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RESUMO

Ciclotideos sdo uma classe de peptideos antimicrobianos (AMPs - do inglés
Antimicrobial peptide) ciclicos de plantas, compostos de, aproximadamente, 30 residuos
de aminoacidos, sendo seis cisteinas conservadas e conectadas por trés pontes de
dissulfeto. Sua expressao é constitutiva, tendo sua principal funcdo na defesa vegetal
contra patdgenos, que podem causar perdas significativas em culturas importantes para
a agricultura, como no caso da familia Poaceae que apresenta destacada importancia
econémica no Brasil e no mundo. Nesse estudo foi conduzida uma busca por genes
relacionados a ciclotideos vegetais, disponiveis em bancos de dados de acesso restrito e
publico, com vistas ao isolamento e caracterizacao in silico desses peptideos. Através da
busca nos genomas de Hevea brasiliensis, Manihot esculenta, Ricinus communis,
Sorghum bicolor e Zea mays; bem como no transcriptoma de Vigna unguiculata foi
verificado que apenas o0 genoma de Zea mays apresentou dois possiveis genes
codificadores de ciclotideos. Assim, primers foram desenhados para o isolamento destes
genes em milho. Além da espécie Z. mays, as espécies Triticum aestivum (trigo) e
Secale cereale (centeio), foram utilizadas para a tentativa de isolamento a partir dos
pares de primers desenhados. Foram obtidos 19 fragmentos (amplicons), sendo quatro
deles (zm315, zm316, zm317, sc359) com o dominio ciclotideo, os trés primeiros de
milho e o Ultimo de centeio. Essas quatro sequéncias foram, entdo, submetidas a uma
caracterizacdo in silico, para predicdo da estrutura secundaria, terciaria e funcdo predita.
Verificou-se que esses peptideos apresentam as seis cisteinas conservadas, trés pontes
dissulfeto e o padrdo de aminodacidos entre as cisteinas, similar aos encontrados em
ciclotideos. Ainda foi possivel a predicdo de algumas propriedades fisico-quimicas e
modelagem por homologia para as quatro proteinas, o que mostrou a qualidade e
confiabilidade dos modelos. Sugere-se que dois dos ciclotideos isolados (zm315,
zm316) pertencam a uma nova classe de peptideos lineares, mas com caracteristicas de

ciclotideos.

Palavras-Chave: Bioinformatica, Modelagem por homologia, AMPs, Poaceae.



viii

ABSTRACT

Cyclotides are a class of cyclic antimicrobial peptides (AMPS) present on plants,
composed by approximately 30 amino acid residues, including six conserved cysteines
connected by three disulphide bridges. Its expression is constitutive, with main function
on plant defense against pathogens, that may cause significant losses in important
cultivars, as in the case of Poaceae, a family that presents economic importance for the
agriculture in Brazil and worldwide. This study performed a search for genes related to
plant cyclotides, available in restricted and public access databases, aimed at their in
silico isolation and characterization. Searching for these peptides in Hevea brasiliensis,
Manihot esculenta, Ricinus communis, Sorghum bicolor, Vigna unguiculata and Zea
mays genomes, we obtained two possible genes encoding Cyclotides in Z. mays. Thus,
primers were designed for the isolation of these genes in maize as well in wheat
(Triticum aestivum) and rye (Secale cereale) species. We obtained 19 amplicons and
four of them (zm315, zm316, zm317, sc359) presented cyclotide domain. These four
sequences were then subjected to in silico characterization, for predicting their
secondary and tertiary structures, as well their function. It was found that these peptides
present six conserved cysteines, three disulphide bridges and the amino acid pattern
between the cysteines similar to those found in cyclotides. It was also possible to predict
some physical chemical properties and also building a 3D protein by homology
modeling for the four peptides, presenting high quality and reliability. Our analysis
indicates that two isolated cyclotides (zm315, zm316) appear to belong to a new class of
linear peptides, but with cyclotide features.

Keywords: bioinformatics, homology modeling, AMPs, Poaceae.
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I. INTRODUCAO

Ao longo de sua evolucdo, 0s vegetais estdo sujeitos ao ataque de uma variedade
de microrganismos patogénicos (bactérias, fungos e virus) presentes no ambiente. Como
forma de defesa, as plantas tém desenvolvido numerosos e eficientes mecanismos
fisicos e quimicos contra tais fatores de estresse. Respostas quimicas incluem moléculas
produzidas constitutivamente (como a lignina, por exemplo) ou induzidas apds
percepcao dos patdgenos (LOON et al., 2006), estes sdo elementos vitais nos processos
de defesa (MENEZES et al., 2002; REDDY et al., 2004). Nesta categoria de moléculas
destacam-se os peptideos antimicrobianos-AMPS, representados pelas defensinas, as
tioninas, as proteinas transferidoras de lipideos, as proteinas tipo-heveina, proteinas
tipo-knotina, ciclotideos, entre outros (GARCIA-OLMEDO et al., 2001).

No que se refere a ciclotideos, esses sdo uma classe incomum de peptideos
circulares ricos em cisteinas, expressas naturalmente, apresentando atividade
antimicrobiana, inseticida, anti-helmintico, antiviral, antifungica (BASSE 2005; DALY
et al., 2009) e também como inibidores de proteases (AVRUTINA et al., 2005). Devido
a tais propriedades, estes peptideos tém sido reconhecidos nos vegetais como
importantes moléculas tanto no desenvolvimento de produtos terapéuticos, como no
desenvolvimento de novas estratégias ou para o aprimoramento de técnicas ja existente
no melhoramento de culturas importantes, tanto no @mbito econémico como no social
(KEYMANESH et al., 2009).

No ambito econémico, entre espécies de grande importdncia econdmica,
destacam-se membros da familia Poaceae, dentre as quais se destacam o arroz (Oryza
sativa), trigo (Triticum aestivum), milho (Zea mays), aveia (Avena sativa), cevada
(Hordeum vulgare), centeio (Secale cereale) e cana-de-agucar (Saccharum officinarum).

Devido ao seu potencial de producdo, composi¢do quimica e valor nutricional, a
cultura do milho (Zea mays), € um dos mais importantes cereais cultivados no Brasil.
Este cereal é cultivado em todas as regides do Brasil, chegando a uma produgéo de mais
de 78 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2015).

O centeio (Secale cereale), espécie originaria da Asia, pode ser cultivado sob
condi¢cdes ambientais bem diferentes quando comparado aos outros cereais de inverno.

Seu cultivo pode ser observado desde o Circulo Polar Artico até o extremo sul da
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América do Sul, em locais proximos ao nivel do mar ou a 4.300 m de altitude (BAIER,
1988). Este cereal também pode ser encontrado em regides de clima seco ou frio e em
solos arenosos e pouco ferteis (DE MORI et al., 2013).

Com os avangos das “Omicas” e, consequentemente, a maior disponibilidade de
dados gerados a partir de projetos de sequenciamento, a bioinformética tem se tornado
cada vez mais essencial na manipulacdo e analise rapida deste grande numero de
informacdes. Diante desta quantidade de dados e informacdes geradas, por envolver
ferramentas que agregam conceitos de biologia, quimica, estatistica e ciéncias da
computacdo, a bioinformatica se mostra como uma importante e indispensavel area para
organizacgao e manipulacdo de andlise desse grande nimero de dados biol6gicos gerados
(EDWARDS & BATLEY 2004; DROIT et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi a identificacdo, isolamento e caracterizacdo de
sequéncias codificadoras de ciclotideos, em duas espécies pertencentes a familia
Poaceae, Z. mays e S. cereale.
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1. OBJETIVOS

2.1.

v

2.2.

Geral
Este estudo teve como principal objetivo identificar, isolar e caracterizar
estruturalmente genes relacionados a ciclotideos em plantas, em especial,

membros da familia Poaceae.

Especificos

Identificar os principais ciclotideos em bancos de dados de nucleotideos e de
aminoacidos de diversas espécies de interesse econémico, utilizando os dados

obtidos para amplificacdo e isolamento de tais peptideos nas espécies-alvo;

Caracterizar e descrever regides conservadas, como dominios e motivos, nas

sequéncias identificadas;

Isolar regibes codificantes, sequenciar e analisar comparativamente as
sequéncias de nucleotideos e a estrutura do gene obtido com os disponiveis em
bancos de dados;

Estudar e caracterizar a estrutura tridimensional dos provaveis ciclotideos,

procurando diferencas e similaridades com individuos de outras espécies;
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I11. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Mecanismos de defesa das plantas

Diferentes de outros organismos, as plantas ndo processam moléculas de
imunoglobulinas ou células imunes circulantes, ndo realizam processos fagociticos e
nem mostram imunidade adaptativa (SPOEL & DONG, 2012). Para compensar a
auséncia destes, 0s vegetais desenvolveram uma variedade de mecanismos de defesa
inata, desencadeando respostas adequadas, geralmente através da secrecdo de uma
mistura de compostos quimicos primarios e/ou secundarios (PRITHIVIRAJ et al., 2006;
BENKO-ISEPPON et al., 2010). O primeiro obstaculo a penetracdo do patdégeno séo as
barreiras fisicas das plantas, que incluem a producdo de camadas foliares
epicuticularizadas e tecidos epidérmicos suberizados, cutinizados e lignificados
(CANO-DELGADO et al., 2003).

Diante de fitopatdgenos, as plantas, de um modo geral, reconhecem os invasores
e ativam rapidamente 0os mecanismos que reprimem a acdo do invasor. Esta percepgdo é
essencial para o sucesso da defesa vegetal, assim, as células vegetais sdo capazes de
reconhecer uma variedade de “assinaturas” moleculares destes microrganismos (LEON
& MONTESANO, 2013).

A resposta de defesa pode ocorrer de forma constitutiva, a qual ja esta presente
nas plantas, ou induzida, ocorrendo ap6s o ataque de fitopatdgenos e envolvem a
ativacdo de genes e inducdo de uma rede de transducéo sinais, relacionadas com estresse
abiodtico (HEATH, 2000). A ativacdo destes mecanismos de defesa ocorre por meio de
uma cascata de sinais que se inicia no reconhecimento do agente agressor, culminando
na ativacdo das barreiras fisicas e quimicas envolvidas no processo.

Dentre os mecanismos de defesa utilizados pelas plantas estdo a resposta
hipersensivel (HR), a resisténcia sistémica adquirida (SAR), a inducdo de proteinas
relacionadas a patogénese (Proteinas PR) e compostos sinalizadores, tais como acido
salicilico e peroxido de hidrogénio. A resposta hipersensivel ou reacdo de
hipersensibilidade em plantas é considerada como um dos principais eventos da resposta
de defesa contra o ataque de patdgenos, sendo caracterizado por uma resposta rapida e

localizada, ou seja, no sitio de infec¢do do patdgeno. Tal mecanismo de defesa faz com
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que ocorra o colapso do tecido vegetal (ao redor do sitio de infeccdo), em decorréncia
da liberacdo de compostos tdxicos, os quais também atuam, em alguns casos,
diretamente sobre o patdgeno, ocasionando sua morte (AGRIOS, 2004).

Fungos, bactérias e virus também podem ativar a SAR em plantas, a qual
depende do agente envolvido. Neste caso, a infecgéo inicial precisa resultar na formagéo
de lesBes necroticas, decorrentes da HR (acumulo de peréxido de hidrogénio) ou como
sintoma da doenca (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). O mecanismo da SAR
envolve uma cascata de eventos e sinais, 0s quais iniciam no momento da interacdo
planta/patdgeno, levando a alteraces no metabolismo celular, que ativam sinais
moleculares dirigidos para outras partes da planta, promovendo a reducgéo da severidade
da doenca (AGRIOS, 2004).

Atualmente, sabe-se que uma grande variedade de organismos é capaz de
produzir peptideos, os quais atuam na primeira linha de sua defesa. Alguns desses
peptideos sdo caracterizados pela presenca de cisteinas (4, 6, 8 e 12), conectadas em
pares, formando pontes dissulfeto, conferindo alta estabilidade a molécula
(BROEKAERT et al., 1997). Tais peptideos podem ser sintetizados constitutivamente
pelo organismo, ou ser induzidos somente apés uma lesdo ou infeccdo, apresentando
amplo espectro de atividade biologica. Milhares destas moléculas ja foram isoladas e
tiveram suas atividades biolégicas comprovadas. Destas, a grande maioria apresenta
atividade antimicrobiana de grande importancia no sistema de defesa do organismo
(JENSSEN et al., 2006; WANG et al., 2008). Tal resposta reflete a estrutura genética e
proteica dessas moléculas a exemplos das proteinas de tamanho pequeno, de carga geral
positiva (catibnicos em pH fisiolégico), comumente ricas em um tipo de aminoécido.
Tais caracteristicas permitem a sua classificacdo em varias subclasses de proteinas
responsaveis pela acdo antimicrobiana, tolerancia a solventes acidos e organicos,
estabilidade térmica e estereogeometria anfipatica, alem de ampla atividade bioldgica
(YEAMAN & YOUNT, 2003; BROGDEN et al., 2005).

3.2. Peptideos antimicrobianos de plantas.

Os peptideos antimicrobianos de plantas (AMPs — antimicrobial peptides) e de

animais geralmente sdo compostos por 12 a 120 residuos de aminoacidos,
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compreendendo moléculas cationicas (pH < 7, devido ao excesso de residuos de lisina,
arginina e histidina), anfipaticos e relativamente pequenos (muitas vezes menores que
50 kDa) (HANCOCK & SCOTT, 2000; BULET et al., 2004; GANZ, 2004; BOIX
&NOGUES, 2007).

Nas plantas, os principais grupos de AMPs sdo representados por ciclotideos,
defensinas, proteinas de transferéncia de lipidios (LTPSs), esnaquinas, tioninas, proteinas
do tipo heveina e knotina (Da ROCHA PITTA et al., 2010). Tais peptideos tendem a se
apresentar sem estrutura definida em solucdo aquosa, adotando uma forma anfipatica ao
interagir com membranas, atributo crucial tanto para atividade quanto para
citotoxicidade. Apesar da estrutura tridimensional e propriedades fisicas serem bastante
semelhantes entre os diversos AMPs, em geral, ha pouca homologia entre sequéncias
priméarias, principalmente entre peptideos de classes distintas (HADLEY &
HANCOCK, 2010). Membros da mesma familia apresentam um padrdo dobravel que é
globalmente comparavel entre as familias, adotando uma estrutura tridimensional que
envolve a formacdo de elementos estruturais secundarios, tais como folhas beta
pregueadas e alfa-hélices que séo estabilizadas por pontes dissulfeto intramoleculares,
impondo uma estrutura mais rigida, permitindo maior estabilidade da molécula
(GIUDICI et al., 2006; BENKO-ISEPPON et al., 2010).

Apesar dos peptideos antimicrobianos apresentarem uma grande diversidade
estrutural, é possivel agrupa-los em quatro classes distintas de estruturas secundarias
(JENSSEN et al., 2006). As estruturas mais comumente observadas sdo as a-hélices
(formadas apenas quando o peptideo entra em contato com a membrana), e as folhas-3
(estabilizadas por 2 a 4 ligacOes dissulfeto, as quais, ocasionalmente, apresentam
pequenas por¢des de estrutura a-hélice. As demais estruturas (menos comuns) Sao
estruturas curvadas, formadas por ligagdes dissulfeto simples ou devido a presenca de
residuos de prolinas na molécula (RESENDE et al., 2008).

Os AMPs atuam na membrana plasmaética dos microrganismos alvos por meio da
interacdo eletrosttica com as cadeias negativas dos fosfolipideos presentes nas
membranas dos microrganismos patogénicos (PAPO & SHAI, 2003), contudo, o dano a
membrana seria apenas a primeira acdo desses peptideos (JELINEK & KOLUSHEVA,
2005; LOBO et al., 2007). Eles possuem diversos mecanismos de agdo, descritos com

base na possivel interagdo dessas moléculas com as membranas e a formagéo de poros



24

guando alcangam uma concentracdo limiar. No “modelo de barril”, os AMPs se inserem
de forma paralela na membrana formando um poro. Ja no “modelo de tapete”, esses
peptideos inserem porcGes na membrana e induzem a formacao de poros, enquanto que
no “modelo de poro toroidal” também ocorre a formacao de poros com os peptideos
inseridos na membrana de forma paralela; porém, nesse caso, eles séo intercalados com
lipideos (NGUYEN et al., 2011).

Atualmente, novos modelos foram propostos para tentar entender seus
mecanismos de acdo. Entre eles esta o modelo de “poro toroidal desordenado”, que
ocorre com uma menor concentracdo de peptideos, comparada a quantidade
presumivelmente ao que ocorre no modelo poro toroidal, onde os peptideos estdo
dispostos de forma desordenada, formando um poro na membrana celular. Outro
modelo é o de afinamento da membrana, em que a atracdo entre os fosfolipidios
carregados gera regides nas membranas mais finas e mais frgeis. Outro modelo que
tenta explicar o mecanismo de acdo dessas moléculas ¢ o “modelo de atracdo de
anions”, o qual sugere que os AMPs sdo capazes de atrair pequenos anions, fazendo-os
atravessar a membrana de forma a causar perda do potencial eletrostatico celular. Ainda
em outro modelo, a perda do potencial eletrostatico pode ocorrer sem a atragao de ions.
Ja, no “modelo da eletroporagdo”, os peptideos afetam o potencial de membrana de
forma a diminuir sua permeabilidade a varias moléculas (NGUYEN et al., 2011).

Dentre os peptideos antimicrobianos existentes, uma classe interessante séo
aqueles com uma estrutura ciclica, 0os quais apresentam uma grande variedade de
atividade bioldgica, destacando-se como importantes agentes antivirais. O primeiro
peptideo ciclico de plantas estruturalmente caracterizado foi o kalata B1, constituido por
29 aminoéacidos, isolado de Oldenlandia affinis, uma planta tropical africana muito
usada como cha na medicina popular para facilitar e acelerar o parto (CRAIK, 2001).
Apresenta vasta gama de atividade bioldgica, incluindo citotdxicas, sendo um potente
agente anticancerigeno, anti-HIV, inseticida e antimicrobiano, o que confere a estas
proteinas um potencial bastante promissor em pesquisas farmacéuticas e/ou
agroguimicas (HALLOCK et al., 2000; TRABI et al., 2004; CHEN et al., 2005;
JENNINGS et al., 2005).
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3.3 Ciclotideos

3.3.1 Descoberta e caracterizacéo

Relatos com ciclotideos tiveram seu inicio a partir de duas observacdes realizadas
na Africa, com a planta Oldenlandia affinis (Rubiaceae), a qual era utilizada pela
medicina popular, através de uma decoccdo, para favorecer as contracdes uterinas,
facilitando o trabalho de parto. Em 1965, o pesquisador Finn Sandberg, descreveu esta
decoccdo como sendo de “wetegere”, que quer dizer O. affinis, na lingua Gbaya, na
Republica Centro-Africana (SANDBERG, 1965). Em seguida esta decoccdo foi
associada a outra decoc¢édo, chamada kalata-kalata (na lingua Tsjiluba), esta associacdo
foi realizada pelo médico noruegués Lorents Gran, sendo detectada também como uma
decoccdo aquosa de O. affinis (GRAN, 1970), sendo atrelada a uma série de
complicacgBes obstétricas. Mais tarde, a sequéncia parcial deste peptideo foi desvendada,
sendo chamada de Kalata B1 (GRAN, 1973; SLETTEN & GRAN, 1973). Ao longo da
década de 90, varios novos peptideos foram descritos e caracterizados (SCHOEPKE et
al, 1993; GUSTAFSON et al., 1994; WITHERUP et al., 1994; CLAESON et al., 1998;
GORANSSON et al., 1999) como “ciclotideos" (ciclo-peptideos) (CRAIK et al., 1999).

Ciclotideos variam de 28 a 37 aminoacidos, com estrutura ciclica (do tipo
“cabeca-cauda™), com seis cisteinas conservadas e ligadas numa topologia de “no”,
formando trés pontes dissulfeto (CRAIK et al., 2002). Estas ligacdes de dissulfeto séo
estabelecidas da seguinte forma: Cysl-CyslV e CyslI-CysV, enquanto que a terceira
ligagdo dissulfeto (CysllI-CysVI) penetra nesse anel (CRAIK, 2010). O motivo
estrutural compartilhado entre o ciclotideos é 0 “no cistina ciclico” (Cyclic Cystine Knot
- CCK) (CRAIK et al., 1999). Alguns variantes aciclicos dos ciclotideos encontrados
nas familias Fabaceae e Poaceae apresentam um arranjo semelhante das ligagdes entre
cisteinas, formando n6 (BASSE, 2005; NGUYEN et al., 2011; 2013)

Com base na estrutura primaria da cadeia polipeptidica, os ciclotideos sdo
divididos, de acordo com alguns autores, em duas subfamilias: Mobius e Bracelet
(CRAIK et al.,, 1999). Para outros, uma terceira subfamilia é conhecida como
“inibidores de tripsina”, sendo MCoTI- Momordica cochinchinensisinibidor de
tripsina-1) e MCoT]I-II isolados de M. cochinchinensis (HERNANDEZ, 2000; TSOI et
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al., 2005; CHAN, et al., 2009). Apesar da similaridade de sequéncia com os ciclotideos
ser baixa, e a extensdo dos loops serem diferentes, as proteinas ciclicas de Momordica
cochinchinensis foram classificadas como “ciclotideos”, com base no motivo de CCK
conservado (FELIZMENIO-QUIMIO, et al. 2001).

