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RESUMO

CARMINATI, L.S. Predicdo, in silico, da regulacdo pos-transcricional de genes
envolvidos no sistema ubiquitina-proteassoma via microRNAs em Carica
papaya na meleira. 2018. 48f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Programa de Pés-Graduacgdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A cultura do mamoeiro € bastante susceptivel a doencas, sobretudo as viroses, 0
que causa uma significativa diminuicdo da produtividade. Uma das doencas que
mais afetam a produtividade nacional € a meleira do mamoeiro, uma doenca
associada a infeccdo mista por um complexo viral composto pelo papaya meleira
virus (PMeV) e papaya meleira virus 2 (PMeV2), que tem como principal sintoma a
exsudacao espontanea de latex aquoso e fluido em folhas e frutos. Esses sintomas
s6 sdo observados apés a floracdo, assim plantas infectadas permanecem no
campo por um longo tempo, constituindo como uma fonte de inéculo. Estudos em
plantas de C. papaya infectadas com o complexo PMeV j& revelaram a modulacdo
de proteinas do Sistema Ubiquitina-Proteassoma 26S (UPS), sugerindo o
envolvimento desta via neste patossistema. Também ja foi observado alteracdo na
expressdo de miRNAs de C. papaya durante a meleira, incluindo modulacdo de
microRNAs que almejam genes da UPS. O presente trabalho através de analises in
silico teve como objetivo avaliar a modulacdo do UPS em Carica papaya em
resposta ao complexo PMeV através da revisdo de bancos de dados de
transcriptbmica e protedmica obtidos de plantas infectadas em diferentes fases de
desenvolvimento. Além disso, foram preditos alvos de microRNAs que fosse genes
qgue codificam para UPS, enfatizando aqueles genes modulados durante a meleira.
Identificou-se, in silico, 1.074 transcritos e 80 proteinas em C. papaya similares a
proteinas de UPS de outras espécies de plantas. Além disso, relatou-se 42 genes de
UPS de C. papaya modulados durante a infeccao. Também foram identificados 106
mMiRNAs que tinham como alvo de genes relacionados com o UPS, dos quais 3
familias almejam genes responsivos a infec¢éo pelo complexo PMeV.

Palavras-chave: Bioinforméatica. Omicas. miRNAs. Meleira do mamoeiro.



ABSTRACT

CARMINATI, L.S. Prediction, in silico, of post-transcriptional regulation of
genes involved in the ubiquitin-proteasome system via microRNA in Carica
papaya in the meleira disease. 2018. 48f. Dissertation (Masters Degree in
Biotechnology) — Biotechnology Post Graduate Program, UFES, Espirito Santo.
Brazil.

The cultivation of papaya trees is highly susceptible to diseases, viruses above all,
which can cause a significant decrease on crop productiveness. One of the diseases
which most affects national production is the Papaya Sticky Disease (PSD) — or
“meleira” — a disease associated with mixed infection by a viral complex composed of
the papaya meleira virus (PMeV) and the papaya meleira virus 2 (PMeV2), which is
characterized by a spontaneous exudation of fluid and aqueous latex from the
papaya fruit and leaves. These symptoms can only be observed after the flowering,
therefore infected plants can remain unnoticed on plantations for a long time, acting
as inoculum sources. Studies on PMeV-infected C. papaya plants have already
revealed the modulation of proteins related to the Ubiquitin-Proteasome System 26S
(UPS), indicating this pathway’s involvement in this pathosystem. Alterations in the C.
papaya’s miRNA expression have also been observed during PSD, including
modulations of microRNA which long for UPS’ genes. The present work, through in
silico analysis, has had as purpose to evaluate the modulation of UPS in Carica
papaya in response to the PMeV viral complex through the assessment of
transcriptomics and proteomics databases collected from infected plants in different
growth phases. Moreover, there were predicted microRNA targets that were genes
code for UPS, with emphasis on those genes modulated during the sticky disease.
There were identified, in silico, 1.074 transcripts and 80 proteins in C. papaya that
were similar to UPS proteins from other plant species. In addition, 42 C. papaya UPS
genes that were modulated during the infection were reported. There have also been
identified 106 miRNA that had UPS-related genes as targets, of which 3 families
target genes that are responsive to PMeV infection.

Keywords: Bioinformatics. Omics miRNA. Papaya Sticky Disease. Meleira.
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1 INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA ECONOMICA DO MAMOEIRO

Uma das frutas de maior producdo mundial € o mamao. Na safra de 2015, a
producdo mundial foi de mais de 12 milhSes de toneladas. O Brasil foi responsavel
por mais de 12% da producdo mundial, classificando-se como o segundo maior
produtor, ficando atr4s apenas da india (FAOSTAT, 2015). Em ambito nacional, a
Bahia € o maior produtor de mamaéao, seguida pelo Espirito Santo com producdes de
aproximadamente 724 e 361 mil toneladas, respectivamente, em 2015. Esses dois
estados juntos sdo responsaveis por 74% da producdo do pais (EMBRAPA, 2015).

Estima-se que a exportacdo brasileira de maméao tenha movimentado USD 43
milhdes em 2016, sendo o Espirito Santo o principal estado exportador. Os maiores
mercados do produto brasileiro, atualmente, sdo paises Europeus, como Portugal,
Holanda, Espanha, Reino Unido e Alemanha, seguidos pelos Estados Unidos (EUA)
(EMBRAPA, 2015). Devido a exigéncia do mercado, principalmente internacional, a
demanda por frutos de qualidade é alta. No entanto, a cultura do mamao é bastante
suscetivel as doencas, sobretudo as viroses, 0 que causa grandes prejuizos aos
produtores, ocasionando até mesmo a destruicdo completa dos pomares (ABREU et
al., 2015). Dentre as principais doencas que afetam esse cultivar estd a meleira do
mamoeiro (ABREU et al., 2015), de ocorréncia relatada no Brasil e no México
(KITAJIMA et al., 1993; PEREZ-BRITO et al., 2012).
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1.2 A MELEIRA DO MAMOEIRO

Os primeiros relatos da meleira do mamoeiro foram na década de 80 nos estados da
Bahia e do Espirito Santo. Atualmente a doencga ja atingiu os estados de
Pernambuco, Ceard e Rio Grande do Norte (DALTRO et al., 2014). Além do Brasil, 0
México € o Unico pais onde a doenca também ja foi relatada (PEREZ-BRITO et al.,
2012).

Inicialmente, os sintomas da meleira do mamoeiro foram associados a estresses
abidticos com déficit hidrico ou deficiéncia de absorcdo de célcio e boro
(NAKAGAWA,; TAKAYAMA; SUZUKAMA, 1987). Posteriormente, através de estudos
de dispersao da meleira no campo, sugeriu-se a associacao de um patégeno com a
doenca (RODRIGUES; VENTURA; MAFFIA, 1989). Plantas sadias inoculadas com
latex obtido a partir de plantas sintomaticas para a meleira apresentaram 0s
sintomas da doenca apds 60 dias, sugerindo que o agente causador da doenca
estava presente no latex. Ao se analisar o latex de plantas doentes foi observada a
presenca de particulas isoméricas e detectado RNA de fita dupla (dsRNA, do inglés
Double-stranded RNA) em plantas infectadas (KITAJIMA et al., 1993). Os
Postulados de Koch foram realizados confirmando a etiologia viral da meleira do
mamoeiro e realizando a descricdo oficial do Papaya meleira virus (PMeV) como um
virus de particulas isométricas, com aproximadamente 45 nm de diametro e portador
de um genoma de dsRNA de aproximadamente 12kbp (MACIEL-ZAMBOLIM et al.,
2003), relacionado aos virus da familia Totiviidae (ABREU et al., 2015; SA
ANTUNES et al., 2016).

