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RESUMO

O feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma leguminosa com alto
teor de proteinas, muito consumida e cultivada na regido Nordeste do Brasil. Devido a sua
importancia econdmica, existem varios estudos que procuram formas de cultivares resistentes
desta espécie de feijdo, pois esta € muito atacada por diversos tipos de pragas e predadores.
Um dos mais comuns é o caruncho Callosobruchus maculatos. Com a descoberta de
cultivares resistentes a este inseto, questionou-se sobre o componente bioldgico da planta
responsavel por tal agdo defensiva. Alguns estudos sugerem que essa resisténcia ocorre
devido as vicilinas, que sdo proteinas de reserva nutritiva, presentes nas sementes do feijao-
de-corda. No presente trabalho, foram sequenciadas regiGes pertencentes ao gene de vicilina
de dois cultivares contrastantes em relacdo ao ataque do caruncho, sendo um resistente
(IT81D-1053) e outro suscetivel (EPACE-10). Essas sequéncias, advindas de varios clones,
foram analisadas e com isso foi feita a deducéo de sua estrutura tridimensional através de uma
modelagem por homologia, utilizando como molde uma globulina 7S de feijdo-azuki (Vigna
angularis) identificada como 2EA7 no banco de dados PDB. A analise das sequéncias revelou
que ha duas regides bastante varidveis na sequéncia do gene da vicilina, sendo essas regides
ricas em glutamina. Estudos anteriores sugerem que a resisténcia ao gorgulho se da no fato de
que as vicilinas conseguem se ligar a quitina, e tais regides sdo potencialmente ligantes a
quitina devido a grande capacidade de formar ligacGes de hidrogénio entre os residuos de
glutamina e os residuos de N-acetilglucosamina. A analise estrutural também corrobora esta
hipotese, pois a regido rica em glutamina é bastante exposta, em relagdo a superficie proteica,
0 que facilita a interacdo destes residuos de aminoacidos interagirem com a quitina.
Entretanto estudos mais refinados séo necessarios para se ter uma maior certeza de como se
da esta interacdo entre vicilinas e a quitina, e se de fato essas proteinas sd&o mesmo

fundamentais na resisténcia contra o caruncho.

Palavras-chave: Caupi; Cupina; Quitina; Modelagem.



ABSTRACT

The cowpea bean [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is a legume with high protein
levels, largely cultivated and consumed in the Northeast of Brazil. Due to your economic
importance, there are several studies that search resistant forms of cultivars of this kind of
bean, as they is often attacked by different kinds of pests and predators. One of the most
common is the weevil Callosobruchus maculatos. With the discovery of resistant cultivars for
this insect many questions emerged about what biological component of the plant was
responsible for such defensive action. Some studies suggest that this resistance is due to
vicilin, which are reserve nutritious proteins, present in the seeds of cowpea. In this work,
regions belonging to the vicilin gene of two contrasting cultivars in relation to resistence to
weevil were sequenced, one resistant (IT81D-1053) and a susceptible (EPACE-10). These
sequences, which come from several clones, were analyzed and thereby deducting its three-
dimensional structure was made through a homology modeling using as template one 7S
globulin from adzuki bean (Vigna angularis) identified as 2EA7 in the PDB database.
Sequence analysis revealed that there are two regions highly variable in sequence from the
vicilin gene, and these regions are rich in glutamine. Previous studies suggest that resistance
to weevil occurs in the fact that the vicilin can bind to chitin and such glutamine rich regions
are potentially chitin binding due to the high ability to form hydrogen bonds between the
residues of glutamine and residues of N-acetylglucosamine. The structural analysis also
supports this assumption, because the region rich in glutamine is very exposed, in relation to
the protein surface, which facilitates the interaction of these amino acid residues with chitin.
However more refined studies are needed to have a certainty of how is this interaction
between vicilin and chitin, and if these same proteins are in fact fundamental in the resistance

against the weevil.

Key words: Cowpea; Cupin; Chitin; Modeling.
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1. INTRODUCAO

1.1 O feijao-de-corda

O feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.] (fig. 1) € uma dicotileddnia
pertencente a familia Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae e ao género Vigna,
sendo dipl6éide com 2n=22 cromossomos, 0s quais sdo pequenos e de dificil manipulacdo
(FREIRE-FILHO, 1988).

Trata-se de uma espécie originaria do oeste da Africa, sendo cultivada nas
principais regides tropicais em todo o mundo. O maior centro de diversidade de cultivares
também é o oeste da Africa, ficando a india em segundo lugar (MURDOCK et al., 2003). Ja a
maior diversidade de genétipos selvagens ocorre, principalmente, na regido sudeste da Africa
(TAIWO, 1998).

No Brasil existe uma grande diversidade de cultivares de V. unguiculata que, além
da denominacdo popular feijdo-de-corda, também é conhecido como feijdo caupi, feijdo
macassar, feijao-de-vagem, feijdo-de-vara, feijao-de-moita (na regido Nordeste), feijao-da-
praia, feijdo-de-praia (regido Norte), feijdo catador (Bahia), feijdo gurutuba (Bahia e norte de
Minas Gerais), feijao trepa-pau (Maranhdo), feijdo fradinho (Rio de Janeiro) ou feijdo miudo
(regido Sul) (BARRETO, 1999).

Devido ao seu alto valor nutritivo, o feijdo-de-corda é cultivado visando,
principalmente, a producdo de grdos secos ou verdes para 0 consumo humano. Porém, a
planta também pode ser utilizada como forragem verde, feno, ensilagem farinha para

alimentacdo animal, adubacéo verde e protecdo do solo (DE OLIVEIRA et al., 2009).

No Brasil, o cultivo do feijdo-de-corda é feito principalmente no sertdo semi-arido
da regido Nordeste e em pequenas areas da Amazénia (DE FREITAS FERNANDES et al.,
2010), e sua producdo encontra muitos entraves como pragas, doencas causadas por virus,
fungos, nematoides e bactérias, ma distribuicdo pluviométrica, baixa fertilidade do solo, entre
outros (HILAL et al., 1998).
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O desenvolvimento de cultivares produtivos com maturagdo prematura e
resistentes a doencas criticas, pragas e estresses ambientais tém sido uma das maiores metas
dos pesquisadores da cultura de feijdo-de-corda ao longo dos anos. Tais cultivares prematuros
tém a capacidade de escapar das secas de fim de estacdo, bastante comuns em regides semi-
aridas, além de escaparem de algumas pragas que s6 se desenvolvem em determinadas épocas
do ano, com isso tem-se uma maior produtividade (DIOUF, 2011; FAN et al., 2011;
GUIMARAES et al., 2011).

Entretanto, os danos causados por insetos ainda sdo o fator principal que afeta as
producdes de feijdo-de-corda (LIMA et al., 2005). Varias estratégias tém sido usadas para
impedir o desenvolvimento desses predadores, como o controle bioldgico, utilizacdo de
cultivares resistentes, e a utilizacdo de inseticidas. Dentre as estratégias citadas, a utilizacdo
de cultivares resistentes aos insetos € o método mais vidvel economicamente. Trata-se de uma
abordagem adequada para 0S paises com poucos recursos e para pequenos fazendeiros da
Africa e regido Nordeste do Brasil (DAPAAH et al., 2003; LIMA et al., 2005).