3.3.2 Caracteristica estrutural e sequéncia conservada

Os ciclotideos apresentam seis loops, 0s quais sdo regides topologicamente
fundamentais para as suas atividades bioldgicas, onde as cadeias laterais dos
aminoacidos sdo expostas, modulando tais atividades (PICCHI, et al., 2009).

A subfamilia Mdbius (nomenclatura recebida em homenagem ao matematico
August Ferdinand Mobius) se caracteriza por uma ligacdo peptidica cis-prolina (no loop
5), conferindo uma torcdo na sua estrutura terciaria. Ja, na subfamilia Bracelet, esta
torcdo ndo ocorre, uma vez que ndo ha prolina na posi¢do correspondente em sua
sequéncia primaria, por isso sdo consideradas similares a um “bracelete” (pulseira)
(CRAIK et al., 1999).

Entre os residuos que compdem a sequéncia dos ciclotideos, o acido glutamico
(E), no loop 1, destaca-se entre 0s mais conservados, embora outros residuos de
conservacdo como uma glicina (G) ou alanina (A) e uma treonina (T) ou serina (S)
também podem estar presentes na primeira e terceira posicdo, respectivamente (figura
1). A treonina ou a serina na 3% posicdo da conservacdo citada pode ainda variar de
subfamilia, o residuo de treonina ocorrena subfamilia Mdbius e a serina na Bracelet. No
loop 2, quatro amino&cidos apesar de conservados, apresentam diferenca na posi¢do dos
residuos a depender da subfamilia, sendo na subfamilia Mdbius apresentando dois
residuos GG centrais, seguido por, na maioria das vezes, um residuo T. Por outro lado, a
subfamilia Bracelet, este mesmo loop apresenta os trés primeiros residuos hidrofobicos,
cujo quarto residuo representado por uma prolina (P). Para os loops 3 e 5 0s nimeros de
aminoéacidos variam, ou seja, na Mdbius sdo quatro aminoacidos, sendo que na Bracelet
sdo sete. Ainda no loop 3 o residuo de G que flanqueia a C da quarta posicdo, mantém
esta conservana maioria dos ciclotideos, porque desempenha uma func¢éo estrutural, este
residuo exibe um angulo ¢ importante para 0 estabelecimento da ligagcdo entre Cysl-
CyslV.
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O loop 4 mostra apenas um residuo em todas as sequéncias de ciclotideos
analisadas. Entre os residuos mais frequentes estdo: serina (S), treonina (T) e lisina (K),
a depender da subfamilia. No loop 5 (a maior parte hidrofébica) pode existir uma valina
(V) para as duas subfamilias, na subfamilia Mdbius antes da valina ocorre a sequéncia
SWP (serina triptofano e prolina) e na Bracelet sdo dois residuos carregados
positivamente.

Por fim, no loop 6, a variacdo de aminoacidos ocorre a depender da subfamilia,
embora uma sequéncia RNG(I/L)P mostra-se mais conservada. Esta sequéncia pode ser

identificada como flanqueadora do sitio do sitio de processamento e ciclizagdo.

" Vv v v
mOBIUS loop 1 loop 2 loop 3 loop 4 loop 5 loop 6
KalataBl CGETECVGGT £ - TPERC TC ) V C T ERENEGE SR |
KalataB2 C G TCFGG C TPERC SC T CTRDG - L PV
KalataB3 CGETCFGG - € - TPERC TKC D P C 7 IR T
Kalata$ CGETECVGGT-C - TPERC SC S W C TIRN G =L P V
varv peptideo A CGETCVGGT - C - TPERC SC S C 7 R, V
varvpeptideo8 € G ETC F G G T C N T PERC SC D PV A TC 5 R V
varv peptideo C CGETCV GG - € - N TPERC SC S CTIR NG -V P
varv peptideo D C G TEVGGS C N TPERC SC ) CTIRNG - L P
varv peptideo E CG TCEVGGT C NTPEC SC S C RNG - L P
violapeptideo 1 CG TEVGG C NTPERC SC S R C 7 R, V
odo M CG S F TG C YTvERC SC S\ CTRNG - A P
odo N CG TR T G C YTARRC S C S\ C Y RN V
| I \'} V v
BRACELET loop 1 loop 2 loop 3 loop 4 loop S loop 6
circuling A CGESCVW P - C S AA B C SC - - - KNK V C YRR -
Circulina B CG SIEV F P C s Tk LEmC SC K N K C v [RENEGEYSINP
circuling C CG SCV P - I8 TSV AmC S C K S K C YV ERE
circulina D C G SCVW P C S FERC K C E NK C Y IR, -
circuling E CG SCVW P - C TSV FERC K C ENK V C YRR -
culing G ESImVY W - € S A A B C 5C K N K C Y BRI -
CGESCVEF C S AA I C S C K N K V C Y RN
RGESEY V - I TV - - C 7€ T $ S Q C FEEEEEEEEE -
CGESCVEF P C TV Al C S C K N K V C Y R
G ESIRYV F P - C S AA B C S C K N K V C YRR -
ic CAESCVY P-CETVTA LERC S C S NR C Y IS
cic CGESCVW C S S A B C S C K S K C Y IR
cic CGESCVW P C T S A I C S C K S K C Y N
cl CGESCVW P - C S S A & C S C K N K C Y IRENEGE =
vhr CAESCVW P CTVTA LERC SC S N K V C Y EEENEEEE
kalata 85 G ESImYV Y C S GV B C SC T DK C Y I TP
hypa A A ESIRV Y P-BB7T T A LEmC SC K N K C - NG LINP -
Ciclopsicotrideo A € G E S C V F P cCT TALLERC SC - K S K C Y I
palicoureina G ETCR P VIEET SAALBC TCDDODR SDG C X IR T

Figura 1. Alguns representantes de ciclotideos alinhados e separados por subfamilias,

mostrando residuos conservadosem amarelo as cisteinas numeradas I-VIloops 1-6,
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presenca da prolina (em vermelho) na subfamilia Mébiusprincipal diferenga entre as
duas familias. O residuo de glicina em verde estd associado ao n6 de cistina ciclico ou
estabilizacdo da estrutura e a regido em azul é a sequéncia identificada no precursor

como flagueadora do sitio de processamento e ciclizacdo (PICCHI, et al., 2009).

3.3.3 Biossintese

A primeira evidéncia de que os ciclotideos seriam sintetizados nos ribossomos
foi sugerida por JENNINGS et al., (2001) através da identificacdo de genes
codificadores dos ciclotideos Kalata B1, B2, B6 e B7 de O. affinis.

Quanto a arquitetura dos diferentes precursores de ciclotideos e suas familias,
verifica-se a presenca de: 1) uma sequéncia sinal (ER) de, aproximadamente, 20
aminoacidos a qual direciona o peptideo para o reticulo endoplasmatico; 2) um N-
terminal pro-dominio (NTPD), de tamanho varidvel, com nenhuma funcdo atualmente
relacionada a maturacdo destes peptideos ciclicos; 3) uma regido correspondente a
repeticdo N-terminal (NTR); 4) regiGes correspondentes ao dominio maduro do
ciclotideo; e 5) uma regido C-terminal propeptideo tail (Tail). Com exce¢do dos
peptideos encontrados em Clitoria ternatea (Fabaceae) - denominados de “cliotides”
pelos autores, 0s quais sdo compostos pelo peptideo sinal imediatamente seguido pelo
dominio ciclotideo que é flanqueado na extremidade C-terminal por ligante, e logo apds
uma cadeia de albumina e a extremidade C-terminal.

Estudos desenvolvidos por NGUYEN et al., (2011), relatam novos ciclotideos
em Clitoria ternatea (Fabaceae), denominados “cliotideos” (ctc: C. ternatea clyotide)
cuja representacdo estrutural do precursor deste peptideo é mostrada na figura 2 (ctc3 e
ctc7).

Ainda na figura 2 é possivel verificar uma comparagdo entre os ciclotideos de
diferentes familias. Na familia Fabaceae uma tipica albumina (pal) de Pisum sativum,
exibe os dominios Alb e Ala, o dominio Alb de C. ternatea (ctc3 e ctc7) foi
“substituido” pelo dominio ciclotideo. As sementes de ervilhas codificam um peptideo
de 37 residuos, contendo trés ligacdes dissulfeto, estas, sdo algumas caracteristicas que
apresentam. A homologia de genes de cliotides e genes ciclotideos (Rubiaceae e

Violaceae) indica que os genes codificantes de ciclotideos em Fabaceae sdo quiméricos,
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metade de um ciclotideo (Rubiaceae e Violaceae) e outra metade albumina-1. Ainda
neste estudo foi discutido que a auséncia da regido NTR no precursor de cliotideos,
sugere que esta regido ndo seja essencial para sua biossintese. Os genes cliotides contém
uma regido hibrida contendo dominios que ndo sdo relacionados e ndo foi possivel
detectar se a regido Alb foi totalmente substituida.

Segundo MYLNE (2011), as cisteinas conservadas, os residuos de asparagina
(N) ou acido aspartico (D) na regido C-terminal, bem como a alaninaou glicina na
regido N-terminalsdo igualmente importantes, uma vez que parecem estar fortemente

envolvidas no processo de sintese dos ciclotideos.

Intron

pat d X' | Ala Tail

from P sativun

e, M
Fabaceae | cte3 e | Ala Tail
ctc7
from C. temalea m cT7 l Ala Tall

g EM fowe [l e B0
from O. affis

Rubiaceae ok
from O. affinis Ei Prorogion ULl *e6  MLGGH  *s3 ol
Voct [ R B VR I Tl

ViOIGCan from V. odorata
Mrad EEM Prowegion UGN me¢ MEGGN mes D
from M. ramifiorus

Figura 2. Comparacgdo de arranjos genéticos entre diferentes precursores de ciclotideo
em diferentes espécies e familias as quais pertencemEm destaque: regido com sequéncia
sinal (ER, em preto); N-terminal pr6-dominio (NTPD, em cinza); a regido NTR (em
roxo); peptideo maduro (em verde); o dominio Ala (em rosa) e a regido C-terminal
(CTR), indicado como “Tail (em azul) (NGUYEN, et al., 2011).

3.3.4 . Atividade bioldgica

O primeiro caso de atividade dos ciclotideos foi associada a efeitos uterotonicos,
da espécie O. affinis (GRAN, 1970).
Entretanto, nas ultimas décadas, onimero de atividades associadas aos ciclotideos sé

vem aumentando. Exemplos incluem: o “clopsichotride A” isolado da planta Psychotria
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longipes (Rubiaceae), com atividade de inibi¢do-ligacdo da neurotensina (WITHERUP
et al.,, 1994); as “circunlinas A-F” de Chassalia praviflora (Rubiaceae), com
propriedades anti-HIV (GUSTAFSON et al., 1994; 2000), “cicloviolinas A-D”, a partir
de Leonia cymosa (Violaceae) (HALLOCK et al., 2000) e “palicoureina” a partir de
Palicourea condensata (Rubiaceae) (BOKESCH et al., 2001); ciclotideos com atividade
inseticida BARBETA et al., 2008; JENNINGS et al., 2001); atividade moluscida
((PLAN et al., 2008) bem como atividade anti-helmintico (COLGRAVE et al., 2009) e
antimicrobiana (TAM et al., 1999).

3.3.5 . Evolucéo e distribuicéo

Algumas questBes relacionadas a evolucdo dos ciclotideos e das proteinas
circulares remetem a algumas evidéncias em termos dos trés mecanismos comumente
conhecidos, os quais podem elucidar a distribuicdo observada de ciclotideos no reino
vegetal: (1) varios ganhos independentes da funcionalidade ciclica, (2) a transferéncia
lateral de genes e (3), descendéncia de um ancestral comum com perdas. A explicacao
mais parcimoniosa para a distribuicdo observada é a evolucdo convergente, a partir de
precursores lineares cyclotide-like com, pelo menos, quatro origens independentes de
ciclotideos dentro da familia Rubiaceae (GRUBER et al., 2008).

Dentre as familias vegetais onde os ciclotideos sdo mais encontrados, destacam-se
Rubiaceae e Violaceae onde, segundo GRUBER, et al. (2008), ndo ha relacOes
filogenéticas diretas, o que sugere que ciclotideos devem ter se originado de forma
independente, mais de uma vez, e em familias de parentesco distante. As diferencas na
estrutura dos genes precursores dos diferentes ciclotideos e presenca de introns em
alguns genes descartam a possibilidade de transferéncia lateral. Essa diferenca estrutural
nos ciclotideos dessas duas familias ndo favorece a existéncia de um ancestral comum
entre estas duas familias de plantas, fato que argumenta contra a evolucao divergente.
As informacfes combinadas e o conhecimento da estrutura genética até o momento
permitem inferir que ciclotideos provavelmente tenham surgido da evolugdo
convergente, com a aquisicao da capacidade de ciclizacdo (GRUBER et al., 2008).

A descoberta de sequéncias lineares, semelhantes a ciclotideos em
monocotileddneas (Poaceae) (BASSE, 2005; MULVENNA et al., 2006), indica a
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possibilidade (ou evidéncia) de uma mutacdo na posi¢do onde estaria os residuos N ou
D (C-terminal) por um codon de parada, sugerindo assim, uma explicacdo para a

biossintese destes peptideos lineares.

3.4. Espécies foco do estudo

3.4.1. Considerac0es gerais sobre a cultura de Zea mays.

O milho é uma cultura antiga, com centro de origem no México, sugere-se que 0
milho moderno seja resultado da domesticagdo de varios genomas de “teosinte” (uma
graminea selvagem), cuja domesticacdo possa ter ocorrido, provavelmente, ha cerca de
9.000 anos atras (WANG et al.,, 1999; MATSUOKA et al., 2002; KANE &
RIESEBERG, 2005). De acordo com a classificacdo botanica, o milho é uma
monocotileddnea, pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo
Maydeae, genero Zea e espécie Zea mays. (SILOTO, 2002). E uma espécie herbacea,
anual, com caule do tipo colmo, constituido de nos e entrends.

O genoma do milho estd em torno de 2.500 Mb, podendo ser comparado ao
tamanho do genoma humano, mas sua complexidade é maior devido a grande parte do
genoma do milho ser composto por sequéncias repetitivas, sendo de 65 a 70% de
retrotransposons, elementos transponiveis mediados por RNA (BENNETZEN, 1996). O
milho apresenta 10 cromossomos que séo estruturalmente diferentes e passam por
mudangas dindmicas na composic¢ao da cromatina (SANMIGUEL et al., 1998)

Considerado um dos cereais mais importantes cultivados no mundo, o milho
apresenta-se como um cereal de alta qualidade nutricional estando para o Brasil, entre as
graniferas mais importantes na producédo agricola, sendo destinada tanto para consumo
humano como animal (SANTOS, 2002). Alem disso, em paises industrializados,
derivados do milho podem ser encontrados em muitos produtos como: cosméticos,
roupas, papel, pasta dental, tintas, lo¢Ges, entre outros. Mais recentemente, milho vem
sendo utilizado, também, na confeccdo de polimeros biodegradaveis, matérias-primas
para as industrias de embalagens e automobilistica (MIRANDA PEIXOTO, 2002).
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O milho também tem relagcBes com aspectos sociais e culturais, servindo como
parte da subsisténcia de muitas familias rurais (KIRINO, 2003). Segundo o 8°
levantamento do USDA (United States Department of Agriculture), havera recorde na
producdo mundial de milho 2014/15, com cerca de 991,6 milhdes de toneladas,
superando a producéo de 2013/14 que foi de 989,3 milhdes de ton.

O Brasil aparece em 3° lugar de producdo mundial, com 75 milhdes de ton,
perdendo para EUA e China (353,7 e 218,5 milhdes de ton, respectivamente). Na
producdo 2013/14 o Brasil obteve uma maior produtividade 79,3 ton, em comparacao a
producdo de 2013/14, essa queda na producéo 2014/15 foi influenciada pela previsao de
reducdo na area cultivada pelo cereal. No ranking da exportacdo, o Brasil ocupa o 2°
lugar, com 19,5 milhGes de ton, e em 1° 0 EUA, com 44,5 milhdes de ton. Em relacéo
ao consumo, o Brasil aparece na 4° posicdo com 56,5 milhGes de ton, o EUA lidera
devido a previsdo de consumo recorde 302,8 milhdes de ton (USDA, 2014). Tal volume
é projetado devido ao aumento esperado pela demanda entre as industrias alimenticias e
de etanol.

No Brasil a producdo de milho é caracterizada por duas épocas para o plantio,
primeira safra (ou safra de verdo) e segunda safra (ou safrinha). O plantio de verdo é
realizado em todos os estados, durante o periodo chuvoso, que varia de agosto, na
regido Sul, até os meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste. Porém, na
regido Nordeste, esse periodo ocorre no inicio do ano. Ja a safrinha, a Conab
(Companhia Nacional de Abastecimento) classifica como a plantada em Ronddnia,
Tocantins e em determinadas regides da Bahia (CONAB, 2015). A safrinha refere-se ao
milho de sequeiro, plantado extemporaneamente, geralmente de janeiro a marco ou
abril, quase sempre depois da soja precoce, predominantemente na regido Centro-Oeste
e nos estados do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais. (EMBRAPA, 2012)

Entretanto, a cultura sofre com doencas e pragas, 0 que pode comprometer a
producdo e qualidade. Relatos de perdas na produtividade devido ao ataque de
patdégenos tém sido frequentes. Algumas modificacbes ocorridas no sistema de
producdo, que resultaram no aumento da produtividade dessa cultura, foram, também,
responsaveis pelo aumento da incidéncia e da severidade das doencas. As doencas que
se destacam no plantio dessa cultura no Brasil sdéo mancha branca, a cercosporiose, a

ferrugem polissora, a ferrugem tropical, os enfezamentos vermelho e pélido, as
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podriddes de colmo e os grdos ardidos (EMBRAPA, 2012). As pragas que acometem a
cultura do milho apresentam-se em duas fases, as de fase vegetativa e de fase
reprodutiva, que variam de acordo com varios fatores como condi¢des edafoclimaticas,
sistemas de cultivo e fatores bidticos localizados.

A escolha da semente deve ser correta, com o intuito de alcangar alta
produtividade, evitar doencgas e pragas, adequacao ao sistema de producdo em uso e as
condicdes edafoclimaticas, por isso na safra 2013/14, a Embrapa disponibilizou 467
cultivares, sendo 253 transgénicas e 214 cultivares melhoradas. Observa-se 0 maior

namero de transgénicas, sendo a primeira vez que isto ocorreu (EMBRAPA, 2012).

3.4.2. Consideracg0es gerais sobre a cultura de Secale cereale

Embora ainda ndo se saiba a origem principal do centeio, acredita-se tenha
partido do sudoeste da Asia, a mesma regido de origem do trigo, aveia e cevada
(BUSHUK, 2001). Segundo Baier (1994), o centeio apresenta dois centros de origem,
um na Anatélia e no Caucaso, a leste da Turquia e ao norte do Ird, e outro, ao norte do
Afeganistdo e a oeste do Ird. Observa-se que nestas areas ocorre grande diversidade
genética, ocorrendo uma continua variacdo entre populacgdes cultivadas e silvestres.

Inicialmente considerado um invasor do cultivo de trigo e cevada, o centeio foi
disseminado pelo centro e norte da Europa, se expandindo para outras partes do mundo.
Atualmente a cultura do centeio ocorre em todo 0 mundo, mas a maior producao esta no
hemisfério norte, ente os Montes Urais e 0 Mar Nordico.

No Brasil o centeio foi introduzido por alemées e poloneses, no século XIX
(BAIER, 1994), sendo o cultivo iniciado por cultivares estrangeiras. Em 1986 foi
lancada a primeira cultivar brasileira — cultivar BR 1 pela Embrapa Trigo.

O centeio é classificado na familia Poaceae (Gramineae), subfamilia Pooideae,
tribo Triticeae, género Secale, espécie cereale (AGEITEC, 2015). E utilizado
diretamente ou em pré-misturas de paes, biscoitos, cerais matinais e produtos dietéticos.
A forte vinculagcdo do centeio com tradi¢bes culturais alimentares esta presente na
Finlandia, Pol6nia, Russia, Alemanha, entre outros com o péo de centeio que é um pao

escuro e acido.
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Ainda, na industria farmacéutica, a cravagem do centeio ou espordo, estruturas
arqueadas (esclerotos) oriundas da infeccdo do centeio pelo fungo Claviceps purpurea,
da origem a importantes alcaloides [(ergotamina, ergometrina, metilergonovina, metil
sergida), os quais possuem propriedades no tratamento de hemorragias pos-parto,
cefaleias de origem vascular, doenca de Parkinson, patologias associadas a
hiperprolactinemia, etc.) os quais podem causar intoxicacdo (ergotismo)]. Existem
registros de uma epidemia na Franca nos anos de 94-95, com 20 mil pessoas mortas
(TAVEIRA; CRUZ, 2008)

O centeio ocupa o oitavo lugar na lista mundial em termos de érea colhida e de
producdo no mundo, com producgdo de 14,11 milhdes de ton em 2012/2013. No periodo
de 2008-2012 a Unido Europeia correspondeu a 58,8 % do consumo mundial de centeio
(DE MORI et al., 2013). No periodo entre 2010-2012, o Brasil produziu 3,6 milhdes de
ton, sendo a média de &rea/ano de 2,3 mil hectares, correspondendo a 1,7 mil hectares
(71,9%) no Rio Grande do Sul e 646 hectares (27,7%) no Paran. O mercado do centeio
é limitado e inconstante, sendo os moinhos os principais compradores do produto para a
producdo de farinhas para a panificacdo (EMBRAPA, 2013). O cultivo desta cultura no
sul do Brasil é acometido por doencas como a ferrugem do colmo, a cravagem, a
helmintosporiose, nanismo amarelo, entre outras.