Contudo, um estudo recente revelou que a meleira esta associada a uma infeccéo
mista pelo PMeV e pelo papaya meleira virus 2 (PMeV2), esse um virus relacionado
aos virus do género Umbravirus, possui genoma de fita simples (ssRNA) de
aproximadamente 4,5 Kb ndo codificante para proteina capsidial (SA ANTUNES et
al., 2016), formando, assim, o Complexo PMeV. Propbe-se que a associagao ocorra
em termos da montagem de PMeV2 com a proteina capsidial do PMeV (SA
ANTUNES et al., 2016).
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Em plantas infectadas pelo complexo PMeV ocorre a exsudagdo espontanea de
latex aquoso e translicido, principalmente em folhas e frutos (RODRIGUES;
VENTURA; MAFFIA, 1989). Em contato com o ar, esse latex é oxidado causando
lesdes necrdticas nas folhas jovens e a coloragéo escura e melada do fruto (Figura
1) (VENTURA et al, 2003). Além disso, sdo verificadas manchas zonadas,
amadurecimento desigual e ma formacado dos frutos (DALTRO et al., 2014), o que
inviabiliza sua comercializacdo (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004).

©)

(A) . (B)

Figura 1. Principais sintomas da meleira em frutos e folhas. (A) Exsudacéo espontanea de
latex aquoso e translucido. Na lateral pode-se observar o latex oxidado, dando o aspecto
“‘melado” do fruto. (B) Manchas zonadas de coloragao verde-clara na superficie do fruto. (C)
Queima da ponta de folhas jovens. Fonte: Adaptado de VENTURA; COSTA; TATAGIBA,
2004.

Uma particularidade da meleira é que a ocorréncia de sintomas s6 inicia na transicao
juvenil-adulto da planta, marcada pela floracdo, que ocorre aproximadamente aos 4-
6 meses apos a germinacdo (MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2003). Em campo, o
diagnostico da meleira é feito baseado na visualiza¢do dos primeiros sintomas e, até
0 presente momento, o Unico método de controle é a destruicdo das plantas doentes
(roguing) (VENTURA et al., 2003). Assim, plantas infectadas assintomaticas podem
permanecer no campo por um longo periodo, constituindo uma importante fonte de

inoculo. Apesar do desenvolvimento de técnicas moleculares de diagnostico -
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através de técnica de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR, do inglés, reverse transcription polimerase chain reaction) e RT-PCR
qguantitativo (qQRT-PCR, do inglés quantitative RT-PCR), ter possibilitado grandes
avangcos na pesquisa e diagnostico de plantas infectadas independente do
desenvolvimento dos sintomas (ABREU et al., 2012) a auséncia de informagdes
sobre aspectos de interagdo virus-planta € um grande desafio no desenvolvimento

de estratégias mais eficientes para o controle da meleira.

1.3  SISTEMA UBIQUITINA-PROTEASSOMA 26S (UPS)

O sistema ubiquitina-proteassoma 26S (UPS) é a principal via proteolitica em
eucariotos (DREHER; CALLIS, 2007) auxiliando na regulacdo dos mais diversos
processos celulares, incluindo ciclo celular, transcricdo e traducao, reparo do DNA,
processo de floracdo e na sinalizacdo e regulacdo da interacdo planta-patdgeno
(DUPLAN; RIVAS, 2014). Estudos demonstram a participacdo do UPS como um
importante componente da defesa da planta contra infeccbes virais (MANDADI,
SCHOLTHOLF, 2013)

O processo de ubiquitinacdo ocorre, fundamentalmente, com controle de trés
classes de enzimas: a enzima de ativacdo da ubiquitina (E1 ou UBA, do inglés
ubiquitin activating enzyme), a enzima de conjugacao da ubiquitina (E2 ou UBC, do
inglés ubiquitin conjugating enzyme) e a ubiquitina ligase (E3 ou UL) (Figura 2).
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-

@ Ubiquitina
& Substrato

Figura 2. Esquema de ubiquitinacdo das enzimas do UPS. A ubiquitinacdo é geralmente
conduzida por trés enzimas, enzima de ativacdo da ubiquitina (E1), enzima de conjugacéo
da ubiquitina (E2) e ubiquitina ligase (E3) monoubiquitinando o substrato. (a) Os substratos
monoubiquitinados podem ser direcionados ao proteassoma apos a interagdo com enzima
de dominios de ligacdo a ubiquitina (UBDs), sofrerem outros ciclos de ubiquitinacdo
tornando-se (b) poliubiquitinado ou (c) poli-mono-ubiquitinatinado. (d) O substrato
poliubiquitinado pode ser reconhecido e deubiquitinado por deubiquitinases (DUBS); (e)
reconhecido por UBDs e direcionado para processos celulares ou (f) enviado ao
proteassoma para degradacdo. (g) O alvo ainda pode ser direcionado ao proteassoma por
acao de enzimas ubiquitin-like domains (ULDs). ApOs degradacgéo pelo proteassoma as
ubiquitinas séo recicladas pela acdo das DUBs.

Inicialmente, ocorre a ativacdo de E1 através de uma ligacdo tioéster altamente
energética com a ubiquitina (Ub) que €, entdo, transferida para E2, liberando E1. A
enzima E3 reconhece o complexo E2-Ub e se liga ndo covalentemente a proteina-
alvo. E2 catalisa a transferéncia da ubiquitina para o substrato, tornando-o
monoubiquitinado (ALCAIDE-LORIDAN; JUPIN, 2012; SMALLE; VIERSTRA, 2004).
O substrato monoubiquitinado pode (i) ser direcionado ao proteassoma através de

ligagdo com enzimas de dominios de ligacdo a ubiquitina (UBDs, do inglés ubiquitin
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binding domain); (ii) ser direcionado a processos celulares; (iii) sofrer novos ciclos de
ubiquitinacao, tornando-se poliubiquitinado (ALCAIDE-LORIDAN; JUPIN, 2012).

O substrato poliubiquitinado pode (i) ser direcionado a processos celulares por meio
de ligacdo com UBDs; (ii) sofrer desubiquitinacdo através da acdo de enzimas
desubiquitinases (DUBS); (iii) ser direcionado ao proteassoma (ALCAIDE-LORIDAN,;
JUPIN, 2012). O substrato pode, ainda, ser direcionado ao proteassoma mediados
por ligagcdo com proteinas semelhantes a ubiquitina (ULDs, do inglés ubiquitin-like
domains) (YU et al., 2016). ApOs a degradacdo do substrato pelo proteassoma, a
ubiquitina é recuperada por acdo das DUBs (ALCAIDE-LORIDAN; JUPIN, 2012).

Devido a capacidade de promover modificacbes no padrdo de abundancia de
proteinas, o UPS desempenha um papel crucial na interacdo planta-patdgeno.
Alteracfes nos niveis de Ub e das enzimas do UPS sao cruciais durante a defesa
em plantas (DELAURE et al., 2008), sobretudo alteracbes de E3, por ser essa
enzima o elemento chave na especificidade dos alvos do UPS, auxiliando em
respostas de defesa precoce (ZENG et al., 2006). Uma das formas de defesa
antiviral do UPS é através da degradacao de proteinas virais, como nos casos do
Tobacco mosaic virus (TMV) (REICHEL; BEACHY, 2000) e Turnip yellow mosaic
virus (TYMV) (DRUGEON; JUPIN, 2002), cujas proteinas de movimento s&o
direcionadas e degradadas pelo UPS reduzindo a carga viral de TMV e a viruléncia
de TYMV.