Figura 1: Detalhe da flor de feijao-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.). A quilha formada pelas pétalas
envolve o estigma e as anteras. Foto de Gilberto Palma.
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1.2 Callosobruchus maculatus

Dentre os insetos que atacam V. unguiculata, a espécie Callosobruchus maculatus
Fabricius, 1775 se constitui uma das mais importantes pragas, atacando as sementes durante a
estocagem (CREDLAND, 1986). E uma espécie com a seguinte classificacdo taxonomica:
Classe Hexapoda, Ordem Coleoptera, Subordem Polyphaga, Superfamilia Chrysomeloidea,

Familia Chrysomelidae, Género Callosobruchus e Espécie Callosobruchus maculatus.

O ataque do inseto inicia-se no campo, durante um curto periodo de
armazenamento. O produto destinado a alimentacdo pode ter o seu valor comercial reduzido
em até 50%, enquanto as sementes destinadas ao plantio apresentam uma grande reducdo do
seu poder germinativo (OLIVEIRA, 1971).

Também conhecido como caruncho, ou gorgulho, C. maculatos possui
desenvolvimento holometabdlico descrito por Bastos (1968), passando pelas fases ovo, larva,
pupa e adulto. O ovo apresenta coloracdo branca, forma subelitica, com um dos polos
arredondados, e o0 outro afilado. Possuem um comprimento de cerca de 0,5 mm e altura de 0,3
mm. A larva do caruncho possui cor branca, forma curva e cabe¢a marrom, chegando a um
comprimento médio de 3,0 mm quando completamente desenvolvida. A pupa também ¢é de
coloracdo branca, possuindo vestigios de asas, patas e olhos. No final do seu desenvolvimento
adquire uma coloracdo marrom e um comprimento de 4,0 mm. O inseto adulto tem de 2,5 a
3,0 mm, cabeca preta, desordenadamente pontuada, antenas com onze segmentos,
ligeiramente serreada do 5° ao 10° segmento. Apresenta o torax preto, irregularmente
punctuado e com pubescéncia douradas. A parte posterior do pronoto apresenta duas manchas
formadas de pubescéncia de mesma cor. Os élitros sdo de coloracdo marrom e apresentam trés
manchas pretas (fig. 2). O ciclo de vida (de ovo a adulto) do inseto dura cerca de 22 dias sob
temperatura de 32,5 °C e umidade relativa de 70% (FOX, 1993).

O ataque de C. maculatus ao feijdo-de-corda se inicia quando as fémeas
depositam seus ovos nas sementes estocadas, podendo vencer barreiras como sacos de tecido
ou de plastico. Os ovos dos quais as larvas ja eclodiram apresentam uma coloracdo
esbranquicada transparente das partes consumidas pelas larvas durante a eclosdo e a

penetracdo na semente. As larvas, entdo, se desenvolvem, e formam as pupas, das quais
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emergem os insetos adultos. Cerca de duas horas ap6s o acasalamento, as fémeas comegam a
ovopositar em novas sementes (CREDLAND, 1986).

Figura 2: Espécime adulto do caruncho do caupi, Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae). Foto
de D. G. Kasatkin.
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1.3 Vicilinas

A superfamilia das cupinas é provavelmente o grupo de proteinas com a maior
diversidade de funcgBes bioquimicas que se conhece até hoje. As funcBes exibidas pelas
cupinas variam de atividades isomerasicas e epimerésicas envolvidas na modificacdo de
carboidratos em parede celular de bactérias, a proteinas ndo-enzimaticas de armazenamento
em sementes de plantas, além de fatores de transcricad ligados a calvice congénita em
mamiferos (DUNWELL et al., 2001).

A denominacdo de cupina vem da forma caracteristica de seu dominio, uma
estrutura em barril-p, sendo “cupa” o termo em Latim para barril pequeno. O dominio cupina
é caracterizado por dois motivos conservados, cada um correspondendo a duas folhas 3,
separadas por uma regido menos conservada composta por outras duas folhas 3, com uma
volta (loop) de tamanho varidvel entre elas. A sequéncia conservada para o Motivo 1 é
designada como  G(X)sHXH(X)34E(X)sG, € G(X)sPXG(X),H(X)sN para o Motivo 2
(DUNWELL et al., 2004; KHURI et al., 2001; SHUTOV e KAKHOVSKAYA, 2011).

A identificacdo de uma superfamilia (cupina) foi originariamente baseada na
percepcdo da proteina do trigo, a germina, uma proteina termoestavel incomum produzida
durante a fase inicial de germinacdo em embriGes de trigo, compartilha uma sequéncia de
nove aminoacidos com uma proteina relativa ao estresse, a esferulina, produzida durante o

periodo de fome do bolor limoso Physarum polycephalum (DUNWELL et al., 2001).

As sementes de leguminosas contém muitas proteinas pertencentes a superfamilia
das cupinas. Presume-se que devido a termotolerancia da estrutura terciaria das cupinas, as
plantas tenham optado por tais proteinas como meios de armazenamento de aminoacidos,
primeiramente em esporos dessecados e depois em sementes, ap0s a evolugdo das
angiospermas (SHUTOV e KAKHOVSKAYA, 2011). Essas proteinas sdo sintetizadas
durante o desenvolvimento da semente e sdo acumuladas em corpos proteicos cotiledonarios.
Elas, chamadas de proteinas de reserva, sdao de natureza globulinica e classicamente sdo
conhecidas como globulinas 7S e 11S de acordo com seus coeficientes de sedimentacdo
(FREITAS et al., 2004).
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As globulinas 7S sdo conhecidas como vicilinas, e as 11S como leguminas.
Vicilinas sdo proteinas oligoméricas com massa em torno de 150 kDa e suas sub-unidades
também podem ser glicosiladas. Leguminas também séo oligoméricas, mas geralmente néao
sdo glicosiladas. Ambas vicilinas e leguminas sdo proteinas altamente heterogéneas, no
sentido de que os polipeptideos de suas sub-unidades sdo codificados por familias
multigénicas. Esta heterogeneidade ainda é aumentada pela glicosilacdo de suas sub-unidades
(DURANTI e GIUS, 1997; ORRUNO e MORGAN, 2007; SHEWRY, 1995).

Além de terem um papel fundamental no armazenamento de nutrientes, as
vicilinas também parecem exercer uma funcéo de defesa em relacdo ao ataque de predadores
na semente. Ha alguns anos, no International Institute of Tropical Agriculture (IITA), na
Nigéria, um extenso trabalho de busca por cultivares de feijdo-de-corda resistentes ao
caruncho foi desenvolvido. Apenas um cultivar selvagem de V. unguiculata, denominado
TVu 2027, apresentou resisténcia significativa ao C. maculatos (GATEHOUSE et al., 1979).
Cajazeiras (2000) realizou uma extensa pesquisa de cultivares de feijdo-de-corda resistentes

ao caruncho.

A resisténcia desse cultivar de feijdo-de-corda ao caruncho, na época, foi atribuida
a grande concentracao de inibidores de tripsina e/ou a-amilase (GATEHOUSE, 1979). Porém,
essa hipoOtese foi descartada posteriormente quando Baker (1989) e Zhu (1994) nédo
encontraram relacdo entre esses inibidores e os parametros biol6gicos de resisténcia ao

caruncho.