As cultivares registradas no Ministério da Agricultura sdo a cultivar BR 1, BRS
Progresso, BRS Serrano (da Embrapa), IPR 89 (do IAPAR, Instituto Agronémico do
Parand) e Temprano (da Atlantica Sementes S.A) (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2015). Algumas caracteristicas da cultivar BR 1 sdo apresentadas na
tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas da cultivar BR 1 (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2015).

CARACTERISTICAS

Cultivar BR1
Cruzamento Selecéo de plantas em populagdes coloniais
Ciclo Precoce
Area de adaptacéo RS
Potencial produtivo > 2.200 kg/ha
REACAO A DOENCAS
Ferrugem da folha Resistente
Ferrugem do colmo Suscetivel

Giberela

Oidio

Septoriose
Mancha marrom
Bacteriose
Carvéo

Brusone

VMT

VNAC

Moderadamente resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Sem informacéo

Moderadamente resistente

Moderadamente resistente

3.5 Bancos de dados e ferramentas de bioinformatica

A bioinformatica, apresentou maior importancia na area genébmica na segunda

metade da década de 80, com a geracdo de uma quantidade expressiva de sequéncias,

devido aos primeiros projetos de sequenciamento em larga escala, aumentando a

demanda por recursos computacionais, cada vez mais eficientes, no armazenamento e

suas ferramentas para interpretacdo dos dados biologicos (ROUZE, et al., 1999;

PROSDOCINI et al., 2002). De forma sucinta, a bioinformatica é definida como sendo

uma area multidisciplinar que engloba diversas areas como, biologia, matematica, fisica,

tecnologia da informagdo entre outras disciplinas (SABBATINI, 1999).
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Informacdes sobre 7.262 genomas completos e 10.809 incompletos até 2014,
podem ser acessados no banco do GOLD (Genome OnLine Database, disponivel em

https://gold.jgi-psf.org/). Tais projetos envolvem representantes da area ambiental,

médica, industrial e organismos modelos importantes para desenvolvimento de pesquisa
cientifica. Essa maior disponibilidade de dados gerados a partir de sequenciamento tem
tornado a bioinformatica cada vez mais essencial na manipulacdo e andlise rapida deste
grande volume de informacéo.

A concretizacdo da bioinformatica e da biologia computacional nos Gltimos anos
tem favorecido aos pesquisadores acesso a um grande nimero de dados, propiciando
abordagens globais e inovadoras no que diz a respeito ao estudo da organizacao,
estrutura e evolucdo de genomas (BINNECK, 2004; ABBY e DAUBIN, 2007) da
predicdo de funcdo de proteinas, interacdes e estrutura tridimensional (GINALSKI,
2006; LEE et al., 2007; SKRABANEK et al., 2008).

Focando no armazenamento desses grandes volumes de dados, além de permitir
0 acesso rapido e de forma eficiente, varios bancos de dados foram sendo criados, tanto
de acesso publico como privado, além de redes de acesso que admitissem a interacdo
desses grupos (PROSDOCINI et al., 2002). Embora ainda existam muitos bancos de
acesso restrito, € notdria a tendéncia que dados gerados sejam disponibilizados e sejam
acessiveis a toda comunidade cientifica, onde alguns bancos ja disponibilizam seus
dados como o GenBank, do NCBI (National Center for Biotechnology Binformation)
dos EUA, que se destaca como um dos bancos mais consultados, uma vez que inclui
aproximadamente 181.336.445 milhGes de sequéncias (NCBI, 2015). O GenBank esta
integrado com duas organizac6es, o EMBL (European Molecular Biology Laboratory;
Laboratdrio de Biologia Molecular Europeu) e o DDBJ (DNA DataBank of Japan;
Banco de Dados de DNA do Japdo), sendo que as trés trocam dados diariamente.
(NCBI, 2015).

Outro banco de dados criado para facilitar os estudos de gendmica comparativa
de plantas é o Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), o qual abriga

mais de 41 genomas de plantas sequenciados e anotados, agrupados em 20 familias de
genes e, frequentemente anotados com auxilio de outros bancos de proteinas, tais como:
0 PFAM e o0 KEGG (Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes) (PHYTOZOME,

2015). Informacgbes acerca de estruturas 3D de proteinas e de &cidos nucleicos
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apresentam-se, também, disponiveis em bancos como o PDB (Protein Data Bank,
http://www.rcsb.org/pdb/) o qual tem sido fundamental no entendimento dos aspectos
moleculares (PDB, 2015).

Com o campo dos peptideos antimicrobianos crescendo rapidamente por causa
da demanda por novos agentes antimicrobianos e, para melhor entender a fungéo destes
peptideos, novos bancos de dados foram desenvolvidos para reunir informacdes sobre
tais peptideos. Informacdes sobre peptideos em geral podem ser encontradas no APD -
The Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/AP/about.php), no qual estdo
disponibilizados 2.513 peptideos antimicrobianos de diversos organismos (bactérias,
fungos, plantas e animais); o CAMP - Collection of Anti-Microbial Peptides
(http://www.camp.bicnirrh.res.in/dbStat.php), composto por 6.756 sequéncias de AMPs
(das quais, 2.602 validadas experimentalmente, 1.716 patentes e 682 estruturas de
varios organismos). Ainda, dentre os outros bancos de AMPs, destacam-se: aqueles
isolados de Dbactérias (BAGEL http://bagel2.molgenrug.nl/; BACTIBASE
http://bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php), Peptideos inibidores de HIV (HIPdb
http://crdd.osdd.net/servers/hipdb/), Defensinas base de conhecimento
(http://defensins.bii.a-star.edu.sg/), de plantas (PhytAMP http://phytamp.pfba-lab-

tun.org/main.php), além do banco com acesso a informagdes sobre abordagens
recombinantes de AMPs (RAPD - Recombinantly-produced Antimicrobial Peptides
Database, http://faculty.ist.unomaha.edu/chen/rapd/).

Dentre os AMPs conhecidos, os peptideos ciclicos vém se destacando devido ao
seu interesse pela industria farmacéutica e agricola, sua estabilidade térmica e
enzimatica, sua conformacdo (ciclica), trazendo novas perspectivas de uso.
Interessantemente, os ciclotideos tem se apresentado um excelente candidato a
inseticidas, como confirmado em estudos no combate insetos causadores de doengas e
pragas em plantas cultivadas (PINTO et al, 2012).

Um banco de dados direcionado a tais peptideos ciclicos € o Cybase (The
Database of Cyclic Proteins), desenvolvido pelo grupo do Instituto de Biociéncias
Moleculares da Universidade de Queensland, Australia e liderado pelo professor David
Craik. Este grupo se dedica a descoberta e caracterizacdo de proteinas circulares, em
especial da familia que nomearam de ciclotideos. O interesse envolve a determinacdo da

estrutura por Ressonancia Magnética Nuclear de uma gama de proteinas ricas em
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ligagBes dissulfeto, que apresentam aplicacBes no planejamento de farmacos, incluindo
organismos como cobras, aranhas, ras e plantas. Este banco possui acesso a mais de 800
proteinas de 103 espécies, dentre estas 532 sdo ciclotideos de 55 espécies, alem de
acesso a sequéncias nucleotidicas e estruturas.

Além do armazenamento e disponibilizacgdo de um grande ndmero de
informagdes, um banco de dados também disponibiliza varias ferramentas destinadas ao
processamento e analise desta grande quantidade de dados. Estas ferramentas permitem,
por exemplo, a analise de predicéo in silico de sequéncias desconhecidas e novos genes,
por meio de anélises de alinhamentos comparativos (KENT et al., 2002).

O alinhamento local (BLAST — Basic Local Alignment Search Tool), ferramenta
mais popular e acessivel (ALTSCHUL et al., 1990), permite comparar e alinhar uma
sequéncia de DNA ou proteina “query” com todas as sequéncias, retornando assim,
aquelas sequéncias (DNA ou proteina) com maior homologia encontradas no banco de
dados pesquisado.

O BLAST ¢é dividido em varias funcionalidades, o que depende do tipo de busca
e retorno que é desejado. Por exemplo, 0 BLASTn compara sequéncias de nucleotideos
contra 0 banco de dados de nucleotideos; o BLASTp, compara sequéncias de
aminoacidos com o banco de proteinas; 0 BLASTX, traduz a sequéncia de DNA para
proteina e a compara com banco de dados proteico; o tBLASTn, compara sequéncias
proteicas com o banco de dados de nucleotideos traduzido; e o tBLASTX traduz tanto a
sequéncia nucleotidica quanto o banco de dados de nucleotideos e 0s compara.

As sequéncias nucleotidicas também podem ser traduzidas, sendo possivel
analisar sua sequéncia proteica. Um exemplo de ferramenta que traduz as sequéncias
nucleotidicas e encontra todos os quadros abertos de leitura (NCBI, 2015) é o ORF-
Finder (Open Reading Frame Finder).

Para uma analise comparativa de sequéncias, seja DNA ou proteina, a
ferramenta de alinhamentos multiplos mostra a homologia posicional entre as bases
nucleotidicas ou aminoacidos presentes nas sequéncias, que podem ser de espécies
diferentes, 0 CLUSTAL (THOMPSON et al., 1997) é um dos softwares mais utilizados
para efetuar estes alinhamentos maltiplos.

Outras ferramentas e software podem ser acessados no EXPASy (Bioinformatics

Resource Portal) que foi disponibilizado pelo SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) e
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podem ser acessados para andlises em diversas areas das ciéncias da vida como
protebmica, gendmica, biologia de sistemas, filogenia, transcriptbmica e genética de
populacgdes, entre outras. Entre as ferramentas disponiveis esta o Swiss Model - utilizada
para modelagem por homologia de proteinas. A modelagem por homologia € um
método no qual que se obtém a estrutura tridimensional de uma sequéncia proteica, a
partir da similaridade desta com uma ou mais estruturas proteicas ja conhecidas (ROST
etal., 1996; KOLINSKI et al., 1999).

Os recursos e bancos de dados descritos sdo uma pequena parte do que se tem
disponivel na internet de forma gratuita, além dos recursos que podem ser baixados e
utilizados localmente, a depender de que andlise se busca. Tais ferramentas e

abordagens tém auxiliado o estudo em diversas areas da comunidade cientifica.
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ABSTRACT

Plant growth is prone to several unfavorable factors that may compromise or impair development
and survival, including abiotic or biotic stressors. Aiming at defending themselves, plants have developed
several strategies to survive and adapt to such adversities. Cyclotides are a family of plant-derived
proteins that exhibit a diverse range of biological activities including antimicrobial and insecticidal
activities that actively participate in plant defense process. Three main categories of peptides have been
described: (i) Cyclotides (ii) Sunflower Trypsin Inhibitor (SFTI) and (iii) peptides MCoTI-1 and I, from
Momordica cochinchinensis. They comprise proteins of approximately 30 amino acids, containing a
head-to-tail cyclized backbone, with three disulfide bonds configured in a cystine knot topology, therefore
bearing greater peptide stability. Given their features and multifunctionality, cyclotides stand out as
promising sources for the discovery of new antimicrobial agents. The present review infers on cyclotide
occurrence, abundance and action in plants, also their diversity and evolution. Considerations regarding

their use in the context of biomedical and agronomical sciences uses are also carried out.

Key Words: cyclotides; MCoTI-I/1l; SFTI; disulfide bonds; protease mediated defense.
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INTRODUCTION

Along their evolutionary processes plants have naturally developed effective and widely
diversified mechanisms (including the production of a series of primary and secondary compounds) to
defend themselves against the attack from a wide variety of pathogens, as fungi, bacteria and viruses [1,
2]. Usually, the plant protection is accomplished after pathogen recognition, followed by activation of
defense mechanisms that help overcoming the deleterious effects caused by the invading microorganism.
Even if the plant cells are able to recognize a variety of molecular signatures of microorganisms, the
speed and efficiency of this activation are essential for the success of plant defense [3]. Regardless of
whether the defense mechanism is constitutive or induced (by pathogenic microorganisms), defense
responses in plants involve gene activation and induction of a signal transduction network, as well as
responses related to abiotic stress [4], leading to the establishment of physical and chemical barriers.

Among the main mechanisms used in the course of plant defense some should be highlighted:
Hypersensitive Response (HR), Systemic Acquired Resistance (SAR), induction of Pathogenesis-Related
proteins (PR-proteins) and synthesis of signaling compounds such as salicylic acid (SA) and hydrogen
peroxide (H202). HR is characterized by a rapid and localized response that occurs at the site of infection
by the pathogen. This process leads to a "collapse" of the tissue due to toxic compounds released around
infection site. Such compounds may also act directly on the pathogen, causing its death [5,6]. SAR
mechanism involves a cascade of signaling events (associated to the plant-pathogen interaction)
promoting changes in cell metabolism, resulting in reduced disease severity [6,7].

A wide variety of organisms are also able to synthesize antimicrobial peptides (AMPs) that work
in the first line of defense. These peptides belong to the PR-families PR-12, PR-13 and PR-14 [2] and are
characterized by the presence of cysteine (Cys) residues (4, 6 and 8) connected by disulfide bridges,
providing structural stability to the molecule [8]. Expressed constitutively or induced by biotic stimuli,
AMPs are associated with a wide spectrum of biological roles, with emphasis on their antimicrobial
activity [9,10] in most living organisms, including humans [11].

Reports indicated effectiveness of these molecules as inhibitors of digestive enzymes such as
serine protease [12] and a-amylases [13]. Another representatives are known to inhibit protein synthesis
[14,15], besides demonstrating efficacy as inhibitors of viruses and cancer cell growth [16-18], with the
advantage of generally presenting a low toxicity to mammalian and plant cells [19,20]. AMP properties
reflect their genetic and protein structure (i.e. small proteins, 12-50 aa; ~50 kDa; encoded by single genes;
presenting positive charge, cationic at physiological pH, due to lysine, arginine and histidine excess),
commonly rich in a type of amino acid and assigned in several subclasses that share some features
responsible for antimicrobial activity, tolerance to acids and organic solvents, thermal stability, and broad
biological activity) [21-25]. Even though AMPs present quite similar dimensional structure and physical
properties, they generally exhibit low sequence homology, especially when comparing distinct peptide
classes [26]. However, members of a given family show a relatively conserved folding pattern. They
adopt a three-dimensional structure that involves the formation of secondary structural elements (beta-
sheets and alpha helices) stabilized by intramolecular disulfide bridges, forming a rigid structure and

giving, therefore, greater stability [2, 27].
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Despite the great structural diversity displayed by AMPs, they may be grouped into distinct classes
considering their secondary structures [6]. The prevalent structures regard a-helices, formed only when
the peptide is in contact with the cell membrane, being the -sheets stabilized by 2-4 disulfide bonds that
occasionally present a small portion of a-helical structure. On the other hand, the less frequent structures
are bent, formed by simple disulfide bonds or due to the presence of proline residues [28] or still
extended, characterized by the predominance of one or two amino acid residues in the primary sequence.
Major plant AMP groups are represented by cyclotides, defensins, lipid transfer proteins (LTPs), snakins,
thionins, hevein- and knottin-type of protein [2,20]. Some of these AMPs play an important role in
biocontrol of plant diseases, as verified in transgenic plants expressing partial or total resistance [29].

A fascinating plant AMP subgroup includes the cyclic peptides (CPs). They regard proteins
ranging from 12 to 80 amino acids, with a “head-to-tail” cyclic backbone, stabilized by one or more
disulfide bonds [30]. Such physical and chemical properties have shown advantages over open-chain
(linear) peptides [31]. The structural conformation is created due to the lack of free N- and C- termini,
creating a continuous, rigid and stable structure, resistant to thermal degradation and cleavage by proteolytic
enzymes [32-34]. Moreover, the cyclization of peptides and proteins reduces their flexibility, giving to such
compounds a higher binding affinity to receptors [35].

This review will focus on the current knowledge of main cyclic peptides described in plants with a
known role in plant-pathogen defense: Cyclotides, SFTI (Sunflower Trypsin Inhibitor) and the MCoTI-

I/11 (M. cochinchinensis Trypsin Inhibitors | and 11, also referred to as cyclic knottins).

1. PLANT CPs WITH ANTIMICROBIAL PROPRIETIES

1.1. Structural aspects and classification

Over the years, hundreds of linear peptides, including defensins, thionins, glycine-rich proteins,
snakins, 2S albumin-type and hevein-like proteins, have been discovered and characterized [36-39].
According to Colan and Anderson [40], the three major classes of plant CPs include (i) small CPs such as
Segetalina A (Vaccaria segetalis) [41], (ii) a class of trypsin inhibitors named SFTI (Sunflower Trypsin
Inhibitor) and (iii) cyclotides. In turn, Thorstholm and Craik [30] grouped the CPs into only two classes:
SFTI1 (Sunflower Trypsin Inhibitor) and cyclotides. The present review will focus on features of CPs
considering three groups: (i) cyclotides, (ii) SFTI (considered a homologue of the Bowman-Birk family)
and (iii) MCoTI-1 / Il (both treated as members of the Squash TI family).

1.2. Cyclotides:

Cyclotides were originally discovered in extracts of the medicinal plant Oldenlandia affinis
(Rubiaceae), known as “kalata-kalata” by the indigenous healers in Africa [42] where the plant was used
as uterotonic agent (causing uterine contractions) to accelerate child birth [43]. In the early 1970°s studies

uncovered the partial sequence of this peptide, identified as “Kalata B1”’ [44,45]. Since then, for several
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years many related peptides were identified [46-50]; part of them, characterized as “macrocyclic
peptides”, today known as cyclotides or cyclo-peptides [51].

The cyclotides are one of the largest families of circular proteins. They present 28 to 37
structurally cyclic amino acids (head-tail type), containing six conserved cysteine residues (numbered
from 1 to VI) and linked in a "node" topology by three disulfide bonds, forming six loops [39,52]. This
configuration occurs due to disulfide bonds between cysteine bridges at established positions, i.e. Cysl-
CyslV and Cysll-CysV, whereas the third bridge (CysllI-CysVI) penetrates the ring, promoting the
cyclization of the molecule [53]. The shared structural motif between cyclotides regards Cyclic Cystine
Knot (CCK), whereas it is evident that the six loops represent topologically key regions for its biological
activity (Fig. 1) [51].

Cyclotides are divided into two subfamilies: Mdbius and Bracelet. The subfamily Mdobius
(assigned in honor to the mathematician August Ferdinand Mobius) is characterized by a cis-proline
peptide binding that occurs in the fifth loop, giving a twist in its tertiary structure. In turn, the members of
the Bracelet subfamily do not possess this ligation (due to lack of proline in the corresponding position in
their primary sequence), and therefore have no twist, giving them the aspect of a "strap”, hence the name
Bracelet. However, some conserved residues are common to both subfamilies. The most conserved
residue is glutamic acid (E) in the loop 1. Loops 1 and 4 show higher residue conservation, exhibiting a
consensus (G/A)E(T/S) in the first loop, whereas for loop 4 a single residue is found for all cyclotide
sequences, corresponding to a threonine (T), a Serine (S) or a Lysine (K) (Fig. 2). Most conserved regions
regard loops 1, 4 and 6, based on the sequences of Kalata B1 and cycloviolacin O1 that represent the
families Mobius and Bracelet, respectively. For the loop 6, its conservation is probably related to the
ligation or cleavage processing. For example, N and C-terminal connection points occur after the
Asn/Asp conserved residue that may play a role in cleavage of the C-terminal tail of the precursor protein,

or in the ligation of the extremities or, still, in both [54].

1.3 Momordica cochinchinensis trypsin inhibitors I and 11 (MCoTI-I/11)

Other class of knottin (which involves a cystine-knot arrangement of their three conserved
disulfide bonds) regards the squash trypsin inhibitor, isolated from squash (Cucurbita maxima) seeds
[55]. The unique members of this squash family that present a cyclic cystine knot (CCK) are the MCoTI-I
and MCoT]I-11 (M. cochinchinensis Trypsin Inhibitors | and 1) [56-59]. These peptides were isolated from
seeds of both mentioned Curcubitaceae members, which are commonly used in the Chinese traditional
medicine against pain and inflammatory processes [60]. Proteins belonging to this family contain 28 to 32
aa residues with six conserved cysteine residues and molecular weight of approximately 3.0 kDa [61].
Although referred to as a member of the cyclotide subfamily due to the presence of a CCK motif [57-63]
MCoT]I exhibited low sequence homology when compared to other cyclotides and, therefore, was referred
by other authors as member of squash trypsin inhibitor group [56,61,64], whose reference will also be
adopted here. The TI squash family is characterized by containing an inhibitor cystine knot (ICK) [65,66]

composed by small triple-stranded chain of antiparallel 3-sheets and a half-turn of a 310 helix, two f turns
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and the inhibitory loop [61], formed by three disulfide bonds that participate in the stabilization of the
molecule. This structural motif comprises a ring formed by disulfide bonds I-1V, 11-V and by the third
disulfide bond I11-V1 in the same way as reported by Craik [53] for cyclotides.