Por outro lado, o sistema ubiquitina-proteassoma 26S também pode ser utilizado
pelo virus auxiliando na viruléncia. Diversos virus de plantas exploram o UPS para
superar o sistema de defesa da planta (EINI et al., 2009; LAI et al., 2009). De forma
geral, os virus inibem ou modificam a especificidade das enzimas de ubiquitinacéo,
alterando o reconhecimento do substrato (MANDADI; SCHOLTHOLF, 2013). Além
disso, alguns virus sdo capazes de codificarem suas proprias desubiquitinases,
inibindo a degradacdo das proteinas virais (VERCHOT, 2016). Porém, o(S)
mecanismo(s) pelo(s) qual(is) os virus controlam o UPS em plantas ainda nao
foi(ram) determinado(s). Estudos demonstraram o envolvimento da via UPS na
infecgdo pelo complexo PMeV (ABREU et al., 2014; MANDRONERO et al., 2018;
RODRIGUES et al.,, 2012; SOARES et al.,, 2018), sendo sugerido que 0s virus
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possam usurpar o controle da via tanto como estratégia de auxilio para a replicacgéo,
como para manter a viabilidade do hospedeiro (ABREU et al., 2014). Entender como
a via UPS é modulada durante a infeccdo parece ser um ponto fundamental tanto
para entender a progressdo da doenca quanto para desenvolver estratégias de
desenvolvimento de plantas resistentes ao complexo PMeV.

1.4 SILENCIAMENTO DE RNA

O silenciamento de RNA é um mecanismo altamente conservado entre eucariotos.
Em plantas as vias de silenciamento se diversificaram bastante e, atualmente, sabe-
se de, pelo menos, trés diferentes vias, que se sobrepdem em alguns pontos
(ELVIRA-MATELOT; ALBA; VAUCHERET, 2017; GUO et al.,, 2016; ZERBINI;
ALFENAS; ANDRADE, 2005). Em comum, a inducdo de todas as vias ocorre por
dsRNAs: os pequenos RNAs de interferéncia (siRNA, do inglés small interfering
RNASs) e os microRNAs (miRNAs). Estes pequenos dsRNAs sdo processados por
proteinas DICER-like (DCL) e emergiram como reguladores da expressao génica,
guiando a clivagem do RNA mensageiro (mMRNA), a inibicdo da traducdo ou a
modificacdo da cromatina. A primeira via de silenciamento conhecida € um
mecanismo de regulacao no nivel de transcricdo (TGS, do inglés transcription gene
silencing), e esta associada com a metilacdo do DNA e supressdo da transcricao
génica através de siRNAs (ELVIRA-MATELOT; ALBA; VAUCHERET, 2017;
ZERBINI; ALFENAS; ANDRADE, 2005). Sua principal funcdo esta associada a
protecdo do genoma contra danos causados por transposons (LIPPMAN;
MARTIENSSEN, 2004). As outras duas vias de silenciamento do RNA ocorrem a
nivel pés-transcricional (PTGS, do inglés post-transcription gene silencing) (i)
através de siRNAs, que pode ser originado da transcricdo de um gene enddgeno, de
um transgene, ou por dsRNA produzido por virus durante sua replicacdo, e esta

relacionado a degradacdo de mRNA enddgeno e de transgene (ELVIRA-MATELOT;
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ALBA; VAUCHERET, 2017; ZERBINI; ALFENAS; ANDRADE, 2005) e (ii) através de
mMiRNAs com degradacao ou inibicdo da traducdo de mRNA enddgenos (ELVIRA-
MATELOT; ALBA; VAUCHERET, 2017; ZERBINI; ALFENAS; ANDRADE, 2005).

1.4.1 miRNA: possiveis candidatos para induzir resisténcia viral

Os miRNAs s&o pequenos RNAs de 20-24nt originados de loci genéticos
denominados MIR (Figura 3). No nucleo, os genes MIR séo transcritos pela RNA
polimerase Il originando o transcrito de miRNA primarios (pri-miRNA, do inglés
primary miRNAs). Os pri-miRNA formam uma estrutura em forma de grampo (hairpin
ou um imperfeito “fold-back” stem-loop) e séo processados pela DCL1, com auxilio
da proteina de ligacdo de dsRNA DRB1 ou HYL1, em um curto stem-loop precursor,
o pre-miRNA (do inglés, miRNA precursors) (LIU et al., 2017).
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citop 25

/

Degradacao Inibigao
do mRNA da tradugao

Figura 3. Biogénese do miRNA. O miRNA é transcrito, no nucleo, pela polimerase Il,
originando o pri-miRNA, esse, através da acdo da DCL € processado originando o pre-
miRNA, que também é processado pela DCL, originando o miRNA duplex. A enzima HUA
ENHANCER1 metila a extrimade 3’ do duplex que é exportado para o citoplasma. No
citoplasma o duplex é separado. O miRNA* é degradado e o miRNA maduro, junto com a
AGO compdem o RISC. O RISC tem como alvo o mRNA e de acordo com
complementariedade total ou parcial com o miRNA, o mMRNA seré degradado ou tera a
traducdo inibida, respectivamente.
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Ainda no nucleo, o pre-miRNA é processado pela DCL1 gerando um duplex de RNA
de aproximadamente 22 nt composto por uma fita miIRNA e uma miRNA*. Os
nucleotideos da extremidade 3’ do duplex sdo metilados pela RNA metilase e
exportados para o citoplasma onde a fita-simples de miRNA maduro é incorporado a
uma proteina Argonauta (AGO), principalmente AGO1, compondo o centro catalitico
do complexo de inducao do silenciamento do RNA (RISC, do inglés RNA-induced

silencing complex) (LIU et al., 2017).

RISC tem como alvo mRNAs com sequéncias complementares totais ou com alta
complementariedade levando a completa degradacdo ou inibicdo da traducéo,
respectivamente. Sabe-se que mIRNAs estdo envolvidos em diversas vias
metabdlicas, incluindo o desenvolvimento e floracdo e respostas de estresses
abibticos e bioticos (LIU et al.,, 2017). Os miRNAs ja foram relacionada ao
desenvolvimento de sintomas de doenca em Nicotiana tabacum (BAZZINI et al.,
2007) e em tomate (NAQVI; HAQ; MUKHERJEE, 2010). Além de ser relatado que
infecgbes por Tobacco mosaic virus altera o perfil de expressdo de miRNAs em
Arabidopsis (TAGAMI et al., 2007) e infeccao pelo complexo PMeV altera expresséo
de miRNAs (miR156, miR164, miR166, miR172, miR390, miR396, miR397, miR399,
miR162, miR398 e miR408) em Carica papaya. Dos onze miRNAs conhecidos
responsivos a meleira quatro deles (miR156, miR162, miR398 e miR408 ) foram
preditos tendo como alvos genes do UPS (ABREU et al., 2014).

Frente a isso, os dados sugerem que monitorar a modulacdo do UPS em resposta a
meleira e determinar os miRNAs que possam controlar os genes do UPS em Carica

papaya auxiliard no entendimento da resposta da planta ao virus.
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1.5 BIOINFORMATICA

A partir do desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de DNA comecou-
se a gerar um imenso volume de dados, conhecidos como big data (PETTERSSON,;
LUNDEBERG; AHMADIAN, 2009). A necessidade de analisar e interpretar esses
dados, transformando-os em informacdo e conhecimento originou a bioinformatica.
Uma ciéncia capaz de explorar esses dados através de ferramentas computacionais
(LUSCOMBE; GREENBAUM; GERSTEIN, 2001).

Por intermédio da bioinformatica tornou-se possivel a integracdo dos mais diversos
dados bioldgicos, como sequéncias de DNA; estrutura de peptideos; vias
metabdlicas e de sinalizagcédo. Possibilitando um melhor entendimento dos processos
biolégicos como alteracdes da expressdo génica, analise e previsdo de estruturas e
funcBes de genes, RNAs e proteinas, predicdo e deteccdo de redes de regulacdo
génica, simulacdo de ambientes para modelagem de células inteiras entre outros
diversos processos (VASSILEV et al., 2005).

