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1. INTRODUGAO

Fungos sao organismos eucariontes, quimio-heterotréficos e com excecao
das leveduras, sdo multicelulares (TORTORA, 2017). Estes sdo envolvidos por
uma parede celular composta de N-acetilglucosamina quitina, B-(1,3) e B-(1,6)
glucanos e glicoproteinas (GOW; LATGE; MUNRO, 2017).

Os fungos fitopatogénicos representam apenas uma parte dos fungos
colonizadores, portanto apenas um numero restrito de espécies fungicas possui a
capacidade de invadir e evitar o reconhecimento e resposta de defesa das plantas
para obter seus nutrientes e, consequentemente, provocar doencas. Estes
organismos possuem facilidade de espalhamento pelo vento, solo, agua e
animais, esses fungos podem infestar colheitas inteiras, levando a perdas
significativas na producao agricola (LAZAROVITS; TURNBULL;
JOHNSTON-MONJE, 2014). Dessa maneira, sdo utilizados principalmente
fungicidas quimicos os quais tém demasiado uso, levando a efeitos tdoxicos ao
meio ambiente, saude humana e animal (HAO et al., 2011). Ademais, o uso
excessivo leva ao surgimento de cepas resistentes tornando o tratamento de
fungos em plantas cada vez mais complicado, desta maneira € importante a
pesquisa para o desenvolvimento de novas alternativas nao toxicas e
ecologicamente corretas.

Lectinas sao proteinas de origem n&o imune que possuem ao menos um
dominio ndo catalitico. Elas tém capacidade de reconhecer carboidratos e se ligar
de forma reversivel a glicanos ou agucares livres na estrutura das células, sem
alterar suas estruturas (KENNEDY et al.,, 1995). Essas estdo amplamente
distribuidas em plantas, virus, bactérias e animais (GERLACH, 2005).

Algumas lectinas apresentam afinidade particular por elementos da parede
celular fungica, como N-acetilglucosamina, carboidrato presente no polimero de
quitina. Essa propriedade faz com que as proteinas apresentem papel importante
na inibicdo do crescimento fungico, através da inibicdo do crescimento das hifas,
desenvolvimento incompleto de esporos e indugdo de alteragdes morfoldgicas
(FONSECA, 2022; KONOZY, 2022).

Neste trabalho objetivou-se produzir, de forma heter6loga em bactéria,
duas lectinas recombinantes para uso futuro contra fungos fitopatogénicos de
interesse agricola. As duas lectinas possuem afinidade reconhecida para
N-Acetilglicosamina, carboidrato encontrado na quitina.
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2. METODOLOGIA

Para a produgdo das lectinas, inicialmente as sequéncias génicas
codificadoras das proteinas foram obtidas no banco de dados GeneBank com
base na sua atividade bioldgica contra fungos fitopatogénicos. As sequéncias
génicas foram desenhadas para a construgao do gene sintético otimizadas para
expressdo em Escherichia coli utilizando o vetor pET28(a) como proteinas de
fusdo (ligadas a uma sequéncia de 6 histidinas). Uma analise da estabilidade do
RNA mensageiro foi realizada para verificar as caracteristicas termodinamicas e
estabilidade das estruturas secundarias do mRNA dos genes otimizados foram
checadas com o programa RNA-fold. As estruturas das proteinas recombinantes
foram determinadas usando o webserver AlphaFold Colab e visualizadas com o
software PyMol. Além disso, as sequéncias proteicas preditas foram
caracterizadas quanto suas propriedades fisico-quimicas utilizando a ferramenta
ProtParam do Expasy. O peso molecular, composigdo dos aminoacidos, indice de
estabilidade e hidropaticidade foram avaliados.