MCoTI-I and Il present similar sequences to other members of linear squash T1 family with the
exception of an additional short linker, consisting predominantly of Ser and Gly residues which complete
the structure of these CPs (Fig. 3). The presence of a conserved Gly after the last Cys residue is common
to all representatives of the squash TI family (Fig. 3) and appears to be the processing point of the C-
terminus of the molecule. The similarity to CysIV with CysV in Cyclotides and squash T1 seems to allow

closer positioning of the N and C-termini before cyclization [67].

1.4. Sunflower Trypsin Inhibitor (SFTI-1)

Another small bioactive plant CP was discovered and characterized in the mid-1990s, belonging
to the proteinase inhibitor family BBI (Bowman-Birk Inhibitor) [68,69]. A peptide of this category, the
Sunflower Trypsin Inhibitor (SFTI-1) was firstly isolated from sunflower (Helianthus annuus, Asteraceae
family) seeds [70,71], comprising 14-residues with a single disulfide bridge (Fig. 4) that displays the
strongest trypsin inhibitory activity among all Bowman-Birk inhibitors [70,71]. It has been considered
that the disulfide bonds and cyclic backbone of SFTI-1 contribute to the activity and stability of this
peptide. When the disulfide bond is removed, the trypsin inhibitory activity is considerably reduced [72].
The same occurred when the cyclic structure was opened (between Aspl4 and Gly 1) [73] (Fig. 4).

1.5. Biosynthesis and cyclization

Plant CPs are encoded and cleaved from a precursor protein prior to cyclization. Its genetic
origin, as ribossomal synthesized protein, was firstly reported by Jennings et al. [74], with the
identification of genes encoding Kalata (B1, B2, B6 and B7) cyclotides from Oldenlandia affinis
(Rubiaceae), whose precursor protein usually exhibit a basic and highly conserved organization. As
illustrated in Fig. 5A-D, it includes: (1) a signal addressed to the endoplasmic reticulum (ER), of around
25 aa residues; (2) in the pro-region a N-terminal precursor domain (NTPD) of variable length and with
no function currently assigned in regard to maturation of the CP; (3) a small linker region; (4) a mature
cyclotide domain; (5) a N-terminal repeat (NTR) region and (6) a C-terminal pro-peptide tail [75,76]. An
exception is the cliotide from Clitoria ternatea (Fabaceae), which exhibit an ER signal peptide
immediately followed by the cliotide domain (cT7), flanked at the C-terminus by a peptide linker and an
albumin a-chain (Ala) (Fig. 5B) [76]. Also a typical albumin 1 from Pisum sativum (pal) (a plant of the
Fabaceae family) presents domains Ala and Alb (Fig. 5A). The last domain (Alb) encodes a peptide of
37 residues, formed by three disulfide bonds, making them homologous to the cyclotides.

Homology of cliotide genes for both Al genes (Fabaceae) and other cyclotide genes from
Rubiaceae and Violaceae (Fig. 5C and Fig. 5D, respectively) reveal its chimeric nature. The absence of
NTR region in the structure of cliotides suggests that NTR is essential for their biosynthesis [76].

Although a wide range of studies on the biosynthesis of these peptides have been carried out [33,40,74,
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77-81] a lot of aspects remain to be discovered. A common feature is that they all appear to be derived
from a precursor protein and are post-translationally processed to produce a cyclic backbone. In general,
the mechanism involves a wide variety of amino acids and proteases (from the cysteine or serine class)
which catalyze the transpeptidation reactions. In a recent work Craik and Malik [82] clearly described
some of the main aspects that underlie the biosynthesis and cyclization of cyclotides. Processing occurs
from the transcription of DNA into RNA and translation to prepropeptides.

Steps regarding prepropeptides cyclization (Fig. 6) include: (Fig 6-1) protein is assigned to the
ER when the signal sequence is removed and the folding cyclotide precursor is generated possibly aided
by protein disulfide isomerase (PDI); (Fig. 6-11) shortly after the propeptide is directed to the vacuole
where the cyclotide domain is excised and cyclization is presumably promoted by NTR (N-terminal
repeat) or NTPP (N-terminal propeptide); (Fig. 6-111) cleavage occurs at the N-terminus aided by a still
unknown enzyme that exposes the amino acid Gly (or Ala); (Fig. 6-1V) transpeptidation occurs aiming to
release the CTR (C-terminal repeat) or CTPP (C-terminal propeptide) and form the CP. This cyclizing is
promoted by asparaginyl endopeptidase (AEP) which is specific for asparagine (N) or aspartic acid (D) in
the S1 site, followed by a short side chain amino acid (glycine, serine or alanine) and followed by a
leucine (L) and a proline (P). The result is shown in Fig. 6-1V in regard to Kalata B1, presenting in S1',
S2' and S3' the following amino acids: glycine (G), leucine (L) and proline (P). After recognition of the
sites and their respective amino acids, CTR is cleaved with the formation of an acyl-enzyme intermediate
through the AEP attack in the thiol active site of the carbonyl group of the peptide bond. The cleaved
CTR leaves the AEP active site, being replaced by a sterycal N-terminal region of cyclotide domain
whereas the primary amine is a glycine (G) that acts as a nucleophile and attacks the intermediate acyl-
enzyme. Finally the enzyme is regenerated and the already cyclized product leaves the active site. The
importance of the cyclization model should be highlighted for both the N-terminal tripeptide motif as well

as for the C-terminal region flanking the cyclotide domain.

1.6. Mechanisms of action

A range of studies have confirmed a clear correlation between membrane binding and biological
activity of AMPs. In general, this interaction may result in membrane structure alterations, either by
forming a discrete pore or by disrupting the bilayer structure, promoting the reorientation of the peptide in
the membrane, which may cross the membrane and diffuse into the cytoplasm to reach intracellular
targets [83-88].

Regarding the association of AMPs to membranes, several mechanisms of action have been
proposed; some of them are represented in Fig. 7, based on membrane interaction and also pore
formation. The most known model regards the "barrel model” (Fig. 7A), that correspond to the insertion
of peptides parallel to the membrane, forming a pore. Another one is represented by the "carpet model”
(Fig. 7B), where insertion portions occurs in the membrane surface, leading to pore formation; or, still, in
the “toroidal-pore model” (Fig. 7C) where peptide helices penetrate the membrane and induce peptide
monolayers to bend through the pore, but in this case interspersed with lipids. In addition to these

examples, other models have been proposed, such as "disordered-toroidal-pore model” (Fig. 7D), which
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occurs with a lower concentration of peptides (compared to the toroidal pore model), arranged in a
disorderly manner, forming a pore in the cell membrane; the "membrane thinning model" (Fig. 7E),
where the attraction between the charged phospholipids generate thinner regions and more fragile
membranes; the "anions attraction model" (Fig. 7F) that suggest that AMPs may be able to attract small
anions making them cross the membrane so as to cause loss of cell electrostatic potential; while in the
"non-lytic depolarization model” (Fig. 7G) the loss of the electrostatic potential can occur without the
attraction of ions. Finally, in the "electroporation model” (Fig. 7H) peptides affect membrane potential in
order to reduce their permeability to various molecules [89].

Although most AMPs interact directly with cell membrane lipids forming transmembrane pores,
currently, an increasing amount of studies bring evidence that membrane permeabilization alone appears
insufficient to cause cell death and therefore other complementary processes may be involved. More
recently it was proposed that AMP driven microbial death can be caused by other mechanisms in addition
to membrane disruption, followed by cell lysis. Indeed, evidences indicated that some AMPs can interact
with intracellular targets inducing cell damages, by interfering on bacterial or fungal biosynthesis and
biding abilities, also making important lipid precursors of peptidoglycan synthesis unavailable.
Suppression of protein synthesis has been also proposed by inhibiting nucleic acid synthesis as well as
transcription and, therefore, affecting the translation process [90,91].

The relationship between the cyclotide structures and their actions with the membrane is
increasingly evident [92-98], as summarized in Table 1. According to Wang et al. [92] cyclotides (as
monomers or oligomers) bind to the membrane surface and insert deeply into lipid bilayers forming a
“barrel-stave” or “toroidal” pore, resulting in membrane disruption. The formation of a structural and
defined pore has also been suggested by Pinto et al. [93]. In the mentioned study, a bracelet cyclotide
from Palicourea rigida (Rubiaceae), identified as “parigidin-br1”, exhibited a potent in vivo and in vitro
insecticidal activity, reinforcing the role of cyclotide as potential target for bioinsecticide development.
Interactions, via membrane thinning and pore-formation have been evidenced in members of the bracelet
family (cycloviolacin O2) whereas in Mdbius (i.e. kalata B1/B2) pore-formation occurs [94].

Simulations conducted with biophysical characterization and molecular-dynamics confirmed this
relationship, suggesting that cationic charges and amphipathicity, as well as variety in the secondary
structure, rigidity, and size of the AMPs are essential features for the complexity and diversity of the pore
structure and activity of peptide on the integrity of target membrane [99,100]. Membrane peculiarities
between the bodies (i.e. composition of different phospholipids, presence or absence of sterol, presence of
fillers) also confer specificities in regard to interactions with peptides [101]. Several studies reported on
selectivity of cyclotides for certain subtypes of biological membranes. Regarding Kalata B1, for example,
there is considerable affinity for ‘disordered’ membranes, i.e. more rigid membranes rich in cholesterol
and sphingomyelin, being able to break the membranes by formation of multimeric pores [101-103].

Another group of the cyclic peptides of microbial origin (Gram-positive bacteria, phylum
Firmicutes) are the bacteriocins. These proteins are synthesized in the ribosomes and act by forming pores
in the target cell membrane (i.e. Carnocyclin A). Unlike plant cyclic peptides, bacteriocins present higher

molecular weight (approximately 5.6 to 7.2 kDa) [67,104]. In addition, the antimicrobial peptide RTD-1
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(rhesus theta defensin-1, isolated from leukocytes of rhesus monkeys) is also a cyclic peptide. Similarly to
SFTI, RDT-1 is a small peptide, composed by 18 amino acid residues, whose six Cys form three disulfide
bonds (like cyclotides and MCoTl), but characterized by a Cyclic Cystine Ladder (CCL) motif and
presenting more flexibility than plant cyclic peptides here described [67].

1.7. Evolution and occurrence among plants

According to Gruber et al. [105] the most parsimonious interpretation for the observed cyclotide
distribution within the plant kingdom is convergent evolution, starting from linear precursors of the
cyclotide-like type with at least four independent sources within Rubiaceae. Among the plant families
with more cyclotide representatives Rubiaceae, and Violaceae stand out, whereas the lack of direct
phylogenetic relationships between these groups may indicate that these peptides evolved independently
in far related families.

According to Gruber et al. [105] differences in structure of precursor cyclotide genes, including
the presence of introns in some representatives remove the possibility of lateral transfer, as shown, for
example, in fig. 5C where a representative of Rubiaceae family (Oakl) presentes one intron (black
triangle) while a member of the Violaceae family (Vocl) presents no intron. Such differences between
families of plants evidence the lack of a common ancestor, and therefore turn the possibility of divergent
evolution to be unlikely. On the other hand, the discovery of linear sequences in monocots (Poaceae) with
similarity to cyclotides [35,106] have strengthened the hypothesis that an Asn/Asp residue would have
been introduced by mutation (Fig. 2, arrow) in a fundamental region for the cyclization of the linear
ancestor near the C-terminus ancestor. It has also been proposed that the cyclization mechanism
successfully evolved in molecules related to SFTI (Sunflower Trypsin Inhibitor) of the Curcubitaceae
family [56].

Additionally, it has been pointed out that the processing of Squash TI family seems to be variable
[107]. As shown in Fig. 3, members of the same species, often exhibit almost complete sequence identity
with the exception of the addition of an N-terminal segment, which exhibit many glutamine residues
(Glu). If the existence of two TI peptides is a result of two distinct genes, or the result of post-
translational modifications is yet unknown, although in the peptides of Cucurbita maxima (CMTI) and
Momordica charantia (MCTI) enough replacements can be observed beyond the N-terminus, suggesting
individual genes. Interestingly in MCoTI-111, the presence of a precursor sequence in cyclic versions was
considered as a consequence of mutations in the N-terminal region of the precursor protein in the short
version of TI resulting in cyclization [67]. It has been also proposed that the cyclization process in M.
cochinchinensis has been acquired to confer resistance to proteolytic activity and/or to increase the
peptide stability [57].

However, it should be emphasized that the linear squash inhibitors present a very stable structure,
as in the case of EETI-I that bears a melting temperature of 140°C [108] and, therefore, the conferred
advantage would be increased resistance to exopeptidases. Since there is a linear homolog of M.

cochinchinensis peptide and if other Curcubitaceae species do not contain cyclic trypsin inhibitors, so it is
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very likely that cyclization is a relatively recent event, possibly caused by mutations in a precursor

sequence [67].

1.8. Databanks and prevalence of CPs in plants

Cyclic proteins are widely distributed among living organisms, from prokaryotes to eukaryotes
(including fungi, animals and plants) [40]. Cybase - the Database of Cyclic Proteins
(http://www.cybase.org.au/index.php; Wang et al. [67] - is the most comprehensive databank that
includes more than 800 entries from 103 different species.

Using the CyPred (http://biomine.ece.ualberta.ca/CyPred/.method) method, Kedarisetti et al. [109]
predicted cyclic proteins in 640 complete proteomes of the three domains of life (Archaea, Bacteria and
Eukarya). Depending on the group, 89-98 % of proteomes presented at least one predicted cyclic protein
(or 45-56 % of proteomes, if considering high confidence; score > 0.9). However, only a small fraction of
proteomes had larger counts of CPs, i.e., only between 7 % (for archaea proteomes) and 16 % (for
eukaryotic proteomes) comprised over 10 cyclic proteins. There were no proteomes in archaea with more
than 10 CPs predicted with high confidence, while 2 % and 11 % of proteomes in bacteria and eukaryote,
respectively, exhibited at least 10 CPs that were identified with high confidence. When only the Eukaria
domain was analyzed, a variation in proteome size was evident between species. Considering this domain,
animals showed high proportions of CPs with high confidence levels when compared to fungi. In turn,
plants presented a wide range of situations, including species that have no putative CP up to some with
high number of candidate molecules as in Violaceae and Rubiaceae, that exhibit a large number of cyclic
proteins, reaffirming previous observations of Gruber et al. [105]

Among prevalent plant CPs, cyclotides stand out, with 532 entries, regarding 55 different taxa
(Cybase: http://www.cybase.org.au/index.php), although it is estimated that this number may well achieve
50,000 representatives [105]. In turn, Sunflower Trypsin Inhibitor (SFTI-1) was the less represented, with
only three peptides described for two species (Cybase: http://www.cybase.org.au/index.php), being
considered the most potent BBI inhibitor homolog actually known [73]. Regarding MCoTI-I and Il that
belong to squash family, they have been grouped within the cyclotides, even though some structural

evidences consider this classification as contradictory [110].

2. PERSPECTIVES AND POTENTIAL APPLICATIONS

Based on vast biological properties, such as bactericidal, insecticidal, antiviral, antifungal,
nematicidal, molluscicidal, antitumoral and hemolytic, evaluated in different plant species within the
families Rubiaceae, Violaceae, Curcubitaceae, Asteraceae and Fabaceae (summarized in Table 2), CPs
represent promising potential targets for agricultural development and pharmaceutical applications [103,
111-114].

Natural and linear peptides are considered promising resources for pharmaceuticals purposes,
presenting often perceptible effects and high specificity to physiological targets. Despite of that, some of
them have been reported to present some disadvantages with respect to low bioavailability and in vivo

stability. In addition, peptides have been regarded as expensive to produce compared to drugs with small
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molecules. In turn, CPs present advantages over their acyclic counterparts. For example, they show
resistance to exopeptidases. The cyclization also allows the blocking of conformation of another peptide,
reducing entropic losses, thus resulting in a more efficient binding interaction, besides being small, what
reduces production costs [33,114].

Among naturally occurring CPs, there are potent trypsin inhibitors such as the Bowman-Birk
inhibitor SFTI-1 and squash family of cystine-knotted peptides [115]. A member of squash family
isolated from the bitter gourd M. cochinchinensis (MCoTI) and the squirting cucumber Ecballium
elaterium (EETI) act as molecular scaffolds that are important to design drugs with better stability for
uses as, for example, agents for non-invasive molecular imaging of tumors in living subjects [116,117].
MCoT]I are interesting from a pharmaceutical perspective because of their ability to penetrate cells and
interact with intracellular targets [118]. Studies carried out by Greenwood et al. [119] showed that
MCoTI-I1 is capable to enter human macrophages and are non-hemolytic and non-toxic to human cells. In
addition, SFTI-1 presented potential applications in the treatment of prostate cancer because it selectively
inhibits human KLK4 (kallikrein-related peptidase 4) [120].

Considering CP toxicity with the RTD-1 peptide indicated low cytotoxic and hemolytic activity
in human red cells with concentrations up to 100 pg/mL [121]. Many approaches have tested CP activity
against tumor line cells, as in the case of the study by Park et al. [122], indicating that most cyclotides
present high cytotoxic activity against GTB-line U937 lymphoma cells, while Huang et al. [123] using a
modified MCoTI-Il cyclic peptide identified characteristics required as a model for graft desired
bioactivities and identified no cytotoxicity against HeLa cells at concentrations up to 64 uM.

It has been proposed that the natural function of cyclotides is associated to protection of the host
plants from pathogens or pests, especially insects [103]. Some studies have been carried out in vivo or in
vitro, to determine the effects of cyclotides on insect survival and development. The cyclotides kalata B1
and B2, isolated from Oldenlandia affinis (Rubiaceae) presented effects on the development of
Lepidoptera (Helicoverpa armigera), causing larval growth delay and consequently reducing insect
population [74,124]. The insecticidal activity of cyclotides appears to occur by depletion of cell
membranes, as judged from recent microscopic examination of the guts of H. armigera larvae after
ingestion of kalata B1 in artificial diets [125]. Similarly, the bracelet cyclotide, cycloviolacin O2 caused
potent membrane disruption and showed correlation between membrane interaction and biological
activity [94]. In a subsequent study, a cyclotide from Palicourea rigida (Rubiaceae), named “parigidin-
brl”, showed potent insecticidal activity against neonate larvae of Diatraea saccharalis, causing 60%
mortality. The effect of parigidin-brl was observed on insect cell lines from Spodoptera frugiperda (SF-
9) and was supported by in vivo trials of insecticidal activity [93]. Since cyclotides exhibit potential
insecticidal activity, testing against a range of insect species, including agricultural pests, are needed as
well as the generation of transgenic plants expressing cyclotides [126].

The antimicrobial activity of cyclotides has been reported by different groups. For kalata B1
conflicting results have been reported. For example, Tam et al. [127] reported that kalata B1 was active
against Staphylococcus aureus and inactive against Escherichia coli, whereas Gran et al. [128] showed

that this peptide had the reverse effect over strains of both mentioned bacteria. Similarly, the kalata
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peptides KB1, KB2, KB5-9, cycloviolacin O2 and tricyclon A (tcA) presented no activity against E. coli
and S. aureus, except for cycloviolacin O2 that was active against E. coli. Interestingly, cyclotides CT1
and CT4 from Clitoria ternatea (Fabaceae) showed antimicrobial activity against strains of E. coli,
Klebsiella pneumonia and Pseudomonas aeruginosa [76].

Some authors suggested that interaction between cyclotides and microbial cell membrane is salt
dependent, and that the lack of antimicrobial activity in some trials may be related to the physiological
relevant salt conditions, suggesting electrostatic interactions [101,127]. No activity was observed against
any microorganisms with 100 uM of KB1 in physiologically relevant saline conditions (150 mM NacCl).
The lack of antimicrobial activity under physiological salt conditions was consistent with previous
studies. In further studies with Kalata B1 when the level of salt (100 mM NaCl) was lower, an action
against Gram-positive bacteria was observed [101]. Further studies are necessary to investigate the mode
of action of cyclotides given the growing occurrence of antibiotic-resistant microorganisms in human
medicine. Moreover, there is a critical need to understand the effect of cyclotides in bacterial plant
pathogens [129]. Cyclotides with cytotoxic and antitumoral activities have also been reported, especially
from Viola species and in C. ternatea. Three cyclotides named vitri A, varv A and varv E were isolated
from Viola tricolor and they all showed cytotoxicity and applicability in cancer therapy [130]. Another
CP, the Cycloviolacin O2 isolated from V. odorata has been a particular focus of these studies due to its
cytotoxic activity against a variety of human tumor cell lines, tested with different primary cultures of
human tumor cells in vitro relative to normal cells, including myeloma, leukemia, lymphoma and renal
adenocarcinoma [131,132]. Additionally, five cyclotides isolated from C. ternatea (named CT2, CT4,
CT7, CT10 and CT12) showed significant cytotoxic activity against human lung cancer cells [133].

A raw extract of V. tricolor was fractionated, guided by the fluorometric
microculture cytotoxicity assay (FMCA) using cancer cells [GTB U-937 (lymphoma) RPMI-8226/s
(myeloma)]. After fractioning, three cyclotides (vitri A, Varv A and E) presented cytotoxicity after 72 h
treatment depending on the dose. Another test on the effect of seven Clitoria ternatea cyclotides in
human lung cancer cells of the lineage A549 (and its sub-line A549/paclitaxel) pointed out that five
among them showed significant cytotoxicity [130,133].