Desde o sequenciamento do genoma da planta-modelo Arabidopsis thaliana a
bioinformatica tornou-se parte fundamental do melhoramento vegetal (VASSILEV et
al., 2005). Tanto pela necessidade de conseguir transformar o grande fluxo de dados
em informacéo, quanto pelo desenvolvimento de softwares e algoritmos cada vez
melhores a nivel de acuracia, especificidade e eficiéncia (DIAS; PASCUTTI; SILVA,
2016; GOMES, 2016). Além disso, as andlises in silico permitem uma maior
cobertura de andlises de informacg@es, possibilitando que os experimentos in vitro e
in vivo sejam realizados a partir de um direcionamento otimizando os experimentos,
diminuindo o tempo e os custos da pesquisa (ARAUJO et al., 2008; DIAS;
PASCUTTI; SILVA, 2016; GOMES, 2016).

O grupo de pesquisa de Biotecnologia aplicada ao Agronegocio da Universidade
Federal do Espirito Santo contava com trés fontes distintas de big datas, dados de
transcriptoma, dados de protedmica e dados de predicdo de miRNA, até o presente
trabalho analisados de forma independente , ocorrendo pouca comunicagao entre os

mesmos. Assim, 0s resultados apresentados possibilitaram a integracéo entre esses
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dados gerando informac&o e aumentando o conhecimento na regulacdo do UPS em
Carica papaya infectado pelo complexo PMeV.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar, in silico, miRNAs envolvidos na regulacdo do UPS em Carica

papaya infectado pelo complexo PMeV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Identificar, in silico, proteinas envolvidas com o UPS no mamoeiro;
° Identificar, in silico, genes que codificam as proteinas no tépico anterior;
° Verificar, in silico, existéncia dos genes/proteinas identificados nos bancos de

dados de transcriptoma e proteoma de C. papaya do Laboratério de Biotecnologia

aplicada ao Agronégocio;

° Confirmar, in silico, a existéncia de dominios relacionados ao UPS nas
sequéncias de proteinas preditas em C. papaya similares a proteinas de outras

espécies de plantas;

° Evidenciar a modulacédo de proteinas e genes do UPS em C. papaya durante

a infecgcao por meleira;

° Busca de miRNAs que tem como alvo transcritos do UPS.
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3 METODOS

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Busca de proteinas do UPS Identificagdo de proteinas
em plantas. BLASTP similares em
(IUUCD e NCBI) Carica papaya.

A/Phytozome

Busca de genes de C.
papaya que codificam

para proteinas

Interrogar banco de dados Interrogar o banco de dados

de transcriptoma de C. de proteoma de C. papaya.
papaya.

Andlise de dominio e
selecdo das proteinas
relacionada UPS (cpUPS).

i

Identificar transcritos que
codificam cpUPS
possiveis alvos de miRNA.

Identificar a modulacéo de Identificar a modulagdo dos
proteinas em plantas com transcrito em plantas com
meleira. meleira.
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3.2 PREDICAO DE GENES DE UPS EM Carica papaya

Para selecdo de genes de Ubiquitina e Proteassoma em plantas foram consultados
dois bancos de dados, ambos acessados em maio de 2017: (i) The Integrated
Annotations for Ubiquitin and Ubiquitin-like Conjugation Database (i(UUCD, version
2.0) disponivel em (http://iuucd.biocuckoo.org) e (ii) The National Center for

Biotechnology Information (NCBI, disponivel em https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Foi feito o download, em formato fasta, das sequéncias das enzimas de ubiquinagao
e ubiquitinacdo-like e das proteinas do proteassoma 26S do iUUCD e NCBI,
respectivamente. No NCBI, foram utilizadas as expressdes de busca: “26s
proteasome regulatory” e “proteasome subunit alpha/beta” e as listas obtidas foram

filtradas pela categoria “plant”.

Através do software Geneious v.9.1.2, as sequéncias obtidas no iUUCD e no NCBI
foram submetidas a um BLAST local (Blastp, utilizando maximum hits per query e e-
value de 1 e e-1, respetivamente) contra o proteoma de Carica papaya disponivel na
base de dados Phytozome (v.12, acessado em maio de 2017 e disponivel em
https://phytozome.jgi.doe.gov).

3.3 IDENTIFICACAO DOS GENES PREDITOS RELACIONADOS COM UPS DE
Carica papaya NO CONJUNTO DE DADOS DE TRANSCRIPTOMICA E
PROTEOMICA

A fim de confirmar a existéncia dos genes preditos de UPS em C. papaya e a
resposta destes a infeccdo pelo complexo PMeV, dois conjuntos de dados foram
revisados, sendo um composto por mRNAs (MANDRONERO et al., 2018) e outro
por proteinas (SOARES et al., 2018) de C. papaya.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Os dois bancos de dados interrogados, relativos ao transcriptoma e proteoma, foram
obtidos a partir de amostras de C. papaya cultivadas em campo e inoculadas com
complexo PMeV (n=3) ou inoculadas com tampéo fosfato de sédio 50Mm pH 7.0
(n=3). As amostras de folha de mama&o foram coletadas com 4, 7 e 9 meses apés a
germinacao (mpg) e submetidas a extracdo total de RNA e proteinas. As sequéncias
de RNAs e proteinas foram obtidas utilizando lllumina HiSeq2000 (MANDRONERO
et al., 2018) e LC-MS/MS 5600 Triple-tof (SOARES et al., 2018), respectivamente. O
banco de dados do transcriptoma € composto por 19.952 mRNAs identificados
(transcritos presentes em pelo menos uma amostra com FPKM diferente de zero) e
os genes diferencialmente expressos (DEGs, do inglés differently expressed genes,
FDR ajustados p <0,05 e log2 fold change = 0,5) identificados foram 633 em 4 mpg,
72 em 7 mpg e 88 em 9 mpg (MANDRONERO et al., 2018). A base de dados de
protedmica € composta por 1,593 sequéncias de proteinas (FDR <1%, p < 0,05) e as
proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs, do inglés differently accumulated
proteins, p <0,05) identificadas foram 127 em 4 mpg, 156 em 7 mpg e 17 em 9 mpg
(SOARES et al., 2018).

A identificacdo dos genes de C. papaya preditos relacionados com UPS nos dados
do transcriptoma e proteoma foi feita utilizando a ferramenta Venny 2.1. Os genes,
cuja ocorréncia foi confirmada utilizando os dois bancos de dados, foram submetidos
a andlise de dominio da proteina utilizando o Interproscan v.5.24-63.0. Foram
selecionados genes cuja proteina retornasse ao menos um dominio identificado
como de UPS. Uma lista final de genes de C. papaya relacionados ao UPS foi obtida
combinando os genes identificados conforme descrito acima juntamente com os
genes encontrados em uma busca no Phytozome (v.12.1.1) utilizando as palavras-

chave “ubiquitin” e “proteasome”. As redundancias foram removidas.
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3.4 IDENTIFICACAO, in silico, dos miRNAS DE Carica papaya, QUE TEM COMO
ALVO TRANSCRITOS RELACIONADOS A UPS

Um banco de dados de miRNAs de C. papaya contendo 462 sequéncias (ABREU et
al., 2014) foi carregado no software plant small RNA target analysis server, psRNA
Target v.2017 (disponivel em: http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/). Os possiveis
alvos dos miRNAs foram pesquisados pelo alinhamento com os genes de C. papaya
relacionados a UPS, conforme descrito anteriormente (LIU; WANG; AXTELL, 2017):
schema V2 2017, modificando o HSP size para 17, permitindo 2 mismatches allowed

in seed region e selecionado para calcular a acessibilidade do alvo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROTEINAS E GENES RELACIONADOS A UPS EM Carica papaya

A busca no iUUCD e NCBI retornou um total de 46.776 proteinas do UPS em
diversas espécies de planta (Figura 4). Apos a exclusao de sequéncias redundantes
foram selecionadas 46.662 proteinas. Essas sequéncias foram submetidas ao Blastp
contra o proteoma predito de C. papaya, composto por 27.796 sequéncias, a fim de
identificar proteinas de Carica papaya relacionadas ao UPS. Resultando em 6.100
sequéncias nao-redundantes, o que representa cerca de 22% do proteoma predito
do C. papaya. Dentre as proteinas encontradas por Blastp estavam incluidas 566
das 599 proteinas relacionadas a UPS anotadas no Phytozome.