Uma hipdtese proposta por Xavier-Filho (1991) para explicar a resisténcia natural
de cultivares resistentes derivados de TVu 2027 ao C. maculatos foi a possivel presenca de
uma variante de proteina vicilina capaz de se ligar a quitina. Quando quatro fracbes dos
componentes das sementes (globulinas, albuminas, um dialisado e o residuo insollvel) do
cultivar resistente e de um cultivar suscetivel ao caruncho foram testadas, observou-se que 0s
efeitos deletérios sobre o inseto estavam associados a fracdo globulinas. Posteriormente, ao se
isolar os componentes da fracdo globulinica, constatou-se que as vicilinas das sementes
resistentes apresentavam efeitos deletérios sobre o caruncho (MACEDO et al., 1993). Além
disso, essas vicilinas apresentavam capacidade de se ligar a quitina in vitro, e 8 membrana

peritrofica do trato digestivo de C. maculatus.
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Entretanto, ndo foram feitos estudos a nivel genético/molecular comparando as
vicilinas de genotipos resistentes com genoétipos suscetiveis. As diferengas existentes no
genoma, e, consequentemente, na proteina, principalmente a nivel estrutural, poderia
evidenciar melhor como se daria esse tipo de resisténcia ao caruncho, e mais especificamente,

como a proteina poderia estar interagindo com a quitina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo realizar a clonagem e o sequenciamento
de uma regido do gene de uma vicilina de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.).
Além disso, objetivou-se também a determinacdo da estrutura tridimensional da proteina
através de modelagem por homologia, de modo a contribuir para o entendimento do

mecanismo de defesa contra o caruncho.

2.2 Objetivos especificos

e Clonar uma regido especifica da sequéncia codificadora de uma vicilina pertencentes a
dois gendtipos contrastantes quanto a infestacdo pelo caruncho Callosobruchus
maculatos: 1T81D-1053 (resistente) e EPACE-10 (suscetivel) (CAJAZEIRAS, 2000).

e Deduzir as sequéncias completas dos clones obtidos e avaliar as mutac6es entre eles.

e Gerar modelos das estruturas tridimensionais a partir das sequéncias de aminoacidos
deduzidas dos clones obtidos, por meio da técnica de modelagem por homologia, e

analisar os modelos, observando as regides potencialmente ligantes a quitina.
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3. MATERIAIS

3.1 Sementes

As sementes pertencentes aos dois genotipos utilizados nesse trabalho foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Francisco Rodrigues Freire Filho, pesquisador do Centro de

Pesquisa Agropecuéria do Meio-Norte/CPAMN (Embrapa Meio-Norte, Teresina-Pl).

3.2 Bactérias

Escherichia coli TOP 10 F’ foram usadas nos experimentos de clonagem do gene

da vicilina do feijao-de-corda para o posterior sequenciamento.

3.3 Enzimas

A enzima de restricdo EcoRI (50 U/uL) e seus tampdes de reacdo foram obtidos
pela Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). A T4 DNA Ligase (3 U/uL) e a GoTaq
DNA polimerase (5 U/uL) foram obtidas da Promega (Madison, WI, USA), cada uma

acompanhadas de seus respectivos tampdes de reacéo.
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3.4 Plasmideos

O vetor pGEM-T Easy (Promega) foi utilizado como vetor de clonagem.

3.5 Reagentes e outros materiais

Os oligonucleotideos iniciadores complementares ao gene da vicilina de Vigna
unguiculata foram sintetizados pela Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha). Os meios de
cultura LB (Lennox L AGAR e Lennox L BROTH BASE) foram adquiridos da Invitrogen
Life Technologies. Todos os demais reagentes usados na realizacdo dos experimentos

descritos nesse trabalho foram de grau analitico.
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4. METODOS

4.1 Preparacao do material vegetal

As sementes de Vigna unguiculata, genoétipos 1T81D-1053 e EPACE-10, foram
plantados em vasos com 30 cm de diametro contendo areia previamenta lavada e autoclavada,
Todos os espécimes foram tratados com solugdo nutritiva ao longo do seu desenvolviento. 20
dias apds a germinacdo das plantas, folhas foram coletadas para extracdo de DNA total.

4.2 Construcao dos oligonucleotideos iniciadores

Iniciadores especificos para o gene da vicilina do feijdo-de-corda (Vigna
unguiculata) foram desenhados com base na sequéncia depositada no banco de dados
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) com o seguinte acesso: AM905848, sendo tal sequéncia
referente a um gene de vicilina de Vigna unguiculata. As outras sequéncias: ABG02260,
ABG02261, ABG02262, ABW23573, ABW23574 (Vigna radiata); BAF56570, BAF56571,
BAF56572 (Vigna angularis); AAZ06660, AAZ06661, ABU40846 (Vigna luteola), também
foram usadas para a determinacdo dos oligonucleotideos. Os iniciadores foram desenhados
objetivando a clonagem de uma regido especifica do gene da vicilina onde foi verificada uma
grande variacdo (entre as espécies previamente comparadas) na quantidade de glutaminas
(fig. 3). O iniciador “senso” foi chamado de Vicl, e o iniciador “reverso” foi chamado de

Vic2 (tab. 1).

Iniciador Sequéncia (5’ — 3’) Tm
Vicl CCGTACCCGTTAACAACCCT Tm =59.68 °C
Vic2 ATAGGTCAACGGTAGTGGCG Tm =60.46 °C

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos para a regido codificadora do gene da
vicilina de Vigna unguiculata.



ABW23573_V._ radiata
ABG02262 V. radiata
ABG02261 V. radiata
ABG02260_V._ radiata
ABW23574_V. radiata
AAZ06660_V. luteola

BAF56572 V. angularis
BAF56571 V. angularis
BAF56570_V. angularis

ABU40846_V. luteola
AAZ06661 V. luteola
Vigna_unguiculata

ABW23573 V. radiata
ABG02262_ V. radiata
ABG02261 V. radiata
ABG02260 V. radiata
ABW23574_ V. radiata
AAZ06660 V. luteola

BAF56572 V. angularis
BAF56571 V. angularis
BAF56570 V. angularis

ABU40846_V. luteola
AAZ06661 V. luteola
Vigna unguiculata

ABW23573 V. radiata
ABG02262 V. radiata
ABG02261 V. radiata
ABG02260_V. radiata
ABW23574 V. radiata
AAZ06660 V. luteola

BAF56572 V. angularis
BAF56571 V. angularis
BAF56570_V. angularis

ABU40846_V. luteola
AAZ06661 V. luteola
Vigna_ unguiculata

ABW23573 V. radiata
ABG02262 V. radiata
ABG02261 V. radiata
ABG02260 V. radiata
ABW23574 V. radiata
AAZ06660 V. luteola