Another area of research that is of particular interest regarding the therapeutic use of CPs is the
inhibitory activity of some cyclotides against human immunodeficiency virus (HIV). Wang et al. [134]
identified five new and three known cyclotides from Viola yedoensi using RP-HPLC (Reversed Phase-
High Performance Liquid Chromatography), and observed the existence of correlation between
hydrophobicity and an anti-HIV action of new described cyclotides. They proposed that this trend tracks
with their ability to disrupt membranes, which was inferred from hemolytic assays on human
erythrocytes. Recently, the bracelet cyclotide cycloviolacin Y5 from the same plant species was
demonstrated to be the most potent anti-HIV cyclotide tested so far [134]. Moreover, cyclotides named
cycloviolin and palicourein [isolated from Leonia cymosa (Violaceae) and Palicourea consensata
(Rubiaceae), respectively] also displayed activity against HIV [17,135].

Circular retrocyclin peptides, synthesized from RTD-1, have antimicrobial and anti-HIV activity,

being smaller than cyclotides (only 18 amino acid residues, with six cysteine and three disulfide bonds).
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Due to their significant stability, cyclotides can be synthesized with a number of substituted amino acids
in the sequence, allowing them to be modified or optimized for their inherent activity or, still, to be used
as a scaffold for biologically active epitopes. Similar synthetic approaches have been used to create
retrocyclins congeners, increasing their antiviral or antimicrobial activity or to select other desirable
attributes such as the development of therapeutic or preventive agents [136], thereby allowing cytotoxic
effects are controlled. As previously reported, some cyclotides have toxic effects [74,124,125,137-141],
although none of these activities are directed to mammals, being therefore not a concern in the
development of human therapeutical cyclotides, although the existence of any degree of toxicity should
be taken into account. For example, in accordance to Henriques and Craik [142] the toxic effects of
Kalata B1 are not an impediment to the future pharmaceutical development synthetically modified

cyclotides using bioengineering.

CONCLUDING REMARKS

The importance of CPs for plant survival is evident and their use has been considered for the
production of transgenic plants, more resistant to microorganism attack or as natural insecticides,
potentially benefiting farmers and considerably reducing losses and costs. In addition, the high
biodiversity, small size, cyclic structure, stability and vast bioactivity revealed by cyclotides have
triggered a great interest in the pharmaceutical area, as precious source in the production of new drugs.

Although many answers still need to be answered, as those addressed to the evolution of these
peptides in plants, surveys are increasingly committed to unravel the evolutionary paths taken by these
peptides, especially considering the large scale generation of genomic, transcriptomic and proteomic data,

and their use in biotechnological approaches .
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ABBREVIATIONS

Alb = Albumin 1 chain b

aa = amino acids

AEP = Asparaginyl Endopeptidase
AMPs = Antimicrobial Peptides
BBI = Bowman-Birk Inhibitor



CCK = Cyclic Cystine Knot

CCL = Cyclic cystine ladder
CMT]I = Cucurbita maxima Trypsin Inhibitor

CPs = Cyclic Peptides

cT = Cliotide

CTPP = C-terminal propeptide

CTR = C-terminal repeat

EETI = Ecballium elaterium Trypsin Inhibitor
ER = Endoplasmic Reticulum

FMCA = Fluorometric Microculture Cytotoxicity Assay
HR = Hypersensitive Response

ICK = Inhibitor Cystine Knot

kDa = kilodalton

KLK4 = kallikrein-related peptidase 4

LTPs = Lipid Transfer Proteins

MCoTI-I = Momordica cochinchinensis Trypsin Inhibitor |
MCoT]I-1l1 = Momordica cochinchinensis Trypsin Inhibitor 11
MCTI = Momordica charantia Trypsin Inhibitor

NTPD = N-terminal precursor domain

NTPP = N-terminal propeptide

NTR = N-terminal repeat

pal = Albumin 1 from Pisum sativum

PDI = Protein Disulfide Isomerase

PR = Pathogenesis Related

PR-proteins = Pathogenesis-Related proteins

RTD-1 = Rhesus Theta Defensin-1

SAR = Systemic Acquired Resistance

SF-9 = Spodoptera frugiperda-9

SFTI = Sunflower Trypsin Inhibitor

TI = Trypsin Inhibitor
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Fig. (1). Schematic illustration of three different cyclotide conformations. (A) The arabical numbers
above the vertical alignment regard the primary structutre of: (1) Circulin A, (2) Cyclopsychotride A, (3)
Kalata B1 and (4) Varv peptide. The conserved cysteine residues are represented by Roman numerals (I
to 1V), forming three disulfide bonds (vertical black lines). The inter-cysteine loops are numbered from 1
to 6. Other amino acids residues are in grayscale, whereas those chemically similar are showed in same
gray intensity; (B) Topology of the cyclic cystine knot (CCK) motif and summary of the conserved and
variable residues of all known vegetables cyclotides: the disulfide bonds are represented by black lines
connecting the cysteine residues (Subscript I-1V); (C) Secondary structure of cyclotides, showing beta
sheet and disulfide bonds connecting cysteine residues (I-1V Subscript) and the inter-cysteine loops (L1-
6).
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Fig. (2). Alignment of cyclotide sequences available in GenBank (NCBI), showing conserved cysteines

residues (gray), represented by Roman numerals (I to V1), forming three disulfide bonds (black lines at

the bottom of the Figure). Protein loops are numbered from 1 to 6 at the top of the alignment. Black

columns at the bottom indicate conservation. Black arrow indicates residue possibly introduced by

mutation that lead to cyclization.
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Fig. (3). Alignment of trypsin inhibitors (T1) of the squash family, based on publicaly available sequences
(GenBank, NCBI) showing conserved cysteine residues (gray), represented by Roman numerals (I to V1),
forming three disulfide bonds (black lines at the bottom of the figure). Legend to species abbreviations:
CPTI: Cucurbita pepo trypsin inhibitor; MCTI: Mormodica charantia trypsin inhibitor; EETI: Ecballium
elaterium trypsin inhibitors; CMTI: Cucurbita méxima trypsin inhibitors; MCoTl: Momordica
cochinchinensis trypsin inhibitors.
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Fig. (4) Alignment of SFTI sequences obtained from GenBank (NCBI), showing conserved residues,

cysteines (numbered I-11) and the disulfide bond (gray line at the bottom of the figure). Sequences

isolated from Helianthus annuus (sunflower).
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Fig. (5). Schematic representation of chimeric genetic arrangements of cyclotide precursors in different
plant families. (A) Albumin 1 domain from Pisum sativum, Fabaceae (pAla and pAlb); (B) cliotide from

Clitoria ternatea, Fabaceae (cT7); (C) cyclotide from Oldenlandia affinis, Rubiaceae (Oak1l), including
representation of introns (black triangle) and (D) cyclotides from Viola odorata, Violaceae (Vocl). ER,
endoplasmic reticulum signal; Pro-region (NTPD, N-terminal precursor domain; NTR, N-terminal repeat;
cyclotide domain and Tail, the C-terminal pro-peptide tail. Note that Ala domain is present only in

albumin and cliotides.
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Fig. (6). Schematic representation of cyclotide post transcriptional processing. Hypothetical steps

regarding cyclotide intracellular processing (I to 1V) and proposed mechanism for AEP mediation in the

cyclization reaction expanded in IV. Legend for abbreviations: AEP = Asparaginyl Endopeptidase; NTPP

= N-terminal propeptide; NTR = N-Terminal Repeat; PDI = Protein Disulfide Isomerase.
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Fig. (7). General outline of the main mechanism of interaction between antimicrobials peptides and
pathogen cell membranes. (A) “Barrel” model; (B) “Carpet” model; (C) “Toroidal pore” model; (D)
“Toroidal disorderly pore” model; (E) “Membrane thinning” model; (F) “Anion carrier” model; (G)

“Non-lytic depolarization” model; (H) Electroporation model.
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Table 1. Selected examples of antimicrobial peptides and putative modes of membrane

interaction.
Groups AMPs* Mode of action Refs
Barrel-stave, toroidal pore, membrane

Plants Cyclotides thinning [92,143]
Defensins Barrel-stave [144]
Protegrin | Toroidal pore [145]

Marmmal Indolicidin Anion carrier [146]
Bovine Lactoferricin Non-lytic membrane depolarization [147]
NK-lysin Electroporation [148]
Melittin Disordered toroidal pore [149,150]

Insect Cecropin Detergent micellization [24]

Fungi Alamethicin Barrel-stave pore [24,151]

*The peptides listed in this table are not limited to their modes of action and related herein may employ multiple

mechanisms simultaneously.




Table 2. Plant cyclic peptides, including their sources and known activities.

Peptide Source species Family Activity References
Viola abyssinica
Lo Viola arvensis, . Violaceae . .
Cycloviolacin 012 Viola baoshanensis, Antitumor, hemolytic [152]
Viola tricolor,
Viola yedoensis,
- Antibacterial, anti-HIV,
Circulin A'B Chassalia parvifolia Rubiaceae hemolytic [47]
Circulin C/D/E/F Anti-HIV [153]
CTL/CT4 Clitoria ternatea Fabaceae Antibacterial L76]
CT2/CT4/CT7/CT12 Cytotoxic, antitumor [133]
Cyclopsychotride A Oldenlandia affinis Rubiaceae Antimicrobial [127]
Cycloviolacin (Y1/Y4/Y5) Viola yedoensis Anti-HIV, hemolytic [134]
Cycloviolacin H3 Viola hederaceae Nematocidal [140]
Cycloviolacin H4 Viola hederaceae Hemolytic [17]
Cycloviolacin O1 Viola odorata Anthelminthic, molluscicidal [137,140]
Cycloviolacin 013-014 Viola odorata Antl-r:Ir;/ét?ceir;;Iytlc, [140,154]
Cycloviolacin 015-016 Viola odorata Violaceae Nematocidal [140]

Cycloviolacin O2

Viola biflora
Viola odorata

Antibacterial, molluscicidal,
cytotoxic, antitumor,
hemolytic, Anthelminthic

[17,138-140;165;167]

Cycloviolacin 024 Viola odorata Anti-HIV, hemolytic [154,132]
Cycloviolacin 03-08 Viola odorata Nematocidal [141]
Cycloviolin A-D Leonia cymosa Anti-HIV [135]

EETI Ecballium elaterium Curcubitaceae Trypsin inhibitor [155]

Hypa A Hybanthus parviflorus Violaceae Insecticidal [156]

. . . Antibacterial, anti-HIV,
Kalata B1 Oldenlandia affinis Rubiaceae hemolytic, insecticidal, [74,101,127,133-137]
Viola odorata Violaceae

Anthelminthic, molluscicidal
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Antibacterial, insecticidal,

Kalata B2 Anthelminthic, molluscicidal [103,124,157-158]
Kalata B5 Oldenlandia affinis Rubiaceae Hemolytic [159]
Kalata B6/B7 Anthelminthic [139]
Kalata B8 Anti-HIV, antitumor [160]
MCoTI I/l Momordica cochinchinensis Curcubitaceae Trypsin inhibitor [56,63]
Palicourein Palicourea condensate . Anti-HIV [161]
— . — Rubiaceae —
Parigidin-br-1 Palicourea rigida Insecticidal [93]
SFTI-1 Helianthus annuus Asteraceae Trypsin inhibitor [70]
Vaby A/D Viola abyssinica Cytotoxic [162]
Varv A/F V!ola arvensis Antitumor [131]
Viola odorata

Varvpeptide D/E/H Viola tricolor . Cytotoxic [163]
Vhi-1 Viola hederaceae Violaceae Anti-HIV [164]
Vibi D/E/G/H Viola biflora Cytotoxic [165]
Vila A/B Viola labridorica Cytotoxic [166]
Vitri B/C/D/E/F Viola tricolor Cytotoxic [163]
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Resumo
Ciclotideos s@o pequenas proteinas, presentes em plantas, que apresentem seis
cisteinas conservadas, as quais formam trés pontes dissulfeto. O motivo estrutural
encontrado nesta molécula é o no cistina ciclico (CCK - Cyclic Cystine Knot), o que o
torna estavel e confere aos ciclotideos resisténcia a degradacdo térmica e enzimatica. Os
ciclotideos possuem multiplas atividades bioldgicas, como bactericida, inseticida,
antiviral e antifungica, gerando um interesse cada vez maior por esta familia de
peptideos antimicrobianos. Neste estudo quatro sequéncias génicas de duas especies da
familia Poaceae foram isoladas, sendo trés de milho, Zea mays (zm315, zm316 e
zm317) e uma de centeio, Secale cereale (sc359). As referidas sequéncias foram
caracterizadas in silico como provaveis ciclotideos, uma vez que apresentam
propriedades fisico-quimicas similares aos peptideos ja descritos, com estrutura
homologa a uma estrutura de ciclotideo de uma espécie pertencente a familia
Rubiaceae, disponivel no PDB databank. Os modelos tridimensionais gerados por
homologia apresentaram similaridade entre 65.39 % e 73.08 % com o template. As
analises indicam ainda, que dois destes possiveis ciclotideos parecem ser lineares
(zm315 e zm316), pois ndo apresentam na regido C-terminal os aminoacidos N/D que
estdo relacionados com a ciclizacdo das moléculas. O presente estudo envolve a
descricdo da possivel estrutura de membros deste grupo de peptideos antimicrobianos

em bancos de dados para a familia Poaceae.

Palavras-Chave: AMPs, milho, centeio, modelagem por homologia
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Introducéo

Estudos de caracterizagdo dos ciclotideos iniciaram-se na década de noventa
(Craik et al.1999). Tais peptideos variam de tamanho entre 28 e 37 aminocidos,
apresentando uma estrutura ciclica, do tipo “cabeca-cauda” e contendo seis cisteinas
conservadas, ligadas numa topologia de né e formando trés pontes dissulfeto (Craik et
al., 2002). Os residuos de cisteinas sdo numerados por algarismos romanos do | ao VI
(Daly et al., 2009). Quanto as ligagdes dissulfeto sdo estabelecidas da seguinte forma:
Cysl-CyslV, Cysll-CysV e Cyslll-CysVI, essa ultima penetrando no anel | (Craik,
2010). O motivo estrutural compartilhado entre os ciclotideos é o né cistina ciclico, do
inglés Cyclic Cystine Knot (CCK). Com base na sua estrutura priméaria da cadeia
polipeptidica, os ciclotideos sdo divididos em duas subfamilias: Mobius ¢ a Bracelet
(Craik et al., 1999).

Devido a sua vasta atividade bioldgica, os ciclotideos apresentam-se como
moléculas de grande potencial tanto para a industria farmacéutica, no desenvolvimento
de novas drogas, como em aplica¢des biotecnoldgicas no setor agricola. Tais atividades
incluem acgdo bactericida, inseticida, antiviral, antifungica, nematicida, moluscicida,
aplicacdes antitumorais e hemoliticas (Pomilo et al., 2006; Brodgen and Brodgen 2011;
Pinto et al., 2011; Craik, 2012; Cemazar et al., 2012). Estas atividades foram descritas
com base em propriedades destes peptideos encontrados em diferentes espécies de
plantas das familias Rubiaceae, Violaceae, Curcubitaceae e Fabaceae. Entretanto, pouco
se sabe sobre a diversidade e estrutura desses peptideos em outras familias vegetais
como, por exemplo em membros da familia Poaceae.

A familia Poaceae (Gramineae) é considerada uma das familias de angiospermas
mais amplamente distribuidas, representando aproximados 40 % da cobertura vegetal no

mundo (Gibson, 2009) conhecida como a quarta maior familia, com cerca de 700 a 800
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géneros e 10.000 a 11.000 espécies (Peterson, 2005; GPWG, 2011; Souza and Lorenzi
2012). Estdo entre os grupos de plantas de grande importancia econdmica mundial, pois
se destacam como importantes alimentos para humanidade, com destaque para 0 arroz
(Oryza sativa L.), o trigo (Triticum aestivum L.), o milho (Zea mays L.), além da cana-
de-aglcar (Saccharum officinarum), sendo estes Gltimos grandes fornecedores de
matéria prima para fabricacdo de biocombustivel (Schmidt and Longhi-Wagner 2009;
Salla et al., 2010)

O milho é um dos cereais mais importantes cultivados no mundo, se destacando
como um cereal de alta qualidade nutricional, com grande importancia para a produgéo
agricola do Brasil, entre as graniferas, sendo destinado para consumo humano e animal
(Santos and Prado, 2002). Em paises industrializados, o milho pode ser encontrado em
muitos produtos como: cosmeéticos, roupas, papel, pasta dental, tintas, locGes, entre
outros. Além disso, o milho vem sendo utilizado na confeccdo de polimeros
biodegradaveis que sdo matérias-primas para as inddstrias de embalagens e
automobilistica (Miranda-Peixoto, 2002).

Segundo o oitavo levantamento do USDA (United States Department of
Agriculture) haverd recorde na producdo mundial de milho 2014/15 com cerca de 991,6
milhGes de ton, superando a producgéo de 2013/14 que foi de 989,3 milhdes de toneladas
(ton.). O Brasil aparece em terceiro lugar com 75 milhdes de ton., perdendo para EUA e
China, 353,7 e 218,5 milhdes de ton., respectivamente.

N&o menos importante esta o centeio, o qual ocupa o oitavo lugar na lista
mundial em termos de area colhida e de producdo no mundo (14,11 milhdes de ton,
safra 2012/13) (Mori et al., 2013).

Entretanto, como toda grande cultura, tanto milho como o centeio apresentam

limitacOes de cultivo em decorréncia de doencas e pragas, cujo ataque vem provocando
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0 comprometimento da producdo, qualidade e produtividade. Dessa forma, a
identificacdo e caracterizacdo de peptideos antimicrobianos, em especial ciclotideos,
nessas culturas, fornece base para o0 melhoramento de ambas, frente a estresses bidticos,
uma vez que sao responsaveis por perdas significativas em ambas. Assim, neste estudo
foram isoladas e caracterizadas in silico sequéncias de possiveis ciclotideos ciclicos e

uma “variedade” de ciclotideos lineares nessas duas espécies da familia Poaceae.

Materiais e métodos

Busca e analise de sequéncias de ciclotideos

Incialmente foi realizada a busca por sequéncias homologas a ciclotideos em
bancos de dados para diferentes espécies vegetais, visando a identificacdo de possiveis
genes codificantes para ciclotideos nas mesmas. Esta busca foi realizada por meio do
método probabilistico fundamentado no Modelo Oculto de Markov (HMM — Hidden
Markov Model; Eddy, 1996) com o pacote de ferramentas HMMER 3.1. Para o desenho
dos modelos, via HMMER, foram utilizadas todas as sequéncias proteicas de ciclotideos
disponiveis no GenBank/NCBI, sendo estas alocadas em um banco de dados local e
curadas manualmente para seu agrupamento, seguindo a classificagdo taxonémica dos
organismos de origem. Ao total foram montados sete grupos: Solanales, Malphigiales,
Gentiniales, Fabales, Poales, sintéticos (sintetizados experimentalmente) e um grupo
misto (composto por todas as sequéncias obtidas). Foi realizado, entdo, o alinhamento
das sequéncias constituintes de cada um desses grupos, sendo o resultado de cada um
dos alinhamentos o input do programa HMMER, no desenho dos diferentes motivos

proteicos a serem utilizados como query na busca por possiveis homélogos nos bancos
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locais que foram compostos pelo genoma das espécies, com excecdo de Vigna
unguiculata que foi utilizado o transcriptoma.

Para a realizacdo da busca por ciclotideos, foram montados bancos locais para
diferentes organismos vegetais, visando maximizar as chances de sucesso na obtengéo
de homologos a estes peptideos em diferentes espécies vegetais. A construgdo do banco
local foi realizada a partir do download dos genomas completos para cinco espécies
vegetais: Hevea brasiliensis, Manihot esculenta, Ricinus communis (JCVI - J.Craig
Venter Institute); Sorghum bicolor e Zea mays (Phytozome), além do genoma expresso
(RNAseq e EST) de Vigna unguiculata, disponivel no banco NordEST. A busca por
sequéncias ortologas foi realizada via HMMER, confrontando os motivos construidos
para 0s grupos descritos acima, contra cada um dos genomas traduzidos das seis
espécies selecionadas, nos seis quadros (frames) de leitura, utilizando um ponto de corte
“cut-off” < €.

As sequéncias homdlogas a ciclotideos (obtidas na prospeccao via HMMER)
foram curadas manualmente, para a retirada de redundancias, e entdo traduzidas no
quadro de leitura indicado pelo HMMER por meio do programa ORF-finder (Open
Reading Frame Finder) Em seguida, as sequéncias anotadas foram submetidas a
ferramenta online Batch (Marchler-Bauer, 2011) para analise da presenca e integridade

do dominio conservado.

Amplificacdo das sequéncias homologas a ciclotideos
Desenho de primers

A partir das sequéncias dos genes encontrados e caracterizados via pacote de
ferramentas HMMER e Batch em milho (Zea mays), foi conduzido o desenho de pares

de primers através da ferramenta Primer3 (Untergasser et al., 2012), a serem aplicados
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no isolamento de sequéncias homologas a ciclotideos em membros da familia Poaceae.
Os primers foram desenhados levando-se em consideragdo 0s seguintes parametros:
tamanho do oligonucleotideo (minimo: 18 bases; 6timo: 20 bases; méximo: 22 bases);
temperatura de Melting (minimo: 57° C; 6timo: 60° C; maximo 63° C); e conteldo em
GC (minimo: 40%; 6timo: 50%; méximo: 60%). Com base nesses parametros, foram
obtidos dois pares de primers: ZmCiclol (F:... e R: ...) e ZmCicloll (F: ... e R: ...).