Gossypium L.

Brassica napus Noccaea caerulescens

Oryza sativa

75 sequéncias

3540 sequéncias

M ) rr.“.»-:"‘
1315 sequéncias

Carica papaya

1578 seuéncias

Arabidopsis thaliana
Outras espécies

aa” 38641 sequéncias

1578 sequéncias Resultado do Blastp:
6.100 sequéncias
nao-redundantes

Figura 4. Quantidade de sequéncias de proteinas relacionadas ao UPS. A busca no NCBI e
no iIUUCD retornou 46.776 proteinas do UPS em diferentes plantas. Essas sequéncias
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foram submetidas ao BLASTp, obtendo um total de 6.100 sequéncias de mamoeiro similares
a proteinas do UPS em outras espécies de plantas.

Uma ferramenta do Phytozome, o BioMart, foi utilizada para obter as sequéncias de
peptideos e dos transcritos que codificam as proteinas relacionadas a UPS. Essas
sequéncias foram, entdo, utilizadas para interrogar dois bancos de dados: o da
proteoma (SOARES et al., 2018) e do transcriptoma (MANDRONERO et al., 2018)
de Carica papaya obtidos anteriormente pelo grupo de pesquisa. Das 6.100
sequéncias 5.411 e 441 estavam presentes nos dados do transcriptoma e proteoma,
respectivamente, sendo que 75 sequéncias eram comuns a ambos 0s conjuntos de

dados (Figura 5).

cO dadoas Banc
N (o}
B—“anscr 3 »nc\GS\ ( 7593 Ofeo OlaO'OS
10952 sy,
( ()/;9S )
analise
de
dominio

S

Figura 5. Diagrama da busca nos dados de transcriptoma e proteoma. Os bancos de dados
de transcriptoma e proteoma sdo compostos por 19.952 e 1.593 sequéncias,
respectivamente. Das 6.100 sequéncias similares a sequéncias de UPS em outras plantas
5.411 e 441 estavam presentes no transcriptoma e proteoma, respectivamente, sendo que
75 eram comum aos dois bancos de dados. Apos andlise de dominio das sequéncias das
proteinas, os bancos foram interrogados novamente e foram obtidas 1.074 e 80 sequéncias
de transcritos e proteinas, sendo 75 sequéncias comuns a ambos os bancos de dados.
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Para verificar a existéncia de dominio(s) proteico(s) relacionado(s) com UPS, as
proteinas relacionadas ao UPS de C. papaya presentes nos referidos conjuntos de
dados foram submetidas a andlise de dominio usando o InterproScan. ApGs a
exclusdo de sequéncias sem nenhum dominio proteico relacionado ao UPS, foi
obtida uma lista composta por 1.074 e 80 sequéncias de transcritos e proteinas,
respectivamente. Setenta e cinco sequéncias eram comuns a ambos 0s conjuntos
de dados. Assim, 1.079 proteinas Unicas (4% de proteoma previsto para C. papaya)
foram listadas como proteinas de C. papaya relacionadas a UPS (cpUPS). A lista
cpUPS contem 480 sequéncias adicionais as sequéncias de proteinas de C. papaya
anotadas anteriormente relacionadas ao UPS no Phytozome. Os numeros obtidos
sdo condizentes com os relatados para A. thaliana, em que foram encontrados 1.600
genes (> 6% do proteoma da planta) codificando proteinas relacionadas a UPS
(DUPLAN; RIVAS, 2014).

4.2 MODULACAO DOS cpUPS NA INFECCAO PELO COMPLEXO PMeV

Os sintomas da meleira do mamoeiro s6 se desenvolvem em plantas de C. papaya
infectado pelo complexo de PMeV apéds a floracdo, o que ocorre aproximadamente
aos 6 mpg (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2004). Assim, € possivel que exista um
mecanismo de tolerancia que funcione antes da fase da floracdo de C. papaya que é
regulado negativamente nas fases seguintes do desenvolvimento. Entretanto, até o
presente, o conhecimento sobre o envolvimento da UPS em resposta a infeccao
pelo complexo PMeV é limitado. Rodrigues et al. (2012) identificaram mudancas na
abundancia de proteinas da subunidade RPT5a do proteassoma 26S AAA-ATPase e
em proteinas do proteassoma 20S em plantas com meleira. Neste estudo, o papel
da UPS no desenvolvimento de sintomas da meleira foi avaliado através da andlise

da modulacéo de genes de codificam cpUPS, a nivel de transcrito e proteina.
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Amostras de folhas de C. papaya inoculadas pelo complexo PMeV e controle foram

coletadas aos 4, 7 e 9 mpg e utilizadas para o transcriptoma (MANDRONERO et al.,
2018) e proteoma (SOARES et al., 2018). O cpUPS foi utilizado para interrogar
esses dois bancos de dados quanto a transcritos diferencialmente expressos e

proteinas diferencialmente acumuladas (Tabela 1 e 2). Quarenta e dois genes que

codificam cpUPS (aproximadamente 4%) foram responsivos a infeccdo pelo

complexo PMeV no nivel de transcritos (18 pré-floracdo (4 mpg) e 7 pos floracéo, (7

e 9 mpg) e ao nivel de proteinas ( 9 pré floracdo (4 mpg) e 12 poés-floracéo ( todas
em 7 mpg e 0 a9 mpg). Um gene, ETS_106.1 / 16405150, foi identificado em ambos

0S conjuntos de dados.

Tabela 1: Genes do UPS de C. papaya diferencialmente expressos

Pré- . ~
floragao Pos-floracéo
Gene ID* Descrigdo?
Log, FC® Log, FC® Log, FC®
(4 mpg) (7mpg) (9 mpg)
ETS 1.98 RING-type zinc-finger 0.5 0.23 -1.45*
ETS_150.23 Zinc finger PHD-type profile. 0.54 -1.09* 0.3
ETS_69.15 U-box domain 0.55 -0.23 3.19*
ETS_55.125 F-box-like 1.01 0.29 -1.64*
ETS_45.32 E3 ubiquitin I|gase qulved in syntaxin -0.70% 0.026 058
egradation
ETS_106.1 26Sp45: 26S prc;;?ﬁli;me subunit P45 0.78* 05 022
ETS 2.421 Ubiquitin domain profile. 0.78* 0.1 -0.42
ETS_14.143 RING-type zinc-finger 0.80* 0.1 -0.92*
ETS. 6.288 Ublqwtln-conjugasti[{gg enzymes active 0.81* .0.83 .0.48
26S proteasome regulatory complex, . i i
ETS_228.3 ATPase RPT4 0.84 0.59 0.39
ETS_127.38 BTB/POZ domain -0.89* 0.21 0.66
ETS_2.89 Zinc finger C2H2 type domain profile. -0.96* 0.29 0.82*
Speckle-type POZ protein SPOP and
ETS 223.21 related proteins with TRAF, MATH and -0.98* -0.58 0.71
BTB/POZ domains
ETS 9.225 Zinc finger, C3HC4 type (RING finger) -1.04* -0.21 -0.13
ETS_18.32 USP_Like 1.13* -0.12 -0.61
ETS_107.51% E3 ubiquitin ligase involved in syntaxin -1.14* 0.64 0.91*

degradation

(continua)
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Pre- . ~
X L floracao Pos-floracao
Gene ID Descricéao
Log, FC®  Log,FC® Log,FC’(9
(4 mpg) (7 mpg) mpg)
(continuacao)
ETS _56.53+ 205 prmezlsj%ﬁ‘rfitrg%‘f\'/laé%’ complex, 1.38* 0.33 0.06
ETS_124.37 U-box domain 1.64* -3.44 0.17
ETS_48.32 BTB/POZ domain 1.86* -0.72 -0.58
ETS_3.427 RING-type zinc-finger -1.91* 0.26 -0.11
ETS_84.65 Zinc finger PHD-type profile. -2.03* 0.48
ETS_66.17  Zinc finger C2H2 type domain signature. -2.11* 0.62 0.92

! |dentificagéo abreviada do genes de Carica papaya, baseada na identificacdo do banco de dados
Phytozome. ETS and ETC séo abreviaturas para evm.TU.supercontig e evm.TU.contig,
respectivamente.