BAF56572 V. angularis
BAF56571 V. angularis
BAF56570_V. angularis

ABU40846_V. luteola
AAZ06661 V. luteola
Vigna_unguiculata

MVRAR--VQLLLGILFLASLSVSFGIVHREHQESQEE-SDSRGONNPFYFNSDRRFHTLF
MVRAR--VQLLLGILFLASLSVSFGIVHREHQESQEE-SDSRGONNPEFYFNSDRRFHTLFE
-MSARVPLLLLLGILFLASLSVSFGIVHRENHDAAEV-SVSRGKNNPEFYEFNSDRWERTLF
MVRARIPLLLLLGILFLASLSVSFGIVHRENIDGAEV-SVSRGKNNPFYFNSDRWEFHTLF
MVRARIPLLLLLGILFLASLSVSFGIVHRENIDGAEV-SVSRGKNNPFYFNSDRWEFHTLF
MLSAR--VSLLLGILFLASLSVSLGISHRGHQESQEE-SDSSGRNNPEFYFSSDRSEFNTLEF
————————————————————————— IVHREHQESQEE-SDSRGENNPFYFSSDRRFHTLE
————————————————————————— IVHREHHESREEVSVSSGKNNPFYFNSDRWFRTLY
————————————————————————— IVHREHHESREEVSVSSGKNNPFYFNSDRWFRTLY
MLSAR--VSLLLGILFLASLSVSLGISHRGHQESQEE-SDSSGRNNPEFYFSSDRSEFNTLEF
MLSAR--VSLLLGILFLASLSVSLGISHRGHQESQEE-SDSSGRNNPEFYFSSDRSEFNTLEFE
—————— VPLLLLGVLFLASLSVSFGIVHRGHQESQEE-SEPRGONNPFYFDSDRWFHTLF

R . * * Kk kkkkkk kkk Kk Kkko.

KNQYGHLRVIHRFDQRSKQIQONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAILT
KNQYGHLRVIHRFDQRSKQIQONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAILT
RNEFGHLRVLOQRFDQRSKOMONLENYRVVEFQSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAVLT
RNQFGHLRVLOQRFDQRSKOMONLENYRVVEFMSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAVLT
RNQFGHLRVLORFDQRSKQOMONLENYRVVELMSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAVLT
KNQYGHIRVLORFDQRSKQIQONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRALLT
TNQYGHLRILHRFDQRSKQIQNLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAILT
RNEWGHIRILHRFDQRSKQIQNLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAILT
RNEWGHIRVLORFDQRSKOMONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGTAVLT
KNQYGHIRVLORFDQORSKQIQONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRALLT
KNQYGHIRVLORFDQORSKQIQONLENYRVVEFKSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRALLT
RNQYGHLRVLQOREFDQRSKQIQONLENYRVVEFQSKPNTLLLPHHADADFLLVVLNGRAILT

Ko ohkkokoookhhAhhhhkhk o kAAA A A hhkhhk e KHAAAA A A A A A A A A A A AKX A h Kk ko kK

LVNPDG-RDSYILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPNDNDNLRIIKLAIPVNNPHRFQNFFLSS
LVNPDG-RDSYILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPNDNDNLRI IKLAIPVNNPHRFONFFLSS
LVNPDGGRDSHILEQGHAQKIPAGTIFFLVNPDDNENLRI IKLAVPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSNILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPDDNENLRIIKLAVPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSNILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPDDNENLRIIKLAVPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSYILEQGHAQRIPAGTTFFLVNPNDNDNLRI IKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDS-RDSYILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPDDNENLRI IKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDS-RDSYILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPDDNENLRIIKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDS-RDSYILEQGHAQKIPAGTTFFLVNPDDNENLRIIKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSYILEQGHAQRIPAGTTFFLVNPNDNDNLRI IKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSYILEQGHAQRIPAGTTFFLVNPNDNDNLRI IKLAIPVNNPHRFQDFFLSS
LVNPDG-RDSYILEQGHAQKTPAGTTFFLVNHDDNENLRIVKLANIBNNNBHRFQDEFLSS

* Kk kKK KKK AAAKAAAAK e KAAAKX AAAAKX o AKX e AXAK e AAK e AAXAAKAKA AKX e KA KKK

TEAQQSYLRGEFSKNILEASFDSDFKEIDRVLFGEERQQO-QHGEESQEEGVIVELKREQIR
TEAQQSYLRGEFSKNILEASFDSDFKEIDRVLFGEERQQ-QHGEESQEEGVIVELKREQIR
TEAQQOSYLQGEFSKNILEASFDSDIKEINRVLEFGEEGQQQQOQOGOESQQEGVIVELKREQIR
TEAQQOSYLQGEFSKNILEASFDSDIKEISRVLEFGEEGQQQOQGOESQQEGVIVELKREQIR
TEAQQOSYLQGEFSKNILEASFDSDIKEISRVLEFGEEGQQQQOQOGOESQQEGVIVELKREQIR
TEAQQSYLQGFSKNVLEASFDSDEFNEINKVLFGEE-—-—--— QGEESEQEGVIVELKREQIQ
TEAQQSYLRGEFSKNILEASFDSDFKEINRVLFGEERQQ-QQGEESREEGVIVELKREQIQ
TEAQQSYLRGFSKNILEASFDSDFKEINRVLFGEERQQ-QQGEESREEGVIVELKREQIQ
TEAQQSYLRGFSKNILEASFDSDFKEINRVLFGEERQQ-QQGEESREEGVIVELKREQIQ
TEAQQSYLQGFSKNVLEASFDSDFNEINKVLFGEE-—-—---— QGEESEQEGVIVELKREQIQ
TEAQQSYLQGFSKNVLEASFDSDFNEINKVLFGEE-—-—--— QGEESEQEGVIVELKREQIQ
TEAQOSYLOGEFSKNILEASFDSDFKEINRVLEGEEEQK-QQODEESQQEGVIVQLKREQIR

KA A Ak Ak hk ke khkhkhkk ek hkhkhkhkhkhkk e o kk o kX Xk kK ekk e kKKK K e KA KKK K o

57
57
58

59
57
34
35

57
57
53

117
117
118
119
119
117
94
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Figura 3: Alinhamento das sequéncias utilizadas para a constru¢do dos oligonucleotideos iniciadores. Na
sequéncia da vicilina de Vigna unguiculata as regifes sombreadas em cinza sdo 0s éxons impares (1°, 3° e 5°
éxon), e as regides sublinhadas sdo os éxons pares (2°, 4° e 6° éxon). As regides sombreadas em vermelho é onde
os iniciadores se anelam. As regides com grande variabilidade de glutaminas esta destacada em amarelo.
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ELIKHAKSSSRKELSSQDEPFNLRNSNPIYSNKFGRWYEITPEKNPQLKDLDVFISSVDM
ELIKHAKSSSRKELSSQDEPFNLRNSNPIYSNKFGRWYEITPEKNPQLKDLDVFISSVDM
ELTKHAKSSSKKSLSSEDQPFNLRNQKPIYSNKFGEFYEITPKKNPQLKDLDVFISSVDM
ELTKHAKSSSKKSLSSEDQPFNLRNQKPIYSNKLGRWFEITPEKNPQLRDLDMFIRSVDM
ELTKHAKSSSKKSLSSEDQPFNLRNQKPIYSNKLGRWFEITPEKNPQLRDLDMFIRSVDM
ELMRHAKSSSRKTLSSEDEPFNLRNQKPIYSNKFGRWYEITPEKNPQLKDLDVFLSSVDM
ELMKHAKSSSRKELSSQDEPFNLRNSKPIYSNKFGRWYEMTPEKNPQLKDLDVFISSVDM
ELMKHAKSSSRKELSSQDEPFNLRNSKPIYSNKFGRWYEMTPEKNPQLKDLDVFISSVDM
ELMKHAKSSSRKELSSQDEPFNLRNSKPIYSNKFGRWYEMTPEKNPQLKDLDVFISSVDM
ELMRHAKSSSRKTLSSEDEPFNLRNQKPIYSNKFGRWYEITPEKNPQLKDLDVFLSSVDM
ELMRHAKSSSRKTLSSEDEPFNLRNQKPIYSNKFGRWYEITPEKNPQLKDLDVFLSSVDM
ELMKHAKSTSKKSLSTONEPFNLRSQKPIYSNKFGRLHEITPEKNPQLRDLDVFLTSVDI