[Observacéo: as sequéncias foram omitidas por motivo de propriedade intelectual].

Material vegetal e extragéo de DNA

Folhas jovens de Zea mays, cultivar Sdo José - BR 5026 (mantidas no Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA) foram coletadas e armazenadas em ultrafreezer (-
80°C). A extracdo do DNA gendmico foi realizada conforme o protocolo descrito por
Weising et al. (2005), com modificacbes no que se refere a quantidade de material
vegetal (aproximadamente 2,5 g). Em seguida, foi realizada precipitacdo seletiva de
polissacarideos conforme descrito por Michaels et al., (1994). Procedeu-se, entdo, a
quantificacdo e a analise de qualidade do DNA em gel de agarose 1 % (contendo blue
green), por comparacdo com DNA lambda (A-DNA) em diferentes concentracdes (20,
50 e 100 ng/uL). Os DNAs de centeio (cv. BR1) e trigo (IAC-5), j& estavam disponiveis
no banco de DNAs no Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV) tendo

sido extraidos com a mesma metodologia citada acima.

Reacdo em Cadeia da polimerase — PCR

A partir dos dois primers obtidos (ZmCiclol e ZmCicloll) foram realizadas as
reagdes de PCR nas seguintes condigdes: 2 uL. de DNA (20 ng de cada espécie alvo),
1,5 uL de MgCl2 (25 mM), 0,25 pLL de ANTPs (10 mM), 1 puL de cada primer (10 mM),

0,2 U Taq polimerase (5U / uL), 2,5 uL de solug¢ao tampao 10x (500 mM KCI, 100 mM
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Tris-HCI, pH 8.3 e 1,4 mM MgCl,) em volume final de 25 pL. Inicialmente as reacdes
de PCR foram realizadas em gradiente de temperatura, para definir a melhor
temperatura e, portanto, aumentando a especificidade dos primers. Apos eletroforese em
gel de agarose a 2,5 %, as bandas (amplicons) foram isoladas do gel, purificadas com o
kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare) e sequenciadas
utilizando o kit BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequence Kit (Applied Biosystems), em
um sequenciador automético ABI 3130XL (Applied Biosystems, Foster City, CA-

USA).

Anélises de bioinformatica

As sequéncias obtidas foram avaliadas no programa Bioedit (Hall, 1999) e
submetidas ao ORF Finder, para identificagdo do quadro de leitura aberta e traducdo da
sequéncia para aminoacidos. Apos essa etapa, as sequéncias de nucleotideos e proteinas
foram confrontadas com sequéncias disponiveis nos bancos de dados do GenBank/
NCBI e Phytozome, utilizando os algoritmos tBLASTx e BLASTp para anélise de
similaridade das sequéncias com possiveis homdélogos depositados nos bancos de dados.

Os peptideos hipotéticos (obtidos ap6s traducdo) foram submetidos ao programa
de predicdo do sitio de clivagem do peptideo sinal ‘Philius Transmembrane Prediction
Server’ (Reynolds et al., 2008) e ao SignalP Server (Petersen et al., 2011). A formacao
das pontes dissulfetos foi predita através do programa DiIANNA (Ferre and Clote, 2005)
e 0 alinhamento mdltiplo de proteinas foi feito no programa Clustal Omega (Sievers et
al., 2011). Para identificagdo do dominio, as sequéncias foram submetidas a ferramenta
online “Smart” (Letunic et al., 2015). Adicionalmente, as sequéncias foram submetidas

ao Blast2GO a fim de predizer a possivel funcao bioldgica das proteinas.
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Anélises comparativas das propriedades fisico-quimicas de ambas as proteinas -
completas e apenas com o dominio, foram realizadas a partir do programa ProtParam
(Gasteiger et al., 2005), sendo sua estrutura secundéria obtida via ferramenta Alphapred
(Kaur and Raghava, 2004).

Em seguida, procedeu-se a uma andlise de modelagem comparativa das
sequéncias proteicas obtidas, visando a determinacdo de sua estrutura terciéria,
contribuindo para o entendimento de sua estrutura. Para tal, a estrutura tridimensional
de um ciclotideo de uma espécie pertencente a familia Rubiaceae (depositada no PDB -
Protein Data Bank e obtida por Espectrometria de Ressonancia Magnética - NMR) foi
utilizada como template para a constru¢do do modelo. Foi utilizada a ferramenta online
Protein Structure & Model Assessment da plataforma SWISS-MODEL Workspace
(Arnold et al., 2006), onde ainda foi avaliada a qualidade do modelo, juntamente com
os dados para a avaliacdo via Procheck (LAskowski et al., 1993), que determina a
qualidade estereoquimica do modelo, através da analise do grafico de Ramachandran e
QMEAN (Benkert et al., 2009), comparando-se 0 modelo gerado com estruturas
depositadas de mesmo tamanho. As estruturas modeladas foram visualizadas no Jmol

13.0.

Resultados
Busca e analise de sequéncias candidatas a ciclotideos

Na busca por sequéncias homodlogas a ciclotideos vegetais, via ferramenta
HMMER, foram selecionadas 324 sequéncias de ciclotideos, obtidas no GenBank/
NCBI, as quais foram utilizadas para geracdo de motivos (anexo 3). Apos a geragdo dos
consensos e, realizada a comparagdo com 0s genomas de seis espécies vegetais, foram
obtidas: 12 sequéncias candidatas para H. brasiliensis, 48 para M. esculenta, 30 para R.

communis, 36 em S. bicolor, 34 em V. unguiculata e 64 em Z. mays, obtendo-se 224
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sequéncias no total (Tabela 1), seguindo-se entdo a caracterizacdo por meio da anélise

do dominio conservado (Tabela 2).

Tabela 1. Sequéncias caracterizadas nos genomas de Vigna unguiculata (Vu); Zea mays
(Zm), Sorghum bicolor (Sh), Hevea brasiliensis (Hb), Ricinus communis (Rc) e de
Manihot esculenta (Me), utilizando os modelos construidos para os diferentes grupos

taxondmicos de ciclotideos.

. Numero de sequéncias por espécie
Grupos taxondmicos

Vu Zm Sb Hb Rc Ms

Malpighiales 29 61 32 12 28 42
Gentianales 0 2 0 0 0 0
Solanales 0 2 0 0 0 0
Fabales 1 2 0 0 0 0
Monocotiledoneas 0 3 0 0 0 0
Sintéticos 0 2 0 0 0 0
Grupo Misto 36 62 36 12 30 48
Total” 34 64 36 12 30 48

" Total de sequéncias caracterizadas por genoma.

A andlise da presenca e integridade dos dominios conservados (via ferramenta
Batch CD-search) resultou na obtengdo de 21 dominios, sendo dois deles com dominio
caracteristico de ciclotideos ambos encontrados no genoma de Z. mays (Tabela 2). O
dominio de maior ocorréncia, no entanto foi o Thioredoxin_like superfamily, que é um
grupo grande de proteinas que apresentam o dominio TRX (Thioredoxin) com um
motivo redox CXXC. Tais proteinas funcionam como oxidoredutases dissulfeto,
alterando o estado redox de proteinas alvo. Nesta classe ainda se encaixam as proteinas
dissulfeto isomerase que estdo relacionadas ao dobramento dos ciclotideos. Com base

nesse resultado, partiu-se para a caracterizacdo dos dois genes no banco Phytozome. A
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predicdo do gene realizada via fgenesh (HMM-based gene structure prediction)
permitiu observar que um dos genes apresentava 849 pb (sendo a regido codificante
para ciclotideos de 252 pb), enquanto que o0 outro gene apresentava 528 pb (sendo 255

pb a regido codificante para ciclotideos).

Tabela 2. Dominios encontrados nas espécies candidatas: Vigna unguiculata (Vu);
Sorghum bicolor (Sb), Zea mays (Zm), Hevea brasiliensis (Hb), Manihot esculenta (Me) e
Ricinus communis (Rc), obtidos ap6s a busca por homdlogos via HMMER, utilizando a
ferramenta de busca de dominios Batch.

Dominios Especies
Vu Sb Zm Hb Me Rc

AANH_like superfamily 4 1 2 - 1 1
APH_ChoK _like superfamily 1 - - - - -
Albumin_I superfamily 1 - - - - -
COPllIcoated_ERV superfamily 1 - - - - -
Cyclotide superfamily - - 2 - - -
DUF2847 superfamily - - - - - 1
DUF594 superfamily - - 1 - - -
ERGIC_N superfamily 1 - - - - -
ERp29c superfamily 1 2 5 - 2 2
Iso_dh superfamily - -1 - - -
NAD_binding_8 superfamily 1 - 2 - 2 1
Periplasmic_Binding_Protein-

Type_1 superfamily - - - - i 1
PKc_like superfamily 1 - - - 1 -
PRK13728 superfamily - -2 - - 2
Pyr_redox superfamily 1 - 2 - 2 1
SANT superfamily - -2 - - -
SBP superfamily - - 1 - - -
Thioredoxin_5 superfamily - - 3 - - -
Thioredoxin_like superfamily 53 55 97 12 68 45
TPR superfamily 1 - - - 2 1

Wax2_C superfamily - - 1 - - -
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Amplificacdo das sequéncias homologas e caracterizagao in silico

Dois pares de primers foram desenhados a partir das duas sequéncias
encontradas e caracterizadas em milho. As reagdes de PCR resultaram na amplificagédo
de 19 fragmentos (amplicons), com tamanho variando entre 200 e 450 pb.

A andlise destas sequéncias revelou que apenas quatro fragmentos génicos,
sendo trés (zm315, zm316 e zm317) de Z. mays e um (sc359) de Secale cereale
(centeio), apresentaram ndo somente similaridade a ciclotideos, como também
apresentaram o dominio ciclotideo (via Conserved Domain Search Service - CD
Search), permitindo a continuidade da analise via ORF Finder e demais ferramentas de
predicdo. Os fragmentos génicos apresentaram pouca variacdo, sendo 366, 245, 323 e
410 pares de bases (pb) para zm315, zm316, zm317 e sc359, respectivamente,
apresentando maior similaridade com os seguintes acessos de Z. mays (disponiveis no
GenBank), com variagéo entre 79 e 86 % como observado na Tabela 3. Quando estas
sequéncias foram analisadas no banco de dados Phytozome, as quatro sequéncias
apresentaram similaridade com sequéncias de Z. mays, de Setaria italica (graminea) e
de Sorghum bicolor, além da similaridade com todas ja citadas também houve
similaridade com uma sequéncia de Panicum virgatum (anexo 4). Nos dois bancos
confrontados a familia ciclotideos aparece como dominio correspondente as sequéncias
isoladas, com excesséo da sequéncia de Panicum virgatum, o que indica a similaridades

destas sequéncias com as de ciclotideos ja disponiveis em bancos de dados.
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Tabela 3. Descricdo das sequéncias isoladas de ciclotideos com dominio (cyclotide

Family) conservado com similaridade no banco do NCBI.

Nome Tamanho Maior Similaridade (%)
(nt) (RC) (aa) (DC) NCBI*
zm315 366 43 a0 294 83 30
zm316 253 120201 65 31
zm217 323 28 a0 285 85 31
5c359 410 51 ao 338 95 39

Nt = nucleotideo; RC = regiéo codificante; aa = aminoacidos; DC = dominio conserv-ado.
*QObservacdo: as sequéncias foram omitidas por motivo de propriedade intelectual.
Anélise de similaridade, funcéo e estrutura secundaria.

Os fragmentos zm315, zm316, zm317 e sc359 apds a traducdo via ORF Finder,
apresentaram uma regido codificante de 252, 201, 258 e 288 pb e peptideos de 83, 65,
85 e 95 aminoacidos, respectivamente. Com excecdo de zm316, todos apresentaram no
inicio da sequéncia de nucleotideos uma regido que ndo codificou aminoéacidos, de
comprimento variavel entre 28 pb (zm317) e 73 pb (zm315 e sc359). Apos a predicdo
do peptideo sinal (SignalP e Phillius), verificou-se que ambos o0s peptideos
apresentaram a posicdo do sitio de clivagem entre os aminoacidos 29 e 30, para zm315,
e entre os residuos 27 e 28, para zm317, ja as sequéncias zm316 e sc359 ndo
apresentaram o peptideo sinal.

Também através do programa Phillius foi verificado que as proteinas codificadas
pelos fragmentos génicos zm315, zm317 e sc359 ndo sdo citoplasmaticas, ao passo que
zm316 néo obteve resultado. A regido do dominio conservado foi identificada por meio
da ferramenta online Smart, a qual revelou que o dominio de zm315 tem inicio a partir
do residuo de aminoacido 54 até a posicdo 83 (Figura 1A). Para zm316 o dominio se
estende entre os residuos 35 a 65 (Figura 1B), enquanto que para zm317 e sc359, este €
compreendido entre as posicdes 55 a 85 (Figura 1C e D, respectivamente). A estrutura

predita para todos os candidatos descritos encontra-se ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Predicéo estrutural dos fragmentos isolados de milho (A) Zm315, (B) Zm316, (C) Zm317 e de

centeio (D) Sc359, a partir de dados gerados no Philius e Smart. As regides ao longo das sequéncias estéo

delimitadas por letras coloridas, as quais representam: a regido do peptideo sinal (verde); regido pro-

peptideo N-terminal (NTPP) (azul) e o dominio ciclotideo (vermelho). Observacéo: as sequéncias foram

omitidas por motivo de propriedade intelectual.
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Os dominios dos peptideos hipotéticos (alinhados contra as sequéncias do
GenBank/ NCBI) apresentaram similaridade entre 100 — 61 %. A sequéncia zm315
mostrou 100 % de similaridade com a proteina hipotética de Z. mays, e 70 % com uma
proteina precursora de ciclotideo, isolada de uma espécie arborea, da familia Violaceae:
Melicytus ramiflorus.

A Sequéncia zm316 apresentou maior similaridade (71 %) com um ciclotideo,
isolado de Gloeospermum blakeanum, também uma de Violaceae. O peptideo predito
ainda apresentou 75 % de similaridade com um precursor de ciclotideo, identificado na
espécie Chassalia chartacea.

J& a sequéncia zm317 com 77 % de similaridade com a proteina hipotética de Z.
mays, também mostrou 61 % de ciclotideo isolado de Palicourea rigida (Rubiaceae).
Por fim, o peptideo gerado para sc359 apresentou, respectivamente, 65 % e 72 % de
similaridade com dois precursores de ciclotideo: um de Oldenlandia affinis e o outro de

Clitoria ternatea (Figura 2).

10 20 30
Zm315/1-30 - XXX XXX X X X X X X XXX X R XX XX X--------
______________ S XXX XXX X X XX XX XX XXX XX XX XXX X------- -
--------------- - XXX XK X K X XX XX XX XXX XXX XXX XX - - - - - -
Zm316/1-31 XX XX X XX X XX XX XX XXX XXX XXX X--------
_______________ - XXX XX X X XX XX XX XXX XXX XXX XXXXXX- - -
---------------- - - XX XK X O X XX XX XX XXX XXX XXX X------- -
Zm317/1-31 S XXX XXX X XX XX XX XXX XXX XXX XX--- - - -
............... S XXX XX XX X XX XX XX XXX XXX XXX XX--- - - -
_______________ XX XX X3 X IO X XX XX XXX XXX XXX XX----- - -
$¢359/1-39 XX XX XX X X X XX XX XX XXXXXX XXX XXXXXXXXX
.............. S XXX XX XX X XX XX XX XXX XXX XXX X---- - - -
= XXX X0 X K X XX XX XX X XXX KX XXX XX - - - - - -

Conservagdo ‘ . I I I . I . .

-.3504

P 4 5
Quilidade il il ._IL -

Figura 2. Alinhamento das sequéncias similares encontradas no GenBank, através da ferramenta

..........

BLASTDp. As cores em destaque mostram os residuos com maior conservagdo. Observacdo: as sequéncias

foram omitidas por motivo de propriedade intelectual.
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Os detalhes da composicdo de aminoacido de cada sequéncia s&o mostrados na

Figura 3 e Figura 4. Verifica-se um maior numero de residuos de leucina em zm315,

alanina em zm316, leucina em zm317 e em sc359, assim como valina estd em maior

presenca (Figura 4).
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e 118 I Er'r
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Qualidade .._H_J_.__I_u__‘

Figura 3. Alinhamento das sequéncias isoladas e identificadas como possiveis ciclotideos com duas

sequéncias caracterizadas como ciclotideos disponiveis no GenBank/NCBI (Destaque: seis cisteinas em

rosa) Observacao: as sequéncias foram omitidas por motivo de propriedade intelectual.
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Figura 4. Porcentagem de aminoécidos presentes em cada uma das sequéncias isoladas (Zm315, Zm316,

Zm317 e Sc359)
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Quando alinhadas com sequéncias de supostos ciclotideos da familia Poaceae,

disponiveis nos bancos de dados do GenBank/NCBI e Phytozome (Figura 5), verifica-se

a notavel conservagdo de diversos aminodcidos, em especial as seis cisteinas

conservadas (posicoes 6, 10, 15, 22, 24 e 29).
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Figura 5. Sequéncias isoladas neste estudo e sequéncias da familia Poaceae disponiveis nos bancos de

dados do GenBank/ NCBI e Phytozome. Observagdo: as sequéncias foram omitidas por motivo de

propriedade intelectual.
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Em relacdo a funcdo dos ciclotideos preditos, foi realizada uma anélise via
Blast2GO, onde a caracterizagdo funcional é feita in silico. Todos 0s possiveis

ciclotideos foram similares a “Cyclotide vitri-a-like” com fun¢do em resposta de defesa.

Predicdo da estrutura secundéria

A conformacdo secundaria (predita pelo programa Alphapred) das quatro
sequéncias foram assim estruturadas: zm315, com trés folhas-f nos residuos (Cys,
Valio, lleir) (Argz2) e (Leuzr) € uma o-hélice (residuo llei2 ao Leuig). JA a zm316
apresentou quatro folhas-B (Iles a0 Cyse) (Cysio a0 Phero) (Argzs) (Valzg) e uma a-
hélice (lle1z ao Leuo). Igualmente, a zm317 apresentou 4 folhas-p (Ilezao Cyss) (Valio,
Phe11) (Argz2) (Lys2s ao Cyszg) € uma a-hélice (Leuis ao Phez). Por fim sc359, com trés
folhas-p (lles ao Cyss) (Cysio a0 Cysis) (Valzg) e 2 a-hélices (Thris) e (Glnzo) (Figura
6).

—) f S S

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
CCCCCCCCEEEHHHHHHHHCCECCCCECCC

Zm315
H‘]"7

A/JA/
XXXXXXXEXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
CCEEEECCCEEEHHHHHHHHCCECCCCECCC
Zm316

oW, 8V &
— WA
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
CCEEECCCCEEHHHHHHHBHCCECCCEEECCC

Zm317

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
CCEEEECCCEEEEEECCHCHCCCCCCCECCC

Sc359

Figura 6. Estrutura secundéaria predita através da ferramenta Alphapred, para as sequéncias zm315,

zm316, zm317 e sc359 isoladas (sequéncias superiores) e a estrutura encontrada (sequéncias inferiores).
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Folhas- (seta azul; E) e a-hélice (estrutura helicoidal azul, H). Observacéo: as sequéncias foram omitidas

por motivo de propriedade intelectual.

A analise realizada com a ferramenta online DIANNA, estas sequéncias
apresentaram as trés pontes de dissulfeto, caracteristicas de AMPs, sendo formadas
pelas seguintes cisteinas de cada sequéncia: (Cys I — IV), (Cys Il — V) e (Cys Il — V1),
para zm315 e zm316; assim como (Cys | —1V), (Cys Il —111) e (Cys V- VI) parazm317 e
sc359 (Figura 7).

1 I in VoV VI L i Vv vl
XXXX)l(XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

| o - N

Zm315 Zm3l6

I 1 Il v v Vi [ I I Vv VI
XXXXXXXXXXXXX)I(XXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
I I || | I | | || |

Im3l7 Sc359

Figura 7. Estrutura predita das pontes dissulfeto (parte inferior da sequéncia) e as seis cisteinas indicadas
por nimeros romanos (parte superior da sequéncia). Observagdo: as sequéncias foram omitidas por

motivo de propriedade intelectual.

Propriedades fisico-quimicas das proteinas

Os dados fornecidos a partir de preditores, mostram a diferenca dos resultados
quando comparadas as sequéncias completas ou apenas o dominio (ou seja, 0 peptideo
maduro sem o peptideo sinal) (Tabela 4). O peso molecular dos peptideos completos
variou de 6809.8 a 10317.0 Da, enquanto que para os peptideos maduros a variagédo foi
de 3099.7 a 3260.8.0 Da. O ponto isoelétrico (pl) variou de 4.75 a 6.87 e de 6.10 a 7.79
nos para os peptideos completos e para os peptideos maduros (sem o peptideo sinal),
respectivamente. O indice de hidrofobicidade (GRAVY- do inglés Grand average of
hydropathicity) variou dependendo de ser o peptideo completo ou somente o peptideo

maduro. Para o peptideo completo verificou-se uma variacao de 0.371 a 0.651, enquanto
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que no peptideo maduro o indice aumentou para 0.632 e 0.935. O indice alifatico
mostrou variacdo de 93.08 a 112.77 no peptideo completo e 84.52 a 110.33 no peptideo
maduro. J& o indice de estabilidade apresentou variacdo de 25.15 a 36.36 com peptideo
sinal e variou de 8.57 a 43.69 no peptideo maduro. E por fim a meia vida estimada foi

de 30, 20 e 10 horas com e sem o peptideo sinal (Tabela 4).
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Tabela 4. Predicdo das propriedade fisico-quimicas das sequéncias isoladas: Zm315 e Zm316 (possiveis lineares), Zm317 e Sc359 (circulares), e
representantes de ciclotideos ja caracterizados Kalata B1 e Circulin B. Cada coluna esta representada por valores preditos no peptideo completo

(PepC) e por valores preditos no peptideo maduro (PepM).