2 Descricdo obtida no Phytozome ou InterProScan.
® Log-Fold change da expressao de transcritos comparando plantas infectadas pelo
complex PMeV vs plantas controle.

* Genes cuja expressao estava diferencial usando p-value ajustado para FDR < 0.05.
** Dominio n&o identificado pelo InterproScan porém discrito pelo Phytozome.

Embora ja se saiba sobre diversas familias e subfamilias associadas a UPS, e o
grande numero de genes envolvidos nesse sistema, a contribuicdo da maioria dos
componentes relacionados a UPS para a biologia celular de plantas ainda ndo esta
clara. Porém, vérios estudos (VERCHOT, 2016) apontam o papel crucial da UPS na
infeccdo por virus de plantas que corrobora com nossos resultados de analises

DEG/DAP, conforme discutido a seguir.

Tabela 2: Proteinas do UPS de C. papaya com abundancia diferencial

PAC Pré- Pés-
; . . florac&o floracéo
2 3
Prol'lt:)ellna Gene ID Descricéo da proteina Log, FC? Log, FC*

(4MPG) (7 MGP)

Eukaryotic translation initiation factor 3
subunit E [EIF3E].
26Sp45: 26S proteasome subunit P45
family

16411576 ETS_182.25 -2.05 -

16417516 ETS_327.2 -14 -

(continua)
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PAC Pré- Pés-
- - . floracéo floracéo
2 3
ProI'I[Dellna Gene ID Descricédo da proteina Log, FC? Log, FC?
(4 MPG) (7 MGP)
(continuacao)
26S proteasome regulatory subunit N12 i i
16426335 ETS_79.5 (PSMD8. RPN12) 1.11
16428909 ETS_95.66 26Sp45: 26S pr?;?re‘li?;me subunit P45 -1.36 )
16414807 ETS_25.205 26Sp45: 26S pr?;?ﬁlﬁ;me subunit P45 .0.68 )
16408635 ETS 14.139 U-box and Ublqu(;grrleelongatmg factor .0.65
Eukaryotic translation initiation factor 3
16410640 ETS_17.146 subunit B [EIF38]. -0.64 -
16414081 ETS 2275 Ubiquitin speuflc protease (USP) .0.64 )
domain profile.
26S proteasome regulatory complex, i
16426854 ETS_81.100 ATPase RPT4 0.71
26S proteasome regulatory complex, i
16404385 ETS 1.437 ATPase RPT4 0.78
16417606 ETS_33.158 UBA_NAC_euk - 0.68
16423481 ETS 6.295 Skpl family, tetramerisation domain - 0.69
16405150 ETS_106.1 26Sp45: 26S pr?;ﬁlﬁ)?me subunit P45 ) 0.8
16418604 ETS 37.150 proteasome_alpha_type 7 - 0.84
16424190 ETS 64.119 proteasome_beta_type 3 - 0.9
16412645 ETS_2.273 265p45: 26S prc;;?ﬁ;me subunit P45 ) 108
JAB1/Mov34/MPN/PAD-1 ubiquitin
16410318 ETS 163.7 protease and MPN_RPN7 8 - 1.33
16416747 ETS 3.440 WD40 - 1.58
16423462 ETS 6.278 Proteasome alpha-type subunit profile. - 1.6
16429356 ETC 24415.6 JAB1/Mov34/MPN/PAD-1 ubiquitin ) 224
- protease
16429896 ETC_30829.2 20S proteasome subunit alpha 1 0.65

'Numero de identificacdo da proteina segundo

Pytozome

* |dentificacéio abreviada do genes de Carica papaya, baseada na identificacdo do banco de dados
Phytozome. ETS and ETC séo abreviaturas para evm.TU.supercontig e evm.TU.contig,
respectivamente.

3 Descricdo obtida no Phytozome ou InterProScan .

*Log,-Fold change da abundancia de proteinas comparando plantas infectadas pelo complex PMeV

vs plantas controle.



37

4.3 TRANSCRITOS QUE CODIFICAM cpUPS ALVOS DE miRNA EM Carica
Papaya

Os miRNAs tém sido relatados por desempenhar um papel na defesa da planta,
incluindo em infec¢des virais como descrito para o tobamovirus em A. thaliana (HU
et al., 2011), Rice black streaked dwarf virus (RBSDV) em arroz (SUN et al., 2015),
Citrus psorosis virus em citrus (REYES et al., 2016) e complexo PMeV em C. papaya
(ABREU et al., 2014). De acordo com o banco de dados Plant Non-coding RNA
Database (PNRD) (http://structuralbiology.cau.edu.cn/PNRD/index.php), existem
16.438 sequéncias de miRNAs preditos em 16 espécies de plantas, sendo que
apenas 50% dos miRNAs foram validados por métodos experimentais. Por exemplo,
A. thaliana, uma das plantas mais estudadas, tem 1.581 miRNAs preditos, dos quais
377 foram validados experimentalmente (Yl et al., 2014). Em C. papaya, 505
mMiRNAs foram preditos (ABREU et al., 2014; LIANG et al., 2013; Yl et al., 2014) e 81
foram validados experimentalmente (Yl et al., 2014). Apesar dos estudos de miRNA
ainda faltam dados sobre o alvo desses, principalmente em relacdo ao controle da
UPS por miRNAs.

Liang et al. (2013) usou diferentes ferramentas de bioinformatica para identificar 86
miRNAs em C. papaya, dos quais apenas o0 miR-397 foi descrito como visando um
gene relacionado ao UPS. Abreu et al. (2014), confirmaram experimentalmente a
capacidade de resposta ao complexo PMeV de quatro miRNAs (miR156, miR408,
miR398 e miR162) que tem como alvo genes relacionados ao UPS. No presente
estudo, os miRNAs de C. papaya conhecidos foram alinhados contra os transcritos
de genes que codificam cpUPS. Foi identificado um total de 106 miRNAs atribuidos
a 33 familias alinhando contra 146 transcritos de cpUPS (Tabela 3). Entre eles, 22
mMiRNAs previam atingir 4 genes (ETS_124.37, ETS_223.21, ETS 56.53 e
ETS_66.17) que foram observados modulados no nivel de transcricdo no estagio
pré-floracdo e 1 gene (ETS_33.158) modulado em nivel de proteina no estagio pos-
floracdo. ETS_ 124.37 e ETS_223.21 codificam um dominio de U-box pertencendo a
familia de enzimas E3. ETS _33.158 e ETS_66.17 codificam dominios de UBDs.
ETS_56.53 codificam dominio de 19S ndo-ATPase do proteassoma 26S. Alguns
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MiRNAs sdo preditos alinhando em mais de um transcrito: ETS_56.53 e ETS_223.21
alvos do miR838, ETS 66.17 e ETS_33.158 alvo do miR414. ETS_ 124.37 alvo do
mMiR156/miR157. Assim, foi predito, in silico, a participacdo de miRNAs no
patossistema da meleira, uma vez que os mMIRNAS almejam transcrito de genes
modulados durante a infec¢do. Por essa razéo, foi identificada a via UPS envolvendo
0s 42 transcritos/proteinas modulados, com énfase nos cinco que sdo alvos dos
MiRNAs, inferindo seu papel na interacdo do complexo PMeV-C. papaya.