KK e kA AKeKek KAKe oo e kkkhK e kKKK KK o X K ekk e kA A Ak o khkkokeo *Kkko

KEGGLLLPHYNSKAIVILVINEGEAKIELVGPSDQQQ----QDESLEVQRYRAELSEDDV
KEGGLLLPHYNSKAIVILVINEGEAKIELVGPSDQQQ----QDESLEVQRYRAELSEDDV
KEGSLLLPHYNSKAIVILVINEGEANIELVGLREEQQQQ-QQDERLEVQRYRAEVSEDDV
KEGSLLLPHYNSKAIVILVINEGKANIELVGOREQQKQQEEQEESWEVQRYRAELSEDDV
KEGSLLLPHYNSKAIVILVINEGKANIELVGQREQQKQQEEQEESWEVQRYRAELSEDDV
KEGSLLMPHYNSKAIVIMVINEGEANIELVGPREQQQO--QQEESWQVQRYAAELSEDDV
KEGALLLPHYNSKAIVIMVINEGEAKIELVGLSDQQQQO-KQQEESLEVQRYRAELSEDDV
KEGALLLPHYNSKAIVIMVINEGEAKIELVGLSDQQQQO-KQQEESLEVOQRYRAELSEDDV
KEGALLLPHYSSKAIVIMVINEGEAKIELVGLSDQQQQO-KQQEESLEVOQRYRAELSEDDV
KEGSLLMPHYNSKAIVIMVINEGEANIELVGPREQQQQO--QQEESWQVQRYAAELSEDDV
KEGSLLMPHYNSKAIVIMVINEGEANIELVGPREQQQQO--QQEESWQVQRYAAELSEDDV
KEGGLLMPNYNSKAIVILVVNKGEANIELVGOREQQQQ--QQEESWEVQRYRAEVSDDDV

* % % ** * * ****** * * * * ***** o ek . * . * **** * Kk . * ***

FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGEKDNVMSEIPTEVLDVSFPASGNK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGEKDNVMSEIPTEVLDVSFPASGNK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGEKDNVISEIPTEVLDLAFPAPGEK
FIIPATYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGEKDNVISEIPTEVLDVTFPASGEK
FIIPATYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGEKDNVISEIPTEVLDVTFPASGEK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFVFGINGENNQRNFLAGEKDNVMSEIPTEVLDVTFPASGEK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGGKDNVMSEIPTEVLEVSFPASGKK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNQRNFLAGGKDNVMSEIPTEVLEVSFPASGKK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFAFGINAENNRRNFLAGGKDNVMSEIPTEVLEVSFPASGKK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFVFGINGENNQRNFLAGEKDNVMSEIPTEVLDVTFPASGEK
FVIPAAYPVAINATSNLNFFVFGINGENNQRNFLAGEKDNVMSEIPTEVLDVTFPASGEK
FVIPASHENEE,TSNINFIAFGINAENNORNFLAGEEDNVMSE I PTEVLDVTFPASGEK

K ekhkkoekhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkkhke Khhkk hhkkeoehkhkhkhhkkhk ohhkkehkhkhkhkhkhkhkeookhkk * ok

VEKLIKKQSESHEFVDAQPEQQQREEGHKGRKGSLSSILGSLY 453
VEKLIKKQSESHEFVDAQPEQQOQREEGHKGRKGSLSSILGSLY 453
VEKLVQKQSTSHEFVDAQPEEQQREEGPKGRKGHEVY -——--—-— 453
VKKLIKKQSESQFVDAQPEQQEREEARKGGKGPEFVY-—-—-—---— 454
VKKLIKKQSESQFVDAQPEQQEREEARKGGKGPEVY-—-—-—---— 454
VEKLIQKQTQSHFVDAQPDEQEKGRFVY-—-—-—-————————-—— 437
VEKLIKKQSESHEFVDAQPEQQOREEGHKGRKGSLSSILGSLY 433
VEKLIKKQSESHFVDAQPEQQOREEGHKGRKGSLSSILGSLY 434

VEKLIKKQSESHFVDAQPEQOQOREEGHKGRKGSLSSILGSLY 434

VEKLIQKQTQSHFVDAQPDEQEKGRFVY-—---—————————— 437
VEKLIKKQSQSHFVDAQPDEQEKGRFVY-—-=-==——————=——— 437
VEKLINKQSDSHFTDHSSKREERV —————————————————— 433

* . ** ** * . * *
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298
298
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272
273
273
291
291
291

351
351
357
358
358
349
331
332
332
349
349
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411
411
417
418
418
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391
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409
409
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4.3 Extracédo de DNA total

As extracOes de DNA total foram feitas baseando-se no protocolo descrito por
Warner (1996). Imediatamente antes da extracdo, as folhas a serem utilizadas foram coletadas
e devidamente pesadas, sendo utilizados cerca de 2 g de material vegetal para cada genétipo.

Para a extragdo do DNA total, o material foi macerado com auxilio de nitrogénio
liquido ate a formag&o de uma farinha fina e branca. A farinha obtida foi misturada a 6 mL de
tampdo de extracdo (Tris-HCI 100mM, pH 8,0 contendo CTAB 2%, EDTA 25 mM e NaCl 2
M), pré-aquecido a 65 °C. A mistura foi mantida a 65 °C por 60 minutos sob agitacao
esporddica. Em seguida, foram adicionados aos extratos 6 mL de solucdo de
cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (v/v). Os tubos foram incubados a temperatura ambiente
por 15 minutos, sob agitacdo esporadica, sendo, posteriormente, centrifugados a 5.000 rpm
por 15 minutos a 25 °C (rotor F-34-6-38, centrifuga eppendorf 5810 R). A fase aquosa
superior (cerca de 6 mL) foi transferida para um novo tubo e depois foram adicionados 4 mL
de alcool isopropilico 100% (v/v) gelado. Em seguida, as amostras foram incubadas a 4 °C
por 8 horas. Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados a 5.000 rpm por 15 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 2 mL de NaCl 1 M ao precipitado.
Foram adicionados mais 5 mL de etanol 100% (v/v) gelado e, em seguida, as amostras foram
incubadas a 4 °C por 1 hora. Depois desse intervalo, os tubos foram centrifugados a 5.000
rpm por 15 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% (v/v), sendo
centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos a 4 °C ap6s cada lavagem. Por fim, o precipitado de
DNA foi ressuspendido com 2 mL de &gua ultrapura esteril. As amostras foram armazenadas
a-20°C.
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4.4 PCR

Para conseguir amostras da regido de interesse do gene da vicilina de Vigna
unguiculata foi realizada uma PCR (reacdo em cadeia da DNA polimerase). Nesta reagédo
foram utilizados os iniciadores especificos, ja construidos e adquiridos, para a vicilina (Vicl e
Vic2).