A Aa PM (Da) pl Res (-) Res (+) GRAVY 1A IE MVE*

cesso PepC PepM  PepC  PepM PepC  PepM PepC PepM  PepC  PepM PepC PepM PepC PepM  PepC  PepM  PepC ‘ PepM
30h 30h
83 30 8679.3 3099.7 6.52 .77 7 2 7 3 0.651 0.853 112,77 11033 29.72 2557 >20h  >20h
zm315 >10h  >10h
1.1h, 30h
65 31 6808.8 32299 4.75 7.77 8 2 5 3 0.371 0.935 93.08 10355 2515 1212 3min, >20h
zm316 >10h  >10h
30h 30h
85 31 90155 33349 6.87 7.79 7 2 7 3 0.394 0.690 97.53 8452 36.36 43.69 >20h  >20h
zm317 >10h  >10h
30h 30h
sc359 94 31 10317.0 3260.8 4.75 6.10 11 2 7 2 0.461 0.632 93.30 87.74 2685 13.05 >20h  >20h
>10h  >10h
30h,
Circulin B 31 3307.9 8.33 1 3 0.642 90.97 28.76 >20,
>10

Kalata B1 29 29135 5.96 1 1 0.272 43.45 41.99 -

Aa: nimero de residuos de aminodcidos; PM: Peso Molecular; pl: Ponto Isoelétrico; Res. (-/+) Residuos negativos e positivos; GRAVY: Grand average of hydropathicity
index; 1A: Indice Alifatico; IE: Indice de Estabilidade; MVE: Meia Vida Estimada para testes em: reticuldcitos de mamiferos in vitro; levedura in vivo; Escherichia coli in

Vivo.
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Modelagem comparativa - Predicéo de estrutura terciaria

Para a predicdo da estrutura 3D das proteinas foi realizada uma modelagem
comparativa por homologia, método que consiste basicamente em utilizar uma estrutura
proteica ja conhecida como modelo (template) para modelar a proteina ainda desconhecida, a
partir da similaridade entre os aminoacidos e estrutura secundaria. Nessa andlise as sequéncias
foram submetidas a ferramenta online Swiss Model, resultando em maior similaridade com o
modelo (template) de ciclotideo, isolado de uma espécie da familia Rubiaceae disponivel no
banco de dados de proteinas - PDB (Protein Data Bank). As identidades das sequéncias
observadas, ap0os o alinhamento com o modelo, foram de 73 % (zm315, zm316 e em sc359) e
65 % em zm317, indicando que estes sao modelos satisfatorios. Os modelos gerados podem
ser observados na figura 8, que mostra as folhas beta (seta) e uma pequena alfa hélice (verde)
nos modelos zm316, zm317 e sc¢359. Os valores da qualidade QMEAN Z-score foram -2.02, -
1,9, -1,48 e -1,61 respectivamente, onde uma estrutura baseada em no método RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear), deve ser maior que -5 e preferencialmente maior que -2
(neste caso usou-se esse parametro porque a estrutura utilizada como modelo deriva desse
método) (Benker et al., 2011) (Tabela 5). Ainda que os valores de z-score sejam negativos
indicando um bom modelo, a plotagem do modelo no gréafico de scores de todas as estruturas
proteicas depositadas no PDB precisa ser considerada, as estruturas sdo representadas nas
cores cinza claro para método de cristalografia de raios-x e cinza escuro para ressonancia
magnética nuclear (figura 9). Com base nesta analise, os ciclotideos modelados situam-se
dentro da area mencionada, obtendo padrbes de qualidade desejada, muitas delas préximas ao
modelo estrutural utilizado na modelagem comparativa (Figura 9). A distribuicdo dos
aminoacidos (via grafico de Ramachandran, programa Procheck) apresentou valores de
qualidade estereoquimica da estrutura de 81 % para zm315, zm316 e sc359, e de 77 % para

zm317, nos residuos de aminoacidos na regido mais favoravel (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores obtidos para identidade, qualidade e energia para os modelos estruturais de
ciclotideos em milho e centeio obtidos via SWISS-MODEL e Procheck.

) Ramachandran**
Nome (@aa) ldentidade* Z-score QMEAN
RMF RPA RGP RNP
zm315 30 73.08% -2.02 0.17 81% 19% 0% 0%
zm316 31 73.08% -1.9 0.2 81% 19% 0% 0%
zm217 31 65.39% -1.48 0.29 773% 182% 45% 0%
sc359 31 73.08% -1.61 0.26 81% 19% 0% 0%

(*) Identidade com modelo (Observagdo: modelo omitido por motivo de de propriedade
intelectual); (**) RMF: Regido Mais Favoravel; RPA: Regido Permitida Adicional; RGP: Regido

Generosamente Permitida; RNP: Regido Néo Permitida.

Zm316

Zm317 Se359

Figura 8. Estrutura 3D modelada por homologia das quatro sequéncias isoladas. Estrutura em seta caracteriza a
folha beta e uma pequena estrutura helicoidal representa a alfa hélice. Observacédo: os detalhes foram omitidos

por motivo de propriedade intelectual.



1.5

1.0

0.5

|

normalised QMIEAN4 score
-0.5 0.0

Comparison with non-redundant set of PDB structures

1

Z-score QMEAN: -2.02

Comparison with non-redundant set of PDB structures

0.5 1.0 1.5

normalised QMEAN4 score
-0.5 0.0
1

Z-score QMEAN: -1.90

0.5

normalised QMEAN4 score
-0.5 0.0

Z-score QMEAN: -1.48

© W |Z-score|<1
b2 @ 1<|Z-score|<2
O |Z-score|>2
0 | B query model
! T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
zm317 protein size

0.5
|

normalised QMEAN4 score
-0.5 0.0
1

?_’. = W |Z-score|<1 e | W |Z-score|<1
f O 1<|Z-score|<2 v O 1<|Z-score|<2
O |Z-score|>2 O |Z-score|>2
0 | B query model 0 B query model
i T T T T T T T K /] T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
zm315 protein size zZm316 protein size
Comparison with non-redundant set of PDB structures Comparison with non-redundant set of PDB structures
0 | 0
o | 2

Z-score QMEAN: -1.61

il W |Z-scorel<t
w B 1<|Z-score|<2
O |Z-score|>2
0 | B query model
! T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
sc359 protein size

107

Figura 9. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados, comparativamente aos modelos de

cristalografia de raios-x (cinza claro) e ressonancia magnética (cinza escuro) depositados no PDB. Os pontos

marcados em vermelho referem-se aos modelos gerados dos provaveis ciclotideos.

Discussao

Identificacéo de ciclotideos em bancos de dados e anélise das sequénciass

Ciclotideos fazem parte do sistema de defesa das plantas, apresentando uma vasta

gama de atividades biologicas contra patdgenos e insetos (Craik et al 2004). No sentido de

conhecer melhor esses peptideos, realizamos uma busca, identificagdo e caracterizagdo

estrutural dessas importantes moléculas em diferentes espécies vegetais, com énfase em

membros da familia Poaceae.
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Por meio de pesquisa e analises de sequéncias em bancos de dados (GenBank/NCBI)
foram obtidos 224 candidatos a possiveis genes codificantes para ciclotideos. A ferramenta
utilizada (HMMER) usa modelos probabilisticos baseados no Modelo Oculto de Markov
(EDDY, 1996), permitindo maior eficiéncia na identificacdo de homologos pela geracédo de
modelos a partir de alinhamentos multiplos de proteinas (EDDY, 2009). As 224 sequéncias
candidatas apresentaram uma maior similaridade com os modelos gerados para cada grupo de
ciclotideos. Foram eles: Solanales, Malphigiales, Gentiniales, Fabales, Poales, sintéticos, ou
seja, sintetizados experimentalmente e um grupo misto (composto por todas as sequéncias
obtidas). O critério para esta sele¢do de candidatos foi 0 ponto de corte “cut-off” < e™®.

Duas sequéncias identificadas no genoma de Z. mays (disponivel no Phytozome,)
apresentaram o dominio caracteristico de ciclotideos (cyclotide Family) sendo, portanto
utilizadas para desenho de primers, gerando a amplificacdo de quatro fragmentos genémicos
de 366, 245, 323 e 410 pb, com pro-peptideos de 83, 65, 85 e 95 aminoacidos,
respectivamente para as sequéncias zm315, zm316, zm317 (de Z. mays) e sc359 (de Secale
cereale). Os genes que foram encontrados na analise com o0 HMMER apresentam 849 e 528
pb. Quando submetidos ao FGENESH para predi¢édo estrutural destes genes observou-se que
ambos apresentam apenas um éxon, para o0 primeiro gene o tamanho foi de 252 pb que se
inicia no nucleotideo 69 e termina no 320, codificando um peptideo de 83 aa. J& 0 segundo
gene apresenta 255 pb, iniciando no nucleotideo 83 e terminando no 337, codificando um
peptideo de 85 aa, tamanhos similares aos encontrados para os fragmentos zm315, zm316,
zm317 e sc539, que apresentou 252, 201, 258 e 288 pb como possivel exon, ja que néo foi
possivel a predicdo pelo FGENESH, quando submetidas, o resultado ndo apresentou
confiabilidade. Jenning et al., (2001) obtiveram resultados semelhantes quando isolaram
ciclotideos de Oldenlandia affinis a partir de cDNA com variacdo de 677 pb a 993 pb, que

codificaram sequéncias com 111 a 210 aminoacidos, enquanto que Mulvena et al., (2006)
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relata a descoberta de ciclotideos na familia Poaceae, onde genes codificaram proteinas de
aproximadamente 70 aminoacidos, o que corrobora com os dados obtidos neste estudo.

Sugere-se que a alta frequéncia de aparecimento do dominio Thioredoxin_like
superfamily neste estudo é devido a sua relagdo com a sequéncia do peptideo sinal, a qual €
direcionado para o RE, ja que segundo Lu and Holmgren (2014) proteinas com este dominio,
assim como a proteina dissulfeto isomerase (PDI), estdo envolvidas no dobramento dessas
proteinas. Além disso, envolve a formacdo de ligacdes dissulfeto, como ja foi relatado sua
possivel participacdo em estudo no dobramento de ciclotideos (Gruber et al., 2007). Tais
proteinas desempenham suas funcdes fisiologicas em compartimentos celulares oxidativos,
como o Reticulo Endoplasmatico (RE) ou o periplasma em bactérias (Lu and Holmgren 2014)

Quando confrontados com ciclotideos de banco de dados, os baixos indices de
similaridade encontrados para algumas das sequéncias (zm316, zm317 e sc359) podem se
justificar devido ao baixo nimero de ciclotideos encontrados nesta familia (25) no banco de
proteinas do NCBI e no banco do Phytozome, ja que para a familia Violaceae estdo
disponiveis no banco de dados de proteinas do NCBI até 0 momento 188 entradas para
ciclotideos.

De acordo com a estrutura primaria e conservacdo dos residuos de aminoacidos os
ciclotideos se dividem em duas subfamilias, Mdbius e a Bracelet (Craik et al., 1999). A
subfamilia Mobius se caracteriza por uma ligagdo péptica cis-prolina que ocorre no loop 5,
conferindo uma tor¢ao na sua estrutura terciaria, esta tor¢do que ocorre na fita de Mobius (que
foi estudada pelo matematico August Ferdinand Mdobius por isso 0 nome desta subfamilia).
Na terceira posigdo logo apés a primeira cisteina encontra-se uma treonina e antecedendo a
terceira cisteina também se encontra uma treonina, sendo caracteristicas da familia Mobius.
Na subfamilia Bracelet ndo ocorre a prolina no loop 5 na posi¢cdo correspondente em sua

sequéncia primaria, e o residuo encontrado na terceira posicao diferente do que foi encontrado
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na Mobius é uma serina e na posi¢do que antecede a terceira cisteina ¢ uma prolina. Tais
caracteristicas conservadas tornam as sequéncias isoladas neste estudo, possiveis membros da

subfamilia Bracelet (pulseira) (Craik et al., 1999).

Caracterizacdo estrutural

Segundo Nguyen et al (2011), a regido “sinal”, que corresponde ao peptideo sinal, é
responsavel pelo direcionamento da proteina até o Iimen do reticulo endoplasmatico, para
processo de dobramento e subsequentemente introducdo na via secretora, [0 peptideo sinal foi
encontrado nas analises para cada uma das sequéncias analisadas, possuindo
aproximadamente 29 a 27 aminoacidos], como observado em outros ciclotideos isolados que
tiveram de 26 a 29 aminoacidos (Mulvena et al., 2006; Nguyen et al., 2011). A partir da
ferramenta Philius foi possivel detectar sitio de clivagem do peptideo sinal e para onde a
proteina é enderecada. Com excecdo de zm316 (que ndo apresentou peptideo sinal) e de sc359
(o qual mostrou baixa confiabilidade do peptideo sinal) as proteinas codificadas pelos
possiveis genes zm315 e zm316 sdo secretadas, podendo assim desempenhar o papel de
defesa, combatendo patdgenos.

A predicdo estrutural dessas sequéncias apresentou as regides tipicas de ciclotideos
caracterizados em estudos anteriores, ou seja, uma sequéncia sinal, um pro-peptideo N-
terminal (NTPP), um dominio ciclotideos maduro e um pré-peptideo C-terminal (CTPP)
(Dutton et al., 2004; Nguyen, 2011), com excec¢do do CTPP (como observado na Figura 1), o
qual também ndo foi identificado em algumas sequéncias de ciclotideos de membros da
familia Poaceae (Mulvena et al., 2006; Nguyen et al., 2011).

Embora ainda ndo se saiba ao certo a funcdo da regido pro-peptideo C-terminal
(NTPP), sabe-se que tal regido varia tanto em tipo como em nimero de amino&cidos que a

compdem, mesmo entre espécies da mesma familia. Por exemplo, essa regido pode chegar a
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65 residuos, para Kalata B1 (Jennings et al., 2001), de 15 a 20 residuos em chassatides
(Nguyen et al., 2012), ou até mesmo, ndo apresentar esta regido, como em cliotides (Nguyen
et al., 2011b). Para os ciclotideos isolados neste estudo a regido do NTPP variou de 24 a 27
residuos de aminoacidos, numeros similares aos encontrados em panitides (ciclotideos
lineareas encontrados na espécie Panicum laxum da familia Poaceae) (Nguyen et al., 2011).

A sequéncia do peptideo maduro foi confirmada com ajuda da ferramenta online
Smart, sendo composta por 30 a 31 aminodacidos e, portanto, de acordo com o encontrado para
outros ciclotideos, cujo tamanho varia de 28 - 37 residuos de aminoacidos (Craik et al.,
(1999). O peptideo maduro ou dominio € a regido que confere a proteina sua funcdo. Quando
esta proteina se dobra, este processo € muito importante, pois modifica cadeias lineares de
polipeptideos em estruturas tridimensionais, as quais permitem que as proteinas exercam
todas as suas atividades vitais (Ellis and Hartl 1996)

As cisteinas conservadas, os residuos de Asn/Asp (na regido proto C-terminal) e
Ala/Gly (na regido proto N-terminal) sdo igualmente importantes, uma vez que parecem estar
envolvidas no processo de sintese destas moléculas (Mylne 2010). Com base nisso, pode-se
afirmar que os candidatos isolados zm315 e zm316 apresentam-se como ciclotideos lineares,
uma vez que ndo apresentam nenhum dos residuos na regido proto C-terminal (Mylne et al.,
2010). Ciclotideos lineares também foram encontrados em Panicum laxum, espécie também
da familia Poaceae (Nguyen et al., 2011). Por outro lado, a presenca dos residuos Asp e Asn,
nas sequéncias zm317 e sc359, respectivamente, na regido C-terminal, permite que estes
peptideos sofram ciclizacdo da proteina resultante. De acordo com Gruber et al. (2008) tal
mudanga pode ter ocorrido em decorréncia de uma mutacéo, a qual promoveu a introducgéo de
um residuo de Asn/ Asp na molécula, permitindo ciclizacdo perto do C-terminal ancestral,

permitindo, assim, uma possivel a ciclizacdo de proteinas lineares.
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O motivo estrutural compartilhado entre os ciclotideos ja descritos € o nd cistina
ciclico (do inglés Cyclic Cystine Knot - CCK), onde as seis cisteinas conservadas nos
ciclotideos formam ligacdes estabelecidas da seguinte forma (Cysl-CyslV e Cysll-CysV),
enquanto que a terceira ligacdo dissulfeto (CysllI-CysV1) penetra nesse anel (CRAIK, 2010),
0 que confere uma maior estabilidade a estrutura. (Craik et al., 1999). As sequéncias zm315 e
zm316 apresentaram as 3 pontes de dissulfeto tipico dos ciclotideos, uma vez estas sdo
formadas pelas cisteinas nas posi¢des (Cys I-1V), (Cys 1I-V) e (Cys I11-V1) (Craik, 2010). Por
outro lado, os outros possiveis ciclotideos (zm317 e sc359) apenas a primeira ligacdo entre

(Cysl-CyslV) se manteve.

Predicéo de propriedades fisico-quimicas

A partir do preditor utilizado para propriedades dos possiveis ciclotideos, foi possivel
uma analise comparativa entre as propriedades fisico-quimicas do pré-peptideo e do dominio.
De um modo geral a massa molecular dos ciclotideos encontra-se por volta dos 3700 Da (Poth
el al.,, 2011), em cicloviolins de A-D as massas variaram de 2887.1 a 3213.4 Da, em
ciclotideos isolados de Clitoria ternatea variou de 3071.34 a 3267.49 Da, para o parigidin-brl
isolado de Policourea rigida apresentou 3178.1 Da, e em representantes da familia Poaceae
observou-se variagao entre 2500 a 4000 Da (Hallock et al., 2000; Poth et al., 2011; Nguyen et
al., 2011; Pinto et al., 2012). A massa molecular encontrada nos possiveis ciclotideos
diminuiu quando analisado apenas seu dominio. O ponto isoelétrico predito variou de 6.10 a
7.79 para analise sem o peptideo sinal, onde valores similares foram vistos em cicloviolins de
A-D que apresentavam variagéo entre 5.90 a 7.93 (Hallock et al., 2000). Segundo Daly et al.,
(2009), os ciclotideos ndo séo altamente carregados positivamente, o que justifica os valores
equilibrados encontrados para os dados deste estudo, apenas um residuo a mais como positivo

foi observado.
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O indice de GRAVY se apresentou em valores positivos o que revela que 0s possiveis
ciclotideos ciclicos e lineares sdo hidrofébicos. Os ciclotideos apresentam um trecho de
residuos hidrofébicos o que, aliado com as diversas atividades a eles relacionadas, indica um
modo de acdo que envolve atos contra a membrana bioldgica. Assim como relatado em estudo
realizado com larvas de Spodoptera frugiperda a acdo de parrigidin-brl como inseticida e sua
acao ocorre atraves da membrana celular, que também apresentou regides hidrofdbicas
(Simonsen et al., 2008; Pinto et al., 2102).

O indice de instabilidade proporciona a estimativa da proteina em um tubo de ensaio,
sendo que uma proteina com valor de instabilidade menor que 40 € prevista como estavel e
qguando o valor € acima de 40 é instavel (Guruprasad et al., 1990). Com excecdo da sc359,
todas as outras apresentaram este indice menor que 40. Em relacdo ao indice alifatico,
definido como o volume relativo de uma proteina com residuos de cadeia lateral alifatica (A,
V, L, 1), o mesmo é considerado como fator para aumento da estabilidade térmica de proteinas
globulares, onde indices elevados, sdo considerados como ponto positivo para proteinas,
podendo ser estaveis em um amplo campo de temperaturas, atendendo a esse requisito zm315
e zm316 apresentam indices mais elevados em comparagdo a zm317 e sc359.

A meia vida estimada mostra a estabilidade dos possiveis ciclotideos, nos ambientes
propostos (mamiferos, levedura e bactérias). Apenas zm316 apresentou valores diferentes
quando testado, sendo que esta sequéncia apresenta apenas um fragmento do suposto peptideo
sinal.

Predicéo de estrutura terciaria

Para que seja possivel a compreensdo do mecanismo e da funcdo de uma proteina,
comumente € requerido o conhecimento de sua estrutura tridimensional (Blundell et al., 1978;
Weber, 1990). Em cicloviolacin foi encontrada uma estrutura tridimensional compacta com

trés folhas beta e um pequeno segmento helicoidal (Craik et al., 1999), o que parece estar nos



114

modelos gerados neste estudo. O ciclotideo utilizado como template para a modelagem por
homologia, apresenta duas folhas beta, formando um B-hairpin, além de apresentar uma volta
310 helicoidal encontrada no loop 3. Por sua vez as estruturas modeladas zm316, zm317 e
sc359 apresentaram essa estrutura helicoidal no loop 3. Em parigidin-brl também foi
encontrada a volta 310 helicoidal no loop 3, 0 que se assemelha também a membros da
subfamilia Bracelet (Pinto et al., 2012).

