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CARACTERIZAQAO GENICA E MOD‘ELAGEMAPOR HOMOLOGIA
DAS PROTEINAS RELACIONADAS A PATOGENESE EM Ricinus
communis L.

Autora: Hilcana Ylka Goncalves de Albuquerque
Orientadora: Dra. Simone Alves Silva

RESUMO: O o6leo oriundo da mamona (Ricinus communis L.) apresenta diversas
aplicac6es como a producdo de biocombustiveis e polimeros para fabricacao de
préteses ortopédicas, dentre outras 400 aplicabilidades diferentes. Assim, este
trabalho objetivou realizar a caracterizacado génica de 20 genes precursores das
Proteinas Relacionadas a Patogéneses (PRs) em mamona e realizar a
Modelagem por Homologia de cinco proteinas-PR. A caracterizacdo génica foi
realizada em niveis de sequéncia nucleotidica e peptidica, incluindo a regiao
promotora e analise filogenética, além da resolucdo da estrutura tridimensional
das proteinas RcPR-1c, RcPR-4b; RcPR-5a; RcPR-6 e RcPR10-STH21 via
modelagem por homologia. A caracterizagdo génica permitiu identificar que dos
20 genes RcPR, 10 sdo RcPR-1; trés RcPR4; cinco RcPR-5, uma RcPR-6 e uma
RcPR10-STH21, com éxons variavel de 1 a 3 e introns de 1 a 2, em um painel de
leitura aberto de 222 a 795 pb. A regido de 1500pb a montante de cada gene PR
apresentou elementos cis-reguladores relacionados a fatores de resposta internos
e externos. O ponto isoelétrico e o peso molecular das proteinas com Peptideo
Sinal foide 4,68 a 9,17 e 14,96 a 31,26 kDa e sem o PS foi de 4,58 a 9,35 e 12,67
a 28,83 kDa, repectivamente. O indice médio de hidropaticidade indicou presenca
de regibes hidrofébicas nas proteinas RcPR-5a e RcPR-5e, e nas demais, regides
hidrofilicas. Ja a modelagem por homologia permitiu descrever de forma detalhada
as sequéncias, onde o grau de identidade variou de 49,37 a 76,23%, com uma
semelhanca de 44 a 56% e uma cobertura de 60 a 99%. A qualidade
estereoquimica de acordo com o Diagrama de Ramachandran foi que mais de
90% dos residuos de aminoacidos das cincos proteinas-PR encontram-se nas
regibes favorecidas. Estes resultados permitirdo entender o papel biol6gico das
proteinas-PR no patossistema com R. communis, além de auxiliar no
desenvolvimento de estratégias de controle a fitopatdgenos invasores, a exemplo
do Amphobotrys ricini.

Palavras-chave: Melhoramento genético, Mofo-cinzento, Patégenos
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GENE CHARACTERIZATION AND HOMOLOGY MODELING OF
PROTEINS RELATED TO PATHOGENESIS IN Ricinus communis
L.

Autora: Hilcana Ylka Gongalves de Albuquerque
Orientadora: Dra. Simone Alves Silva

ABSTRACT: The oil from the castor bean (Ricinus communis L.) has several
applications such as the production of biofuels and polymers for the manufacture
of orthopedic prostheses, among other 400 different applications. This work aimed
to carry out the gene characterization of 20 genes of the Pathogenesis Related
Proteins (PRs) in castor bean and to carry out the Homology Modeling of five
proteins-PR. Gene characterization was performed at nucleotide and peptide
sequence levels, including the promoter region and phylogenetic analysis, in
addition to the resolution of the three-dimensional structure of the proteins RCPR-
1c, RcPR-4b; RcPR-5a; RcPR-6 and RcPR10-STH21 via homology modeling. The
gene characterization allowed us to identify that of the 20 RcPR genes, ten RcPR-
1; three RcPR4; five RcPR-5, one RcPR-6 and one RcPR10-STH21, with variable
exons from 1 to 3 and introns from 1 to 2, in an open reading frame from 222 to
795 bp. The 1500bp region upstream of each PR gene showed cis-regulatory
elements related to internal and external response factors. The isoelectric point
and molecular weight of proteins with Signal Peptide ranged from 4.68 to 9.17 and
14.96 to 31.26 kDa and without PS ranged from 4.58 to 9 .35 and 12.67 to 28.83
kDa, respectively. The average hydropathicity index indicated the presence of
hydrophobic regions in the RcPR-5a and RcPR-5e proteins, and in the others,
hydrophilic regions. On the other hand, homology modeling allowed a detailed
description of the sequences, where the degree of identity varied from 49.37 to
76.23%, with a similarity of 44 to 56% and a coverage of 60 to 99%. The
stereochemical quality according to the Ramachandran Diagram was that more
than 90% of the amino acid residues of the five PR proteins are found in the favored
regions. These results will allow us to understand the biological role of PR-proteins
in the pathosystem with R. communis, in addition to helping to develop strategies
to control invading phytopathogens, such as Amphobotrys ricini.