A quantidade de DNA total utilizada como molde para a reagéo foi de 1.000 ng
para cada amostra. A PCR iniciou com um aquecimento de 94 °C por 2 minutos, em seguida
inicia-se uma outra etapa constituida de 35 ciclos, cada ciclo contendo uma etapa de
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, uma de anelamento a 62 °C por 1 minuto e uma terceira
etapa de extensdo a 72 °C por 1 minuto. No ultimo ciclo, o tempo da etapa de extensdo (a 72
°C) foi de 7 minutos. As reacdes foram realizadas em um termociclador Amplitherm Tx96-

plus.

4.5 Eletroforese em gel de agarose

Para a visualizacdo do DNA total extraido, dos produtos de PCR, dos plasmideos
purificados e dos produtos digeridos, pequenas aliquotas das amostras foram aplicadas em gel
de agarose em tampdo TAE (Tris-Acetato 45mM, EDTA 1mM, pH 8,0), e a eletroforese
realizada com o gel submerso no mesmo tampdo, contendo brometo de etidio 0,5 ug/mL a
uma corrente constante de 80 mA por cerca de 35 minutos. As bandas de DNA foram
visualizadas por exposic¢do do gel a luz ultravioleta (A = 302 nm) em um fotodocumentador

Vilber Lourmat (Biosystems).
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4.6 Clonagem da sequéncia codificadora da vicilina

O produto amplificado origindrio da PCR previamente realizada com o0s
iniciadores especificos foi entdo ligado ao plasmideo pGEM-T Easy de acordo com as
especificagOes do fabricante. A ligacédo foi realizada a 4 °C por 14 horas, estando as amostras
incubadas no termociclador. Apés a ligacdo, os produtos foram eletroporados a 2.500 V
(Eletroporador 2510, Eppendorf, Alemanha) em células eletrocompetentes de E. coli TOP 10
F’. Logo apos, foi adicionado ao eletroporado 1 mL de meio SOC (triptona 2,0%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5 mM, MgCI2 10 mM, Glucose 20 mM, pH 7,0), pre-
aquecido a 37 °C. As células foram incubadas a 37 °C por 1 hora a 180 rpm. Com o auxilio de
uma alca de Drigalsky, 100 uL da solucdo contendo as células eletroporadas com os produtos
de ligacdo foram plaqueados em placas de Petri contendo meio LB &gar contendo
carbenicilina 100 ug/mL, estreptomicina 50 ug/mL, IPTG 0,5 mM e X-Gal 80 ug/mL. Apos a
incubacdo a 37 °C, por 16 horas, observou-se o crescimento de colonias brancas e azuis. Para
a confirmacéo da transformacéo, colonias brancas foram selecionadas ao acaso para extragéo

de plasmideos, e posterior digestdo com enzima de restricdo especifica.

4.7 Extracdo de plasmideo

As extracOes de plasmideo foram realizadas selecionando-se uma col6nia isolada
e inoculando-a em 5 mL de caldo LB liquido suplementado com carbenicilina 100 ug/mL e
estreptomicina 50 ug/mL. Os indculos foram incubados a 37 °C, por 16 horas, sob agitacédo de
180 rpm. Apos o crescimento das culturas, as células foram coletadas por centrifugacéo a
12.000 rpm por 5 minutos a 25 °C (centrifuga minispin Eppendorf) em microtubos de 2 mL.
Os plasmideos foram extraidos e purificados de acordo com o método (adaptado) de lise
alcalina (SAMBROOK et al., 1989). As células foram ressuspendidas em 200 uL de tampéo
GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 256mM pH 8,0) e a essa suspensao foram
adicionados 300 pL de solucdo de lise (NaOH 0,2 N, SDS 1%). Os tubos foram invertidos
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sete vezes para a homogeneizacdo da solugdo e incubados em banho de gelo por exatos 5
minutos. Em seguida, foram adicionados a cada lisado 200 pL de acetato de potassio 3 M e 0s
tubos foram novamente invertidos, sete vezes, para a homogeneizagdo da solucdo. Apoés
centrifugagdo a 12.000 rpm por 10 minutos, a 25 °C, os sobrenadantes foram transferidos para
novos microtubos de 1,5 mL. Aos volumes transferidos, foram adicionados 1 volume de
cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (v/v), sendo os tubos invertidos depois , sete vezes, para
otimizar o contato da solugdo de cloroférmio com o sobrenadante transferido. Os tubos
ficaram repousando a temperatura ambiente por 5 minutos, e depois o sobrenadante (fase
superior) foi transferido para outro tubo de 1,5 mL. Foram entdo adicionados 2 volumes de
etanol 100% (v/v) gelado, invertedo os tubos depois para homogeneizar a solugdo, e
incubando-os em banho de gelo por 10 minutos. Apds isso, os tubos foram centrifugados a
12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol
70% (v/v), sendo novamente centrifugado nas mesmas condicdes citadas. O sobrenadante foi,
novamente, descartado e, ap0s a completa evaporacdo do etanol, os plasmideos foram

recuperados em 70 uL de &gua ultrapura estéril.

4.8 Sequenciamento de DNA

A reagdo de sequenciamento foi realizada na Macrogen — Macrogen Sequencing
Team (Seul, Republica da Coréia), sendo utilizados o0s iniciadores para sequenciamento SP6
(5’- ATTTAGGTGACACTATAG -3’) e T7promoter (5’- TAATACGACTCACTATAGGG
-3’). Todas as amostras de plasmideos purificados foram enviados na concentracdo de 100
ug/mL. As sequéncias (produtos das reacdes de sequenciamento) foram analisadas e
montadas com o auxilio do pacote Phred/Phap/Consed (EWING et al., 1998) para a obtengéo
das sequéncias consenso de cada um dos clones. As sequéncias dos diferentes clones foram
editadas e alinhadas com o auxilio dos programas Clustal-Omega (SIEVERS et al., 2014) e

Jalview (WATERHOUSE et al., 2009), e as mutag0es foram observadas e analisadas.
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4.9 Modelagem por homologia

A escolha da proteina molde para a modelagem por homologia da vicilina do
feijdo-de-corda foi realizada de acordo com o critério padrdo de preferéncia pela estrutura 3D
disponivel de maior similaridade. Para tal, a sequéncia de amino&cidos da vicilina, deduzida a
partir da sequéncia de DNA previamente depositada no GenBank (numero de acesso
AM©905848) foi comparada ao banco de dados de estruturas resolvidas (protein database —
PDB) através da ferramenta de busca e alinhamento HHpred (SODING et al., 2005)
(toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Dessa forma, a estrutura que apresentou maior identidade
a proteina de interesse (isso referente as sequéncias de cada clone) foi uma globulina 7S de
Vigna angularis (codigo de acesso 2EA7) resolvida a uma resolucdo de 1,8 A por Fukuda et
al. (2008).

