao de cromatina. As N-acetiltransferases re-
lacionadas a Genb (GNAT) catalisam a transferéncia
do acetil do doador CoA para uma amina primaria
do aceitador. As proteinas GNAT compartilham um
dominio composto por quatro motivos de sequéncia
conservados (Abboud et al., 2020). Apesar da diversi-
dade de especificidades do substrato, os membros da
superfamilia GNAT demonstram notavel similarida-
de na topologia de proteinas e no modo de ligacao
da acetil coenzima A, provavelmente refletindo um
mecanismo catalitico conservado (Dyda et al., 2000).
A proteina Aminodcido acetiltransferase é da familia
Gcen5 com dominio GNAT e e participa de processos
do metabolismo de aminodcidos em P. cinnamomi.

A proteina ATPase do complexo remodelador de
cromatina tem dominio Nterminal da familia
SNF2. O SNF2 funciona como o componente ATPa-
se do complexo SNF2 / SWI, que utiliza energia
derivada da hidrdlise de ATP para interromper as
interacoes histona-DNA, resultando no aumento
da acessibilidade do DNA a fatores de transcricao
como derivados de GAL4 ou a proteina de ligacao
a TATA-box (TBP), ao DNA associado a histona,
embora a natureza exata dessa alteracdo estrutu-
ral nao seja conhecida (Pazin e Kadonaga, 1997;
Griine et al.,, 2003). Devido a sua semelhanga com
o dominio de ligacdo ao c-Myb, foi sugerido que os
dominios SANT sao mddulos de ligacao ao DNA.
O dominio SANT é um motivo de 50 aminoacidos
presentes nas proteinas envolvidas na remodela-
¢ao da cromatina e na regulagdo da transcricao.
A maioria dos dominios SANT possui aminodaci-
dos acidos no inicio da hélice 2 e na hélice 3, en-
quanto os dominios de ligacdo ao DNA do tipo
Myb tém residuos carregados mais positivamente,
em particular em sua terceira hélice de reconhe-
cimento (Griine et al., 2003). As proteinas com do-
minio HMG-box_2 parecem atuar principalmente

como facilitadores arquiteténicos na montagem de
complexos de nucleo-proteinas como por exemplo,
na recombinacado de acidos nucleicos e no inicio
da transcrigao. As proteinas da HMG-box_2 po-
dem ser direcionadas para locais especificos de
DNA na cromatina por intera¢des proteina-protei-
na ou pelo reconhecimento de estruturas especifi-
cas de DNA (Thomas e Travers, 2001). O dominio
HELICASE_CTER esta envolvido em processos de
translocagao de DNA. E necessario para acoplar a
energia da hidrdlise de ATP a atividade de remo-
delagao do complexo SWI / SNF (Liu et al., 2010).
As proteinas de remodelacao da cromatina de-
pendentes de ATP usam a energia liberada pela
hidrolise de ATP para reposicionar nucleossomas
em processos dependentes de DNA (Bansal et al.,
2018). Esta ATPase, pode estar envolvida no com-
plexo remodelador de cromatina sendo por isso
um mecanismo associado ao metabolismo funda-
mental de P. cinnamomi.

O dominio catalitico central da enzima
RDRP (RNA dependente de RNAPolimerase) é es-
truturalmente semelhante a subunidade beta das
RNA polimerases dependentes de DNA (DDRP),
no entanto os outros dominios do DDRP nao mos-
tram similaridade com os do RDRP. Por outro la-
do, esta enzima atua na amplificagio de RNA de
interferéncia em eucariontes, atuando de forma
semelhante a RNA polimerase DNA dependen-
te. Em adicdo pode-se afirmar que a RNA poli-
merase dependente de RNA, que atua na sintese
de DNA a partir de um molde de RNA ao catali-
sarem a formacao de ligacdes fosfodiéster entre
ribonucleotideos de uma maneira dependente
do modelo de RNA (Ng ef al., 2008). A proteina
glicine-tRNA ligase pertence a familia Aminoa-
cil-tRNA sintetases classe-II e é caracterizada por
ser um grupo de enzimas que ativam aminodci-
dos e os transferem para moléculas especificas de
tRNA como primeiro passo na biossintese de pro-
teinas. A presenca de um dominio WHEP-TRS e um
dominio de ligacao ao anticodao exibem interagoes
de alta afinidade com o tRNA aumentando assim
a eficiéncia catalitica (Ray ef al., 2011). A ligagdo de
um aminoacido ao seu respetivo tRNA é levada a
cabo por duas reagOes catalisadas por uma enzima
apenas, uma aminoacil-tRNA-sintetase (também
denominada de enzima de ativagao), especifica pa-
ra cada aminoacido. A ativagao do L-aminoacido
pelo ATP com a formagao de um aminoacil-AMP e
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formagdo de uma ligacdo éster do aminoécido
com o tRNA, com formacao do aminoacil-tRNA.
Em reagdes catalisadas pelas aminoacil-tRNA sin-
tetases classe II, o grupo aminoacil é acoplado ao
3’-hidroxil do tRNA (Wolf et al., 1999).

Todas estas enzimas que deduzimos a partir das
sequencias genomicas depositadas nas bases de
dados, helicases, poliApolimerases, aminoacil-
-tRNA sintetases participam nos mecanismos ge-
néticos fundamentais desde a replicacdo, trans-
cricdo e traducdo, mecanismos que garantem a
transmissao da informacao genética, a formacao
e estabilidade dos acidos nucleicos e expressao da
informagao genética para a formacao das proteinas
que conferem as caracteristicas que tornam este
oomicete tao agressivo e letal para as plantas que
parasita nomeadamente o Castanheiro.
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