Tabela 3: Predi¢cédo dos alvos do UPS de miRNA em C. papaya.

Gene ID* Descrigdo? miRNA?® Expectation® UPE®
ETS _124.37 U-box domain mMiR156/miR157 19 2,5 14,22

miR838_380 0 11

Speckle-type POZ protein MIR838_376 ! 1

SPOP and related 2:2222—22}1 i ﬁ

ETS_223.21 proteins with TRAF, . -

MATH and BTB/POZ Tl sl 1 -1

domains miR838_392 1 11

miR838_393 1 11

miR838_383 2.5 11

miR838_381 0 14

miR838_391 0 14

miR838_392 0 14

miR838_393 0 14

26S proteasome miR838_376 1 14

ETS 56.53 regulatory complex, miR838 378 1 14

subunit PSMD10 miR838_380 1 14

miR838_386 1 14

miR838_383 1.5 14

miR838_374 2 14

miR838_384 2 14
ETS_66.17 2NC fmgg;qgianz RS miR414_279 3 16.76
ETS_33.158 UBA _NAC euk miR414 283 1.5 6.319

" Identificacéo abreviada do genes de Carica papaya, baseada na identificacdo do

Phytozome. ETS and ETC séo abreviaturas para evm.TU.supercontig e

evm.TU.contig, respectivamente. > Descricdo do Phytozome ou InterProScan. > miRNA preditos por
al., 2014. * Score da complementariedade entre miRNAs e seus possiveis alvos. ° Energia necessa
abertura da estrutura secundéria e ligacdo ao alvo.
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4.4  UBIQUTINA LIGASE NA INFECCAO PELO COMPLEXO PMeV

Os resultados identificaram E3 Ub-ligases como alvos de miRNAs das familias
mMiR156/miR157 e miR838, ETS_ 124.37 (up-regulado) e ETS 223.21 (down-
regulado), respectivamente (Tabela 3). A familia E3 € o maior grupo de proteinas
envolvidas na ubiquinacdo além de ser responséavel pela especificidade (FINLEY et
al., 2012). Um elevado numero de transcritos/proteinas moduladas na interacao
complexo PMeV-C. papaya foram associados as E3 Ub-ligases. As subfamilias de
E3 sdo conhecidas por estarem envolvidas na interacdo planta-patégeno e apesar
de muitas dessas proteinas serem bem descritas auxiliando a resposta de defesa da
planta, alguns foram identificados para interagir com efetores de virus. Além dos
transcritos alvos de miRNAs outros 12 elementos com dominios relacionados a E3
foram encontrados modulados durante a infeccdo pelo complexo PMeV. Destes, 7
genes (ETS_1.98, ETS 14.143, ETS_3.427, ETS_9.225, ETS_223.21, ETS_107.51
e ETS 45.32) e 1 proteina (16408635 codificadas por ETS 14.139) estavam
negativamente modulados na fase de pré-floracdo. Curiosamente, dois genes
(ETS_69.15 e ETS 107.5) e 2 proteinas (16423481 e 16416747 codificadas por
ETS_6.295 e ETS_3.440, respectivamente) mostraram modulagdo oposta; estes
encontravam-se regulados na fase pos-floracao. Os resultados sdo condizentes com
os relatos da literatura que indicam a contribuicdo das E3 na replicacdo ou
movimento do virus. Por exemplo, a proteina Rsp5p apresenta um dominio
identificado como da subfamilia HECT de E3 Ub-ligases e atua como um regulador
negativo da replicacdo do tombusvirus em Saccharomyces cerevisiae (BARAJAS; LI,
NAGY, 2009).

Outro dominio de E3 Ub-ligases, o Skp (do inglés, S-Phase Kinase-associated
Protein), é positivamente modulado pela proteina TGB3 codificada pelo Potato virus
X (PVX) (YE et al., 2013). No tabaco, o silenciamento do Skpl leva a redugéo da
carga de PVX e provoca a inibicdo da morte das células da planta (YE et al., 2013).
Estes resultados sugerem fortemente que a Skp € um componente do UPS
relevante para o progresso da infeccdo viral. De acordo com esta ideia: (i)

ETS_223.21, cuja proteina possui um dominio BTB/POZ homdéloga a SKP1, foi
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encontrada negativamente regulada em plantas de C. papaya infectada pelo
complexo PMeV comparadas a plantas assintomaticas e (ii) ETS_6.295, o homélogo
SPK1 proteina em C. papaya, acumulada em estagio pds-floracdo sintomaético.
Estes resultados sugerem que as proteinas Skp podem estar envolvidas com o
progresso da infeccdo do complexo PMeV em C. papaya. A regulacdo negativa do
gene SKp observada na fase pré-floracdo pode envolver miRNAs, uma vez que
ETS_223.21 faz parte da lista de alvos do miR838.

O ETS_124.37, também associado a E3, foi encontrado regulado na pré-floracdo do
C. papaya. Este gene é alvo do miRNA da familia miR156 / miR157, outra isoforma
de miRNA dessa familia foi regulado negativamente na pdés-floracdo de C. papaya
infectado pelo complexo PMeV (ABREU et al., 2014). E relatado o envolvimento de
mMiRNAs da familia miR156/miR157 com o tempo de floragdo e controle do
desenvolvimento de sementes em Arabidopsis, arroz e alamo (POETHIG, 2013). A
capacidade de resposta desta familia de miRNAs (ABREU et al., 2014) e a
modulacdo de um de seus potenciais alvo em resposta a infeccdo do complexo
PMeV podem representar uma das conexdes moleculares mais diretas entre a

floracdo da planta e o desenvolvimento de sintomas da meleira.

45 PROTEASSOMA 26S NA INFECCAO PELO COMPLEXO PMeV.

O proteassoma 26S € composto pelo proteassoma regulatorio 19S e pelo cilindro
central 20S (Figura 6), conhecido como um componente celular importantes na
interacédo planta-virus (VERCHOT, 2016). O proteassoma 19S € composto por uma
base contendo seis ATPases (proteinas Rptl-6) e duas proteinas nao-ATPases
(Rpn 1-2) e uma tampa constituida por oito proteinas ndo-ATPases (Rpn3, Rpn5,
Rpn6, Rpn7, Rpn8, Rpn9, Rpnll, Rpnl2).
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nao-ATPases

Tampa

nao-ATPases

Base
ATPases

Proteassoma 19S

- —

Cilindro central 20S

Proteassoma 26S

Figura 6. Representagdo do Proteassoma 26S. O proteassoma 26S é formado pela
montagem de uma unidade do cilindro central 20S e duas unidades de Proteassoma 19S
nas extremidades. O Proteassoma 19S é composto por um estrutura de base, composto por
seis proteinas ATPases e duas proteinas ndo-ATPases e uma tampa constituida por oito
proteinas ndo-ATPases. Enquanto 0 20S é composto por quatro anéis sobrepostos, sendo
os dois anéis das extremidades constituidos por subunidades alfa e os dois anéis internos
constituidos por subunidades beta.