Para cada clone e para a vicilina nativa, foi gerado 1 modelo utilizando o
programa Modeller (SALI e BLUNDELL, 1993). Utilizando a interface online do programa,
encontrado em: toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller, 0 método utilizado foi a randomizacao
inicial das coordenadas do modelo e sua consequente otimizacdo, no final escolhendo o
modelo com o melhor escore de minimizacao de energia. Para cada modelo foi feito um mapa
de Ramachandran (RAMACHANDRAN, et al., 1963) utilizando a ferramente online
MolProbity (DAVIS et al., 2007). O mapa de Ramachandran mostra a distribuigdo dos
angulos torsionais ¢ e y para cada aminoacido. Ha regies energeticamente favoraveis para
cada residuo, e a presenca de um aminoacido for a dessas regifes indica um erro ou algum
fendbmeno ndo convencional naquele local, como uma forte interagdo causando o

deslocamento.

O GalaxyWEB ¢é um servidor com ferramentas online que executam diversas
tarefas relacionadas a estrutura de proteinas. Foram utilizados o GalaxyGemini (LEE et al.,
2013) para a predigéo da estrutura multimérica dos modelos de vicilina e o GalaxySite (HEO

et al., 2014) para um estudo sobre as regides potencialmente ligantes a quitina.

A anélise dos modelos escolhidos foi feita através do software UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004), responsavel pela visualizacdo das ilustracdes dos modelos.
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5. RESULTADOS

5.1 Extracdo de DNA total, PCR e reacdo de ligacéo

As amostras de DNA total dos gendtipos 1T81D-1053 e EPACE-10 foram
diretamente utilizadas na PCR com os iniciadores especificos para a vicilina. Uma vez
realizada a reacdo, poderia ser confirmado se de fato a extracdo de DNA foi satisfatdria, assim
como evidenciar que de fato ocorreu a amplificacdo da sequéncia desejada. Os produtos da
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (fig. 3). O produto
amplificado tem em torno de 900 pares de base. A sequéncia de interesse tem em torno de
620 pares de base, mas como se trata de um produto amplificado a partir de DNA gendmico,

significa que os introns também estéo presentes na sequéncia.

O produto da PCR foi entdo ligado ao plasmideo pGEM-T Easy. A anélise
posterior em gel de agarose 1,0% (fig. 4) mostra que a reagcdo ocorreu com sucesso. A banda
maior tem em torno de 3900 pares de base, confirmando assim que o inserto (produto da

PCR) se ligou efetivamente ao plasmideo.
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Figura 4: Produtos da PCR com iniciadores especificos de vicilina e produtos da reacao de ligagdo com pGEM-
T Easy; E = produto do DNA gendémico do genotipo EPACE-10. | = produto do DNA gendmico de IT81D-1053.
LE = plasmideo ligado ao produto do EPACE-10. LI = plasmideo ligado ao produto do IT81D-1053. C- =
controle negativo (auséncia de amostra). M = marcador molecular Ladder 1Kb.
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5.2 Clonagem e sequenciamento

Apobs a ligacao dos produtos de PCR no plasmideo pGEM-T Easy, foram obtidos
16 clones recombinantes a partir dos produtos amplificados do genétipo suscetivel EPACE-
10 (clones S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16) e 16 clones
a partir dos produtos amplificados do gendtipo resistente 1T81D-1053 (clones R1, R2, R3,
R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, R12, R13, R14, R15, R16). Dentre todos esses clones,
aqueles donominados de S14, S15, S16, R2, R4, R13 foram perdidos no processo de extragao
e purificacdo do plasmideo recombinante devido a um defeito no tudo de 1,5 mL que acabou

acarretando na perda da amostra.

Depois do processo de extracdo plasmidial, para confirmar se tais clones
realmente tinham o plasmideo com o inserto ligado, foi realizada uma reacdo de digestdo com
a enzima de restricdo EcoRI. As amostras de cada clone apos a digestdo for a analisadas em
um gel de agarose 1,0% (fig. 5). A confirmacdo se deu quando foi evidenciada a presenca de
duas bandas no padréo de corrida de cada amostra, sendo uma banda com maior quantidade
de pares de base referente ao plasmideo, e outra banda, com menos pares de base, referente ao
inserto. Apenas os clones S4, S5, S6, S8, S10, R1, R3, R5, R7, R10, R11, R15 e R16
apresentaram o produto amplificado inserido no plasmideo (fig. 4), e foram estes os clones

enviados para 0 sequenciamento.
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Figura 5: Reacdo de digestdo dos plasmideos extraidos dos clones resistentes e suscetiveis com a enzima EcoRl.
Apenas os clones S4, S5, S6, S8, S10, R1, R3, R5, R7, R10, R11, R15 e R16 apresentaram o inserto ligado ao
pGEM-T Easy. C- = controle negativo (auséncia de amostra). M = marcador molecular Ladder 1Kb.
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5.3 Andlise e avaliagdo dos modelos estruturais

As sequéncias foram editadas com o auxilio do programa Jalview
(WATERHOUSE et al., 2009) para a remoc¢do dos introns e alinhadas com o programa
Clustal-Omega (SIEVERS et al., 2014). As sequéncias de aminoacidos codificadas pelos
clones foram deduzidas a partir das sequéncias de DNA e alinhadas com a sequéncia de
referéncia da vicilina de V. unguiculata (fig. 5). Os clones apresentaram varias mutacoes
pontuais entre si. Os clones R3 e R15 apresentaram sequéncias idénticas, e estes também
mostraram um padrdo de mutacdo (diferencas na sequéncia) maior em relacdo aos outros
clones. A maior diferenca estava em regiGes ricas em glutaminas. De acordo com o
alinhamento entre os clones (fig. 5), foram criados modelos para o estudo da estrutura
tridimensional da proteina. Aqueles clones com sequéncias idénticas sdo representados em
apenas um modelo (tab. 2). Para cada sequéncia divergente foi criado um modelo
tridimensional utilizando o programa Modeller (SALI e BLUNDELL, 1993), e cada modelo
estrutural criado foi avaliado no MolProbity (DAVIS et al., 2007), onde foi criado um grafico
de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963) para cada um.

Os escolhidos para o estudo comparativo das estruturas de vicilinas do genétipo
resistente e vicilinas do genotipo suscetivel foram os modelos M6, M8 e M9. Para a geracao
destes, as sequéncias foram completadas com a sequéncia VuVic. O modelo M8 é a estrutra
da vicilina sucetivel, sendo esta comum para quase todos os clones de sequéncias suscetiveis
estudados. O modelo M6 é a estrutura comum da vicilina resistente. Em relacdo aos outros
modelos com sequéncias do gendtipo 1T81D-1053, as diferencas estdo apenas em mutacdes
pontuais (exceto o modelo M9) que ndo produzem nenhuma diferenca significativa na
estrutura da proteina. E por fim o modelo M9 é aquele com uma sequéncia diferenciada dos

demais modelos sucetiveis, principalmente em regides especificas ricas em glutamina.