Keywords: Plant breeding, Gray mold, Pathogens
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REFERENCIAL TEORICO

Aspectos gerais sobre a composi¢éo e uso do 6leo nas folhas e sementes e

dados econdmicos da cultura da mamona

A mamona (Ricinus communis L.) € uma espécie dipldide (2n = 2x = 20),
pertencente a familia Euphorbiaceae. Linnaeus identificou o género Ricinus em
1753 (ANJANI, 2012). Além de R. Communis L., dentre as Euphorbiaceae,
destacam-se a mandioca (Manihot esculenta Crantz.), seringueira (Hevea
brasiliensis L.) e o pinhdo manso (Jatropha curcas L.), por serem de grande
importancia econdmica e que se divergiram a aproximadamente 35 milhdes de
anos atras (BREDESON et al., 2016), sendo a R. communis L.a Unica espécie do
género Ricinus (RAMPRASAD; BANDOPADHYAY, 2010).

Os primeiros estudos publicados no meio académico sobre a cultura da
mamona datam de 55 anos atras (CANVIN, 1963), e relatam a utilidade tanto das
folhas como do 6leo presente nas sementes. As folhas tém mostrado grande
potencial como fonte de moléculas com propriedades inseticidas (ELIMAM et al.,
2009; ROSSI et al., 2012), este dado é relevante, pois estas propriedades podem
ser utilizadas em outras culturas, a exemplo da cultura do milho que no ano de
2006 teve cerca de 31% de perda em sua producdo mundial devido ao ataque de
insetos (ROSSI et al., 2012) .

Ramos-Lopez et al. (2010) mostraram que extratos hexanicos, metandlicos
e de acetato de etila de folhas e sementes exerceram atividade inseticida em
larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Resultados
satisfatérios também foram encontrados por Mushobozy et al. (2009), que
observaram acéo inseticida do 6leo de mamona em Zabrotes subfasciatus (Boh.)
(Coleoptera: Bruchidae).

Além disso, 0 uso de inseticidas convencionais causa efeitos indesejaveis
tanto para as espécies ndo-alvo quanto para o ambiente, e aceleram a selecéo de
resisténcia nos insetos (ROSSI et al., 2012). Dessa forma, uma das estratégias
para o controle de tais pragas € o uso das moléculas inseticidas presentes nas
folhas da mamona.

Quanto ao 6leo presente nas sementes, de fato, € o componente de maior
valor agregado a cultura, com predominancia do acido graxo ricinoleico em sua
composicdo (~85%), possuindo propriedades quimicas Unicas (CisH3403),
apresentando 18 carbonos ao longo de sua cadeia, com um grupo hidroxila no
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atomo do carbono 12 e uma ligacéo dupla cis entre os carbonos 9 e 10, conforme
visto na Figura 1 (ACHAYA, 1971), sendo esta posicdo na composi¢cdo do acido
graxo com as ligacdes de hidrogénio que confere ao 0Oleo elevado indice de
viscosidade e estabilidade entre os demais 6leos vegetais (OGUNNIYI, 2006).
Além da presenca do acido ricinoleico, outros &cidos graxos em pequenas
guantidades também compde o Oleo, como o linoleico (4,2%), oléico (3%),
esteéarico (1%), dihidroxiestearico (0,7%), linolénico (0,3%), palmitico (1%) e
eicosandico (0,3%) (OGUNNIYI, 2006).

O dleo nas sementes da mamona apresentam alta Ilubricidade,
especialmente sob condicbes de temperatura ambiente, 0 que permite a sua
aplicabilidade em diversos segmentos na industria (MUTLU; MEIER, 2010), na
agricultura e na producdo de medicamentos, particularmente em casos de certos
exames radiolégicos que requerem evacuacao imediata e completa no intestino
delgado, pois aumenta o movimento dos musculos intestinais, ajudando a expelir

o bolo fecal e aliviar a constipacéo intestinal (ALLAN et al., 2008).

Figura 1. Composicéo quimica do acido graxo ricinoléico.

COOH

7

HO

(CH5)sCH34

817 1615 14 I3IR N}IO9|8 7 6 5 4 3 211

HHHHHHHMHHMHIHHMHHHMHH OH
| I [N I I N I A [N N A IR N A T I N I N | /
H-C-C-C-C-C-CtC-[CtC=CtC~-C~-C~C-C-C-C4C

LU U T S IR N A Y | L7 S U R R IR >
HHHHH H|OHH H H HHH o

Autor: ACHAYA, 1971.

Outro elemento importante na composicdo da semente € a presenca da
ricina, uma glicoproteina dimérica constituida de cadeias polipeptidicas A e B
ligadas covalentemente por ligacdo dissulfeto (LAPPI et al., 1978), considerada
uma proteina extremamente toxica e um dos venenos naturais mais letais quando
administrada via intravenosa, via oral ou quando inalada por meio de particulas

menores, e até isso porque, apenas uma molécula de ricina da cadeia A é capaz
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de inativar de modo irreversivel aproximadamente mil ribossomos por minuto,
prejudicando a sintese proteica e resultando na morte celular (OLSNES et al.,
1975).