Para a produgdo das proteinas, os genes sintéticos otimizados foram
adquiridos comercialmente da Epoch Life Science® (St. Louis, Missouri, Estados
Unidos). Os plasmideos foram inseridos na cepa de expresséo E. coli BL21 Star
(DE3) através de choque térmico (5 min no gelo, 1 min 42 °C e 5 min no gelo) e
as ceélulas transformadas cultivadas por 1 h (37 °C, 150 rpm) em meio LB. As
células transformadas foram cultivadas em meio sélido e armazenadas a 37 °C.
Para checar a expressao das proteinas um pré-indbculo com uma colénia da
recombinante foi realizado em 10 mL de caldo de Luria-Bertani (LB)
suplementados com canamicina (50 mg/mL) durante a noite e transferidos para
um indculo de 100 mL de LB acrescido do respectivo antibidtico e cultivado (37
°C, 180 rpm) até uma DO(595nm) de 0,6-0,8. A expressdo da proteina foi
monitorada por ensaio rapido de dot-blotting.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram realizadas as etapas iniciais de escolha,
caracterizagdo e expressao recombinante de duas lectinas vegetais com a
finalidade de utilizagdo como produto biotecnolégico para o controle de fungos
fitopatogénicos. A primeira etapa do trabalho foi a construgdo das sequéncias
génicas e a caracterizagao do produto da transcricdo e expressao. A predigao foi
realizada usando programas de bioinformatica que possibilitaram entender a
estrutura do RNA mensageiro e das proteinas de fuséo resultantes. A predi¢gao do
MmRNA destas proteinas, apos otimizacdo para expressdao em bactéria,
apresentou parametros favoraveis com a energia livre de -126,75 kcal/mol para
Lec1 e -258.64 kcal/mol para a Lec2, considerados dentro de indices de
estabilidade (menor energia livre) e, portanto, favoraveis a bons niveis de
expressdo recombinante em bactéria. Da mesma forma, para saber se as
proteinas de fusdo manteriam suas estabilidades estruturais, foram realizadas as
analises das estruturas resultantes e os parametros fisico-quimicos de cada uma.
A Lec 1 possui 89 aminoacidos, e massa molecular de 9.42 kDa, ponto isoelétrico
de 7.53 e indice de instabilidade de 40.59, considerada parcialmente instavel, e
mais suscetivel a degradagao quando expressa em bactéria. Além disso, o valor
relativamente baixo do indice alifatico indica uma baixa estabilidade térmica, o
que pode comprometer tanto a conformagao estrutural quanto a solubilidade da
proteina. Por outro lado, a Lec 2 apresenta 237 aminoacidos, com uma massa
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molecular de 25.59 kDa e um ponto isoelétrico de 5.27. O indice de instabilidade
desta proteina é inferior ao da Lec 1, enquanto o indice alifatico elevado sugere
uma maior estabilidade térmica. Essa combinacédo de caracteristicas indica que a
Lec 2 tende a manter sua estrutura funcional e a resistir a degradacéo sob
condigdes variaveis. Adicionalmente, ambas as lectinas demonstram um equilibrio
na composi¢cao dos residuos de cargas negativas e positivas, contribuindo para
uma maior estabilidade geral. A analise também revelou que ambas as proteinas
possuem propensao para serem soluveis quando superexpressas em Escherichia
coli.

A modelagem das lectinas foi realizada utilizando o servidor AlphaFold
Colab, gerando cinco estruturas para cada (Figura 1) que foram ranqueadas
através da pontuacao pLDDT (Teste de Diferenca de Distancia Local Predita), que
€ uma métrica de confiabilidade que avalia as diferencas de distancia local de
todos os atomos em um modelo, os valores variam de 0 a 100 e valores acima de
90 indicam uma maior confianca na predi¢do da estrutura da proteina. E possivel
verificar que a Lec 1 e Lec 2 foram modeladas com alta precisdo de confianca,
apresentando uma pontuacdo pLDDT de 88.9 e 93.8 respectivamente. As
estruturas ajudam a entender como a lectina recombinante se comporta em
relacdo a manutengao da estrutura nativa e atividade de ligagao ao carboidrato de
interesse.

Figura 1: Predi¢des estrutural referente as proteinas de fusdo. (A) Lec 1 e (B) Lec 2.

A expresséo das proteinas foi realizada como descrito anteriormente e
monitorada por dot-blotting. Para isso, uma aliquota de 10 uL do cultivo das
bactérias expressando as proteinas Lec1 e Lec2 foi em uma membrana de
nitrocelulose e apds o bloqueio com leite desnatado foi submetida a
hibridizagdo com anticorpo anti-histidina. Um controle positivo (proteina
recombinante purificada com cauda de histidina e um controle negativo
(Escherichia coli ndo transformada),

c(-) 1 2 3
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Figura 2: Caracterizagdo da expressao das proteinas recombinantes Lec1 e Lec2 em cultura
de Escherichia coli. C (-): Escherichia coli ndo transformada (1): Proteina recombinante com
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cauda de histidina (C+), (2): Cultura de E. coli expressando Lec1 e (3): cultura de E. coli
expressando Lec2.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados prévios, € possivel concluir que a expressao das
lectinas recombinantes foi realizada com sucesso, como predito in silico,
sugerindo que a utilizagdo de estratégias de bioinformatica para escolha e
predicdo de proteinas recombinantes para uso biotecnolégico é uma estratégia
interessante. Por outro lado, ainda nédo € possivel saber se estas proteinas
manterdo sua capacidade de ligar aos carboidratos encontrados nas estruturas
fungicas e inibir seu crescimento.
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