Os modelos triméricos foram gerados no GalaxyGemini (LEE et al., 2013) (fig.11,
13 e 15), e a previsao de ligantes foi feita pelo GalaxySite (HEO et al., 2014). O resultado da
analise foi idéntico para todos os modelos. Tal analise encontrou locais potencialmente
ligantes a radicais fosfato e radicais eletronegativos como grupamentos aminicos e
carboxilicos, sendo que a regido variavel de glutaminas foi indicada como potencial ligante a

esses grupos eletronegativos.
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Figura 6: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de cada clone. As diferencas entre as sequéncias estdo
destacadas em amarelo.
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Figura 6: Continuac&o.
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Modelos Clones
M1 VuVic
M2 R7
M3 S5
M4 R1
M5 R5
M6 R10
M7 R11; R16
M8 S4; S6; S8; S10
M9 R3; R15

Tabela 2: Respectivos clones de cada modelo. De acordo com as diferencas entre as sequéncias de cada clone,
estas foram agrupadas para a posterior elaboracdo do modelo estrutural.
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Figura 7: Gréafico de Ramachandran do modelo M6 feito na ferramenta MolProbity.
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97.0% (386/398) of all residues were in favored (98%) regions.
99.5% (396/398) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 2 outliers (phi, psi):
182 GLU (504, 128.2)
212 LEU (-71.8, 27.8)

Figura 9: Grafico de Ramachandran do modelo M9 feito na ferramenta MolProbity.
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Figura 10: Modelo (M6) da estrutura tridimensional da vicilina de Vigna unguiculata. As regides destacadas em
vermelho s&o aquelas ricas em glutaminas. Os grupos-R dos residuos dessas regides também estdo destacados.

Figura 11: Disposicéo da estrutura trimérica do modelo M6, com as regides ricas em glutamina destacadas em
vermelho.
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Figura 12: Modelo (M8) da estrutura tridimensional da vicilina de Vigna unguiculata. As regides destacadas em
vermelho s&o aquelas ricas em glutaminas. Os grupos-R dos residuos dessas regides também estdo destacados.

Figura 13: Disposicéo da estrutura trimérica do modelo M8, com as regides ricas em glutamina destacadas em
vermelho.
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Figura 14: Modelo (M9) da estrutura tridimensional da vicilina de Vigna unguiculata. As regifes destacadas em
vermelho s&o aquelas ricas em glutaminas. Os grupos-R dos residuos dessas regides também estdo destacados.

Figura 15: Disposicéo da estrutura trimérica do modelo M9, com as regides ricas em glutamina destacadas em
vermelho.
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6. DISCUSSAO

De acordo com os modelos estruturais construidos & notavel a variabilidade
estrutural das vicilinas de uma mesma espécie. A combinacao de maltiplos genes estruturais e
um extensivo processo pos-traducional resulta em um alto grau de polimorfismo para essas
proteinas (GIBBS et al., 1989; HIGGINS, 1984; XIE et al., 2011). Além de serem codificadas
por uma familia multigénica, as vicilinas exibem uma quantidade consideravel de sequéncias
homologas e micro-heterogeneidades, também podendo contribuir em mecanismos de defesa
de plantas (DUNWELL et al., 2001; FALL et al., 2003; SHEWRY, 1995).

As vicilinas paracem ter um papel fundamental na defesa de Vigna unguiculata
contra o caruncho Callosobruchus maculatus (MACEDO et al., 1993). E isso se deve ao fato
das vicilinas terem a capacidade de se ligar a quitina (MOTA et al., 2003; MOURA et al.,
2007).

Comparando as sequéncias de vicilinas de diferentes espécies proximas
filogeneticamente, elas sdo bastante conservadas apresentando poucas variagcdes. Mas existem
duas regides ricas um glutaminas que tém um grau de variagdo consideravel. Considerando
que dentro de uma mesma espécie existem variantes suscetiveis ao ataque de insetos, como,
por exemplo, o gorgulho, e outras variantes resistentes, é provavel que se essa resisténcia é de
fato conferida pelas vicilinas, entdo a resisténcia sera conferida dependendo da sequéncia de

aminoacidos nestas regides.

Ja foram feitos trabalhos que evidenciavam a ligacdo da vicilina a membrana
peritrofica de insetos (PAES et al., 2008; SOUZA et al., 2010; UCHOA et al., 2006). A
membrana peritrofica reveste os 6rgdos internos de insetos e é bastante evidente no
revestimento interno do intestino (TERRA, 2001). Sales et al., (2001) demonstrou que a
vicilina de Vigna unguiculata se liga fortemente a membrana peritréfica do caruncho
Callosobruchus maculatus e que esta resiste de modo considerdvel a acdo das enzimas
digestivas do inseto. Alguns autores sugerem que a resisténcia a acdo de proteases € devido a
forma compacta e de voltas (loop) curtas caracteristicas do dominio cupina (DUNWELL et
al., 2004). A falta de voltas extensas na superficie significa que poucos sitios sdo acessiveis a

enzimas capazes de clivar a proteina. Outros sugerem que € devido ao carater acido que a
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proteina apresenta (DE SALES et al., 1992).

Em relacdo a capacidade de se ligar a quitina, Maruyama et al., (2001) sugere um
modelo de como uma B-conglicinina de soja (Glycine max) pode se ligar a residuos de N-
acetilglucosamina (fig. 16). Em vicilinas de Vigna unguiculata o mecanismo deve ser
parecido, uma vez que o0s residuos de glutamina possuem atomos muito eletronegativos como
0 oxigénio e o nitrogénio no final de sua cadeia residual, as ligac6es de hidrogénio devem ser

favoraveis aos atomos de oxigénio expostos na N-acetilglucosamina.

Observando os modelos M6, M8 e M9, as regides ricas em glutamina se
apresentam de formas diferentes estereoquimicamente. Essas regifes em M6 e M8 estdo mais
expostas longitudinalmente, ao contrario do modelo M9, no qual essas regides parecem estar
mais expostas axialmente em relacdo a estrutura trimérica da proteina. Como M9 é
constituido de sequéncias que foram encontradas somente no gendtipo resistente, isso pode
ser um indicio de como é a proteina que confere, de forma eficiente, a resisténcia ao C.
maculatus, assim como o mecanismo de ligacdo a quitina € efetuado. Observando como as
regides ricas em glutamina estdo expostas em M9, parece que todas se expdem seguindo um
sentido axial em relacdo a estrutura proteica. Dessa forma, a chance de encontrar sitios
ligantes na quitina € maior, e consequentemente a ligacdo a quitina seria mais forte, pois todas
essas regides parecem apontar num unico sentido. A conformacdo apresentada em M6 e M8
ndo é muito favoravel para que haja a possibilidade de varios sitios de ligacdo, pois tais
regides ficam expostas de forma que ndo existe um eixo Unico de direcdo que favoreca todas

as regides encontrem ligantes de forma simultanea.
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Figura 16: Esquema sugerido por Maruyama et al. (2001) de como se da a ligagdo de residuos de aminoacidos a
residuos de N-acetilglucosamina através de ligacdes de hidrogénio.
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7. CONCLUSAO

As vicilinas encontradas no genotipo resistente sdo diferentes as do genotipo
suscetivel. Porém ndo podemos chegar num resultado conclusivo, pois como as vicilinas séo
codificadas por uma familia multigénica, € necessario ter um estudo mais aprofundado de sua
sequéncias para evidenciar de fato essas diferencas. O estudo dos modelos estruturais
sugerem uma conformacéo otimizada para a ligacdo com a quitina por parte das vicilinas de
genotipo resistente em relagdo as vicilinas de gendtipo suscetivel. No entanto € necessarios
estudos mais detalhados tanto in silico quanto in vitro para que se possa ter uma idéia mais

concreta de como 0 mecanismo de ligacdo a quitina se processa.
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