Neste estudo, duas Rpns de C. papaya (proteina RPN7_8 e o gene que codifica
para Rpn 12) foram identificados modulados positivamente e negativamente,
respectivamente, apdés a floracdo da planta. No tabaco, a acumulacéo de Rpn9 inibe
0 movimento sistémico viral e reduz o transporte de auxina alterando o
desenvolvimento vascular da planta (JIN et al., 2006). Os miRNAs podem estar
envolvidos com a modulagdo dos niveis de Rpn durante a infecgcéo viral e, em C.
papaya, a familia miR838 foi predita tendo como alvo o transcrito ETS_56.53 que
codifica uma Rpn. O miR838 é conhecido por regular Dicer-Likel em Arabidopsis
(RAMACHANDRAN; CHEN, 2008) e outras proteinas, como o inibidor de cisteina
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protease em Brassica rapa L. (HAJIEGHRARI et al., 2017). Assim, aprofundar os
esudos sobre a funcdo do miR838 pode auxiliar no entendimento da alteracao dos
niveis de cisteina proteases no latex de C. papaya infectado pelo complexo PMeV
(RODRIGUES et al., 2012).

4.6  UBDs NA INFECCAO PELO COMPLEXO PMeV

As proteinas de dominio de ligacdo a ubiquitina fazem parte das enzimas de UPS.
estudo, 3 UBDs foram encontrados modulados em C. papaya infectados pelo
complexo PMeV (Tabela 1 e 2). A proteina codificada por ETS_33.158 foi
positivamente acumulada na pés-floracdo e ETS 2.89 foi positivamente expresso
apos o florescimento. ETS 66.17, bem como ETS 2.89, foram negativamente
expressos na pré-floracdo e possuem dominio de dedo de zinco C2H2 (C2H2ZnF), o
principal dominio representante de UBDs (DIKIC; WAKATSUKI; WALTERS, 2009;
HICKE; SCHUBERT,; HILL, 2005). C2H2ZnF exibe afinidade para substratos mono-
e poliubiquitinados (XIE et al., 2015) e esta envolvido com a marcacao de proteinas
para a desubiquitinacdo, conseguindo assim, evitar a degradacao pelo proteassoma
(LIVNEH et al., 2016). Os genes C. papaya que codificam as proteinas C2H2ZnF
foram regulados durante a infec¢cdo pelo Papaya ringspot virus (PRSV) (JIANG;
PAN, 2012). A interacdo de proteinas do virus Southern rice black-streaked dwarf
virus (SRBSDV) com proteinas contendo dominio C2H2ZnF favoreceu a infecgao
pelo SRBSDV no arroz (LI et al., 2017). Assim sendo, a regulacdo negativa dos
genes que codificam para proteinas com dominio C2H2ZnF em C. papaya pode
representar uma tentativa de planta para baixar a carga do complexo PMeV.
Curiosamente, ETS_66.17 faz parte da lista de alvos do miR414, o que pode ser
relacionado a reducbes da expressdo de ETS_66.17. E razoavel especular que o
aumento da expressdo de miR414 poderia reduzir ainda mais 0s niveis de

ETS_66.17 e aumentar a resisténcia a C. papaya ao complexo PMeV. Além do mais,
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0 miR414 também foi sugerido para aumentar a resisténcia de Gossypium hirsutum
ao Cotton leaf curl Multan virus (BAIG; KHAN, 2013).

Também foi observado em plantas de mamao infectadas pelo complexo PMeV outra
UBD modulada codificada pelo gene ETS_33.158. Esta proteina contém um dominio
UBA/Nascent polypeptide-associated complex (NAC), que é capaz de se ligar com
alta afinidade a proteinas poli e mono ubiquitinadas e controlando sua degradacgéo
(DIKIC; WAKATSUKI; WALTERS, 2009; OHNO et al., 2005). Estudos sugerem a
associacdo de proteinas que contém dominio NAC a resposta da defesa da planta
contra a infeccado pelo Tobacco mosaic virus (WANG; GOREGAOKER; CULVER,
2009). No tabaco, o dominio NAC também esta associado ao desenvolvimento da
doenca (WANG; GOREGAOKER; CULVER, 2009). No tomate, a interacdo entre a
proteina de replicacdo do virus Tomato leaf curl virus (TLCV) e as proteinas que
contém dominio NACs é capaz de ativar a replicacéo do virus (SELTH et al., 2005).
No C. papaya infectado pelo complexo PMeV, a proteina codificada pelo gene
ETS_33.158 foi acumulada apds a floracdo da planta. Esse resultado € consistente
com uma maior carga do complexo PMeV durante a fase sintomatica da meleira
(ABREU et al., 2014). O gene ETS 33.158 também deve ser alvo por miR414.
Portanto, o aumento da expressdo de miR414 e a consequente reducao dos niveis
de transcritos ETS 33.158 e ETS _66.17 podem resultar em aumento da resisténcia

do C. papaya ao complexo PMeV.

4.7 DESUBIQUITINASES NA INFECCAO DO C. PAPAYA PELO COMPLEXO
PMeV

A liberacéo de ubiquitina do substrato faz parte do controle da afinidade ao nivel de
proteinas. As enzimas de desubiquitinagdo (DUBs) apresentam principalmente
atividade de cisteina proteinase (SADANANDOM et al.,, 2012). Neste estudo,
observou-se que cinco genes de C. papaya infectados pelo complexo PMeV foram

modulados (Tabelal e 2), um a nivel de transcrito e quatro em nivel de proteina.
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Com excec¢do da proteina com dominio DUB USP_Like codificada por ETS 18.32,
trés proteinas (16410640, 16411576 e 16414081) foram moduladas negativamente
na pré-floracdo. Isso é consistente com a tolerancia de C. papaya ao
desenvolvimento de sintomas de meleira nesse estagio, uma vez que as enzimas
DUB sé&o conhecidas como reguladores negativos da imunidade das plantas (EWAN
et al.,, 2011). Concordantemente, UBP12 controla negativamente resposta de
hipersensibilidade em Arabidopsis e em tabaco UBP13 suprime a morte das células
da planta em resposta a infeccdo por Pseudomonas syringae pv tomato
(PstDC3000) (EWAN et al., 2011). No estagio pés-floracdo, quando os sintomas da
meleira se desenvolveram, observou-se o aumento dos niveis de DUB
JAB1/Mov34/MPN/PAD-1, codificado por ETC 24415.6. Se os efeitos celulares
desta proteina forem baseados em sua atividade de cisteina protease, 0s
mecanismos de controle pés-traducionais podem estar ocorrendo, ja que a infecgao
pelo complexo de PMeV reduz a atividade desse grupo de proteinas, no latex, em
fases avancadas da meleira (RODRIGUES et al., 2012)
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5 CONCLUSOES

° Este estudo possibilitou a predicdo de 6.100 proteinas em C. papaya
similares a proteinas de UPS em outras espécies de plantas. Dessas, 1.079
possuem dominios relacionados a UPS em C. papaya (cpUPS), sendo que 1.074
sequéncias estavam presentes nos dados do transcriptoma e 80 estavam presentes

nos dados do proteoma de Carica papaya realizados pelo grupo de pesquisa.

° 42 cpUPS foram identificados modulados em C. papaya em resposta a
infeccdo do complexo PMeV, reforcando o envolvimento da UPS na interagéo

planta-virus.

° Os miRNAs de C. papaya que tem como alvo mRNA de genes que codificam

cpUPS, também foram determinados e 33 familias de miRNAS foram identificadas.

° Trés familias de miRNAs foram preditas tendo como possiveis alvos mRNAs
do UPS de C. papaya cuja expressao foi alterada em resposta ao complexo PMeV,
sendo 4 alterados a nivel de transcrito e um alterado a nivel de proteina. As
evidéncias experimentais e os dados da literatura suportam a ideia de que miR156 /
miR157, miR838 e miR414 s&o especialmente relevantes no controle de UPS
durante a resposta de C. papaya ao complexo PMeV. Considerando os papéis
conservados de varios genes de codificacdo de miRNA e proteinas relacionadas a
UPS, os resultados aqui apresentados se somam ao conhecimento do envolvimento
e controle da UPS durante a infeccao do virus nas plantas.
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