Os ciclotideos isolados neste trabalho apresentaram uma estrutura similar a encontrada
em outros ciclotideos ja bem estabelecidos em termos de sua estrutura tridimensional. Como o
gréfico de Ramachandran é util para definicdo dos residuos que se encontram nas regides
energicamente mais favoraveis e desfavoraveis, orientando a avaliacdo da qualidade de
modelos tedricos ou experimentais de proteinas. Assim como visto em Circulina B, 80% dos
residuos na regido mais favoravel, 17.6% na regido permitida adicional, 2.4% na regido
generosamente permitida e 0% na regido ndo permitida, ainda outro ciclotideos isolado por
Pinto et al., 2012, o paridigin-brl, obteve valores de 84%, 12%, 4% e 0% respectivamente. Os
modelos aqui apresentados obtiveram mais de 70% dos residuos na regido mais favoravel.
Estes dados apontam para o fato de que os modelos propostos apresentam boa qualidade e
caracteristicas confiaveis comuns aos ciclotideos, podendo ser considerados membros deste

grupo de peptideos antimicrobianos
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V. CONCLUSOES GERAIS

e As andlises in silico realizadas neste estudo através do HMMER revelam que nos
bancos de dados de nucleotideos e de protéinas das espécies de Vigna unguiculata,
Sorghum bicolor, Hevea brasiliensis, Manihot esculenta e Ricinus communis nédo

existe, até o presente estudo, nenhuma sequéncia similar a ciclotideos;

e Neste estudo foi possivel o isolamento e a caracterizacdo de quatro fragmentos

génicos de sequéncias homologas a ciclotideos, sendo trés de milho e uma de centeio;

e As quatro sequéncias caracterizadas neste estudo revelam semelhangas em suas
estruturas primaria, secundaria e terciaria, bem como semelhancas funcionais, além de
residuos conservados em posicdes relevantes para caracterizacdo de suas subfamilias e

atividades antimicrobianas semelhantes as de ciclotideos;

e Os peptideos zm315 e zm316 parecem estar dentre os ciclotideos lineares ja que em
suas sequéncias ndo foram encontrados na regido C-terminal nenhum dos residuos

Asn/Asp, sendo estes encontrados em zm317 e sc359;

e Todas as sequéncias identificadas apresentam caracteristicas que indicam que as

mesmas pertencem a subfamilia Bracelet dos ciclotideos;

e Os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para o conhecimento a respeito
dos ciclotideos e suas caracteristicas, nas espécies de importancia agricola, deixando
claro que mais estudos devem ser realizados para o melhor aproveitamento destas

moléculas, para fins biotecnol6gicos.
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3. Categories of Contribution

3.1. Research Articles
Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type throughout; marked
with consecutive line and page numbers, beginning with the cover page.
The following elements must start on a new page and be ordered as they are listed below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors’ names (first
name at full length); the authors’ institutional affiliation, including department, institution,
city, state or province, and country; different affiliations indicated with superscript Arabic
numbers; a short running title of up to 35 characters (including spaces); up to five key
words; the corresponding author's name, full postal, and email address.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and
summarizes the main results and conclusions of the study. It should not contain references.

¢) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred to by
authors’ surnames and date of publication; citations with two authors must include both
names; in citations with three or more authors, name the first author and use et al. List two
or more references in the same citation in chronological order, separated by semi-colons.
When two or more works in a citation were published in the same vyear, list them
alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same author(s) in
a citation, list them chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-
Maia et al., 1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be
cited. In the case of personal communications or unpublished results, all contributors must
be listed by initials and last name (et al. should not be used). Numbers: In the text,
numbers nine or less must be written out except as part of a date, a fraction or decimal, a
percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than
nine.Binomial Names: Latin names of genera, species and infraspecific taxa must be
printed in italics; names of orders and families should appear in the Title and also when first
mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources should be listed in the
Internet Resources Section, immediately following the References Section, not in the text.
The text includes the following elements:
Introduction - Description of the background that led to the study.
Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study. Statistical
methods should be explained at the end of this section.
Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Statistical analyses should
be presented as complete as possible, i.e. not only P-values should be shown, but also all
other test variables required for full appreciation of the results by the reviewers and
readers. Comments on relevance of results are appropriate but broader discussion should
be part of the Discussion section.
Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant published
data. Ideas presented in other publications should not be discussed solely to make an
exhaustive presentation.
Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the
discussion and includes references to grant support.

e) The References Section: References must be ordered alphabetically by the first author
surname; references with the same first author should be ordered as follows: first, as single
author in chronological order; next, with only one more co-author in alphabetical order by
the second author; and finally followed by references with more than two co-authors, in
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chronological order, independent of the second author surnames. In references with more
than 10 authors only the first ten should be listed, followed by et al. Use standard
abbreviations for journal titles as suggested by NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/journals/).

Only articles that are published or in press should be included in this section. Works
submitted for publication but not yet accepted, personal communications and unpublished
data must be cited within the text. “Personal communication” refers to information obtained
from individuals other than the authors of the manuscript being submitted; “unpublished
data” refers to data produced by at least one of the authors of the manuscript under
consideration. Works of restricted circulation (e.g., theses not available in public databases,
congress abstracts not published in regular journals or public databases) should not be
listed in this section.

Sample journal article citation:
Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes ofRhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Chromosoma 7:371-386.
Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal banding
patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X1X1X2X2:X1X2Y sex
chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes
of Psilophtalmus and Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol
28:700-709.

Sample book citation:
Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University
Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation:
Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to molecular
genetics. In: Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical Cytogenetics. 2nd
edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample electronic article citation:
Gotzek D, Ross KG (2009) Current status of a model System: The gene Gp-9 and its
association with social organization in fire ants. PLoS One 4:e7713.

f) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLs referring to data
presented in the text, as well as software programs and other Internet resources used

during data processing. Date of consultation must be stated.
Sample Internet resource citation:
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
(September 4, 2009)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinberdfiles/hybrid_design.htm (September 4,
2009)

g) Tables: must be in Word format prepared with the table tool (do not use space bar or
tabulator). A concise title should be provided above the table. Tables must be numbered
consecutively in Arabic numerals. Each column must have a title in the box head.
Footnotes typed directly below the table should be indicated in lowercase superscript
letters. Tables that are to appear in the printed version must be saved in Word format and
not as figures, so that they can later be fitted during typesetting. Each table must be saved
and uploaded as a separate file.
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h) Figures must be numbered consecutively using Arabic numerals. Images should be in
TIFF or JPEG format. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be published.
Only sequence data can be presented in Word format. Journal quality reproduction will
require grayscale resolution yielding 300 dpi, color figures should be at 600 dpi. These
resolutions refer to the output size of the file, that is the size in which it will appear printed
in the journal; if it is anticipated that images will be enlarged or reduced, the resolutions
should be adjusted accordingly. Figures composed of several elements should be sent as a
single panel, obeying the print size definitions of the journal (single or two columns width).
Scanned figures should not be submitted. Color illustrations are accepted. Each
figure/panel must be saved and uploaded as a separate file. When uploading, identify each
illustration by the first author name and the number of the respective figure.
Figure legends must be included at the end of the main text file and should be typed on a
new page.

i) Nomenclature: Taxonomic names should be in accordance with current international
standards. For rules concerning gene names and gene symbols, please see separate
Instruction form.

j) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal to or
greater than 50 units must be entered into public databases and accession numbers must
be provided upon acceptance of the article. Failure to do so will inadvertently delay
publication.

k) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials
used for reported studies.

I) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a statement in
the text that the institutional review board approved the work and the protocol number must
be provided. For experiments involving human subjects, authors must also include a
statement that informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other
identifiable data are included, a copy of the signed consent must be uploaded during
manuscript submission.

m) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for
completeness of a study, but which are too extensive to be included in the published
version, can be submitted as Supplementary Material. At publication, this material will be
made available together with the electronic version. In case a manuscript contains such
material, it should be appropriately identified within the text file. Supplementary material in
tables should be identified as Table S1, Table S2, etc., in case of figures they should be
named accordingly, Figure S1, Figure S2. In addition, a list of this material should be
presented at the end of the manuscript text file, containing the following statement:

Supplementary material - the following online material is available for this article:

e Table S1 - < short title >
e  Figure S1 — < short title >

This material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb

3.2 Short Communications

Short Communications present brief observations that do not warrant full-length articles.
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They should not be considered preliminary communications;

e should be 15 or fewer typed pages in double spaced 12-point type, including
literature cited;

e should include an Abstract;

e but no further subdivision, with introduction, material and methods, results and
discussion; all in a single section and without headers.

e up to four items (tables and/or figures) may be submitted;

Note: The title page, abstract and reference section format is that of a full-length Research
Article. For Supplementary Material see instructions in item 3.1.m.

3.3 Letters to the Editor
Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political, social
and ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles
Review Articles are welcome. The Editor must be contacted prior to submission. Please,
provide an Abstract and a list of your recent publications in the area.

35 Book Reviews
Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines, for
review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories
These are accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4. Articles accepted for publication
Once an article is accepted, the Editorial Office will send it to copy editor for language and
technical corrections. If major corrections were proposed, the manuscript with the
highlighted corrections will be returned to the corresponding author for approval. The final
version approved by the authors must be free of any text/correction markings when
returned to the Editorial Office.
After typesetting, page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to
page proofs, apart from typesetting errors, will be charged to the authors. Notes added in
proof require Editorial approval.
Together with the proofs, a form of consent to publish and transfer of copyright is sent to
the corresponding other. The latter will have sign this form, also on behalf of any co-
authors, and send it by fax to the Editorial Office.

5. Reprints
Reprints are free of charge and will be provided as a pdf-file.
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Anexo 3

(Tabela) Sequéncias de ciclotideos obtidas no GenBank/ NCBI e utilizadas para geracao de
motivos através da ferramenta HMMER.

Acesso Espécie Ordem
ACG69861.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69860.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69859.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69858.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69857.1 Viola baoshanensis Malpighiales

2KNN_A Viola odorata Malpighiales

2KNM_A Viola odorata Malpighiales
AAU04395.1 Viola odorata Malpighiales
ABQ96648.1 Viola baoshanensis Malpighiales
P83937.2 Viola hederacea Malpighiales
P84522.1 Viola hederacea Malpighiales
1ZA8 A Viola hederacea Malpighiales
ACG69855.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69854.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69853.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69852.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69851.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69850.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69849.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69848.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69847.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69846.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69845.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69844.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69843.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69842.1 Viola baoshanensis Malpighiales
ACG69841.1 Viola baoshanensis Malpighiales
P85231.1 Viola hederacea Malpighiales
ADBO03554.1 Gloeospermum pauciflorum Malpighiales
ADB03553.1 Gloeospermum pauciflorum Malpighiales
ADB03552.1 Gloeospermum pauciflorum Malpighiales
ADB03551.1 Gloeospermum pauciflorum Malpighiales
ADB03550.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ADB03549.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ADB03548.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ADB03547.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ADBO03546.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ADB03545.1 Gloeospermum blakeanum Malpighiales
ABI48959.1 Viola baoshanensis Malpighiales

ABI48958.1 Viola baoshanensis Malpighiales



ABI48957.1
ABI48956.1
AB021629.1
AB021628.1
AB021627.1
AB021626.1
AB021620.1
AB021619.1
ABO21616.1
ABQ96647.1
AGI97142.1
ABB04013.1
ABB04010.1
ABB04009.1
ABB04003.1
ABB04002.1
ABB04001.1
ABB04000.1
ABB03999.1
ABB03998.1
ABB03997.1
ABB03996.1
ABB03995.1
ACG69856.1
AGI97141.1
AGI97140.1
AGI97139.1
1YP8_A
1VBS_A
ABW08095.1
ABW08094.1
ABW08093.1
ABW08092.1
ABW08091.1
ABW08090.1
AAU04394.1
AAU04393.1
AAU04392.1
ABI48960.1
ACI29323.1
ACI29317.1
AB021630.1
AB021625.1
AB021624.1
AB021623.1
AB021622.1

Viola baoshanensis
Viola baoshanensis
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Viola baoshanensis

Viola odorata

Hybanthus epacroides
Hybanthus enneaspermus
Hybanthus debilissimus

Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.
Hybanthus floribundus subsp.

Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus
Floribundus

Viola baoshanensis

Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola tricolor
Viola hederacea
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata

Viola baoshanensis

Viola odorata

Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus

Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
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AB021621.1
AB021618.1
ABO21617.1
AB021615.1
ABO21614.1
ABB51617.1
ABB51616.1
ABB04012.1
ABB04008.1
ABB04007.1
ABB04006.1
ABB04005.1
ABB04004.1
ABB03994.1
ABB04011.1
ABB51618.1
P58445.1
BINRR3.1
BINRR1.1
BINRRO.1
BINRQ9.1
P85246.1
P85245.1
P85244.1
B1NRQS.1
P84649.1
P84648.1
P84647.1
P84636.1
P84635.1
ACI29316.1
P58440.2
P58443.2
Q5USNS.1
2KCG_A
P85525.1
Q2HY54.1
P85242.1
P85241.1
P85240.1
P85239.1
P85233.1
2FQA_A
ABC94585.1
P83840.1
P85526.1

Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Melicytus ramiflorus
Hybanthus floribundus subsp. Floribundus
Hybanthus floribundus subsp. Floribundus
Hybanthus epacroides
Hybanthus calycinus
Hybanthus vernonii subsp. vernonii
Hybanthus stellarioides
Hybanthus monopetalus
Hybanthus monopetalus
Hybanthus floribundus subsp. Floribundus
Hybanthus enneaspermus
Hybanthus floribundus subsp. Floribundus
Hybanthus parviflorus
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Hybanthus floribundus
Hybanthus floribundus
Hybanthus floribundus
Viola cotyledon
Viola cotyledon
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola biflora
Viola odorata
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola hederacea
Viola odorata
Viola odorata
Viola arvensis
Viola biflora

Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
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BINRR2.1
P58436.2
P85188.1
P85183.1
P85180.1
P84640.1
P84639.1
P84637.1
P58433.1
P58442.1
P58441.1
P58439.1
P58438.1
P58437.1
P58435.1
P58434.1

CAJ56225.1
P85234.1
P85232.1
P82230.2

2GJO_A
1NBJ_A

ACZ95475.1

ACZ95474.1

ACZ95473.1

ACZ95472.1

ACZ95471.1

ACZ95470.1

ACZ95469.1
POC589.1
P83839.1
P83838.1
P58453.1
P58452.1
P58451.1
P58449.1
P58448.1
P58447.1
P58446.1
P85187.1
P85186.1
P85185.1
P85184.1
P85182.1
P85181.1
P85179.1

Viola biflora
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata

Leonia cymosa
Leonia cymosa
Leonia cymosa
Viola hederacea

Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata

Viola sp. W02005118628
Viola hederacea
Viola hederacea

Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata

Gloeospermum pauciflorum
Gloeospermum blakeanum
Gloeospermum blakeanum

Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola biflora
Viola arvensis
Viola odorata
Viola odorata
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola arvensis
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata
Viola odorata

Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
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P85178.1
P85177.1
P84638.1
P83836.1
P83835.1

1DF6_A

CAN08378.1

CAJ56194.1
CAJ56226.1
Q5USN7.1

AGQ04614.1

AGQ04613.1

1R1F_A

AFH57365.1

AFH57364.1

AFH57363.1

AFH57362.1

AFH57361.1

AFH57360.1

AFH57359.1

AFH57358.1

AFH57357.1

AFH57356.1

AFH57355.1

AFH57354.1

AFH57352.1

AFH57353.1
B3EWF1.1
P84644.1
P84643.1
P84642.1
P84641.1
P56879.2
P56872.2
P56871.2

AEX01723.1

AEX01722.1

AEX01721.1

AEX01720.1
P84645.1

1BH4_A
2ERI_A

AAB34024.1

2KUX_A

ADJ17473.1

ADJ17472.1

Viola odorata
Viola odorata
Leonia cymosa
Viola odorata
Viola arvensis
Viola odorata
Viola sp. W02006041917
Viola sp. W02005118628
Viola sp. W02005118628
Viola odorata
Carapichea ipecacuanha
Carapichea ipecacuanha
Palicourea condensata
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Chassalia chartacea
Palicourea rigida
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Hedyotis biflora
Hedyotis biflora
Hedyotis biflora
Hedyotis biflora
Palicourea condensata
Chassalia parvilfora
Chassalia parvilfora
Psychotria longipes
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis

Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Malpighiales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
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ADJ17471.1
ADJ17470.1
1ZNU_A
1PT4_A
ADJ17469.1
AAL05480.1
P56254.3
P58456.2
P85135.1
P85134.1
P58457.1
2KCH_A
P58455.1
P58454.1
P85127.1
P85175.1
P85133.1
P85132.1
P85131.1
P85130.1
P85129.1
P85128.1
P83938.2
INB1_A
AAL05479.1
AALO5477.1
ACI29320.1
ACI29319.1
P58458.1
2JWM_A
2B38_A
AFM52764.1
AFM52763.1
AFM52762.1
B3EWHS.1
B3EWH6.1
B3EWH7.1
2LAM_A
AEK26407.1
AEK26403.1
AEK26412.1
AEK26411.1
AEK26410.1
AEK26409.1
AEK26408.1
AEK26406.1

Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Oldenlandia affinis
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Petunia x hybrida
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea

Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Gentianales
Solanales
Solanales
Solanales
Solanales
Solanales
Solanales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
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AEK26405.1
AEK26404.1
AEK26402.1
AEB92229.1
P86842.2
P86903.1
P86904.1
P86902.1
P86901.1
P86899.1
P86852.1
P86851.1
P86850.1
P86849.1
P86848.1
P86847.1
P86845.1
P86844.1
P86843.1
P86841.1
P86900.1
P86846.1

XP_004962819.1
XP_004962817.1

AAW23948.1
AFZ39122.1
AFZ39121.1
AFZ39118.1
DAA55293.1
DAA55290.1

Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Clitoria ternatea
Setaria italica
Setaria italica
Zea mays
Steinchisma laxum
Steinchisma laxum
Steinchisma laxum
Zea mays
Zea mays
Setaria italica

XP_004962820.1
XP_004962816.1
NP_001144691.1
NP_001105812.1

Setaria italica
Zea mays
Zea mays

ACG47570.1
ACG45070.1
ACG43881.1
ACG42356.1
ACG26826.1
CAL31949.1
AFZ39120.1
AFZ39119.1
3E4H_A
2K7G_A
2F2) A
2F21_A

Zea mays
Zea mays
Zea mays
Zea mays
Zea mays
Zea mays
Steinchisma laxum
Steinchisma laxum
Construgdo sintética
Construcdo sintética
Construgdo sintética
Construcdo sintética

Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Fabales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
Poales
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1WN8_A Construgao sintética -
1WN4_A Construgdo sintética -
2LUR_A Construgao sintética -
IN1U_A Construgdo sintética -
10RX_A Construgao sintética -
CANO08379.1 Construgdo sintética -
1IB9_A Momordica cochinchinensis Cucurbitales

2M86_B Homo sapiens Primata




Anexo 4

(Tabela) BLASTYp realizado do banco de dados Phytozome, para analise de similaridade.
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Nome Organismo Nome do locus* Score E-value Identity* Positive Frame Nome transcrito* Localizacdo* Pfam GO
zm315 Zea mays - 131.7 6.8E-39 - 100% 0 - - 3784 6952
Zea mays - 110.2 1.7E-30 - 90.5% 0 - - 3784 6952
Sorghum bicolor - 67.0 9.7E-14 - 74.1% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 60.1 3.2E-11 - 68.4% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 59.3 5.3E-11 - 71.7% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 58.2 1.6E-10 - 70.2% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 51.6 3.9E-8 - 63.8% 0 - - 3784 6952
zm316 Zea mays - 104.4 1.5E-28 - 88.7% 0 - - 3784 6952
Zea mays - 104.4 1.6E-28 - 88.7% 0 - - 3784 6952
Sorghum bicolor - 73.2 2.3E-16 - 69.7% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 59.3 2.9E-11 - 61.9% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 60.5 1.1E-11 - 68.5% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 60.1 1.5E-11 - 66.7% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 52.8 9.5E-9 - 63.5% 0 - - 3784 6952
zm317 Zea mays - 98.6 6.1E-26 - 86.9% 0 - - 3784 6952
Zea mays - 107.8 1.4E-29 - 90.2% 0 - - 3784 6952
Sorghum bicolor - 67.0 9.5E-14 - 70.7% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 52.4 2,00E-08 - 60.7% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 52.8 1.7E-8 - 66% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 54.3 3.8E-9 - 63.8% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 458 5.1E-6 - 59.3% 0 - - 3784 6952
sc359 Zea mays - 105.5 1.5E-28 - 84.7% 0 - - 3784 6952
Zea mays - 107.5 3.1E-29 - 83.5% 0 - - 3784 6952
Sorghum bicolor - 84.0 5.2E-20 - 65.5% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 61.2 1.8E-11 - 61.2% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 60.5 2.9E-11 - 58.2% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 62.4 6.3E-12 - 66.2% 0 - - 3784 6952
Setaria italica - 55.5 2,00E-09 - 64.6% 0 - - 3784 6952
Panicum virgatum - 42.7 1,00E-04 - 46.4% 0 - - Sem anotacdo  Sem anotacédo

*Dados omitidos por motivo de propriedade intelectual.