Estudos de toxicidade aguda da ricina foram realizadas em camundongos,
a fim de determinar os valores de doses letais tanto por via intraperitoneal quanto
via oral e os valores foram 2,4 a 36 pg/kg e 21 a 30 mg/kg, respectivamente
(WORBS et al., 2011). Dessa forma, foi possivel estimar que em seres humanos
seja de 1 a 20 mg/kg, sendo muito mais toxico se a exposicéao for por inalacéo (1-
10 pg/kg) (WORBS et al., 2011), levando o paciente apresentar diarreia seguida
por fezes escuras, anorexia, dor abdominal, fraqueza no corpo, falta de apetite e
caimbras como sintomas (SOUSA et al., 2017).

Apoés a descoberta do grau de letalidade que essa proteina apresenta,
preocupacdes quanto a biosseguranca mundial surgiram e por esta razao, paises
como os Estados Unidos ndo produzem extensivamente o 6leo da mamona como
também nao incentivam o cultivo de R. communis (MUSSHOFF et al., 2009).

Além disso, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (Centers for
Disease Control and Prevention - CDC), caracterizou a ricina como um agente
biolégico de categoria B que pode ser usado para fins de bioterrorismo
(MUSSHOFF et al., 2009; HE et al., 2010; BOZZA et al., 2015), sobretudo, ainda
sdo um dos maiores importadores do Oleo e de seus coprodutos devido a
versatilidade de aplicagbes que este 6leo apresenta (MUTLU; MEIER, 2010).

Sucessivos métodos de desintoxicacdo foram desenvolvidos, a fim de inibir
a ricina, contudo, o sucesso foi limitado (SOUSA et al., 2017). Procedimentos de
fermentacdo com microrganismos, como Paecilomyces variotii e Aspergillus niger,
foram capazes de desintoxicar durante o processo de producédo de biodiesel
(MADEIRA et al., 2011; FERNANDES et al., 2012).

Ademais, a desintoxicacao também foi obtida por tratamento quimico com
compostos de calcio (6xido de calcio e hidroxido de célcio), que do ponto de vista
econdmico, esses processos ainda ndo sao praticos e eficientes o suficiente para
serem utilizados em larga escala (FERNANDES et al., 2012).

Observa-se que a mamona desempenha um papel essencial na economia
das regides aridas e semiaridas do mundo, devido a sua adaptacdo a essas
condi¢cdes, como também em regifes de clima que apresentem temperaturas
baixas e umidas (FALASCA et al., 2012; CARRINO et al., 2020).

Na india, por exemplo, encontra-se a maior distribuicio da diversidade
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genética da espécie, que se encontra em todo territério, onde formas perenes séo
encontradas crescendo em diversos habitats, como florestas, dunas de areia
assentada, costa do mar, leitos de rios, minas de carvao a céu aberto, topos de
montanhas, vales de montanhas, margens de estradas, barreiras de campo, trilhos
de trem, até mesmo em &reas de lixdes, terrenos baldios, quintais e muitasoutras
areas em todo o pais (ANJANI, 2012).

Além do mais, o germoplasma mantido nos centros de pesquisa indiano &
aumentado principalmente por meio do cultivo de germoplasma em todo o pais,
devido a amplitude de material genético que precisa ainda ser explorado por toda
a regiao.

Em relacdo a China, desde 1949 (CAO et al., 1997), pesquisas de
exploracdo, coleta, preservacdo, caracterizacdo e avaliacdo de recursos de
germoplasma de diferentes culturas, por exemplo, sao realizadas e como o pais
possui uma distribuicdo geografica de oleaginosas ampla, a exemplo do pinhao
manso (Jatropha curcas L.), soja (Glycine max L. LIU et al., 2019), segundo o
Ministry of Agriculture and Rural Affairs e Academia de Ciéncias do Agronegocio
da China - CAAS (https://lwww.cnabrasil.org.br/assets/images/China-
Agricultural_v5.pdf) e da colza (Brassica napus L. LIU et al., 2021).

Desde entdo, esforcos tém sido mantido para que oleaginosas como a
mamoneira sejam amplamente produzidas por meio de um sistema de manejo
mecanizado adaptado as variedades que séo produzidas de baixo porte. (ANJANI,
2012).

Em relacdo aos aspectos econdmicos da cultura, o continente asiatico,
possui a maior concentracdo de producdo de Oleo de mamona seguido das
Américas, Africa e Europa (FAOSTAT, 2020). Onde a india destaca-se com uma
producdo de mais de 1.178 mil toneladas, seguida da China com uma producao
de 158 mil de toneladas e o Brasil com uma producéao de 67,24 mil de toneladas,
ocupando assim, o terceiro lugar na produgdo mundial (FAOSTAT, 2020).

No Brasil, dentre as principais regibes produtoras, ha destaque para a
regido Nordeste, responsavel por mais de 90% de toda producédo nacional. As
estimativas para a safra 2021/22 € de aumento da produgédo em 21,9% em relacao
a safra anterior (CONAB, 2021). Entre os estados nordestinos produtores, a maior
concentracdo estad na Bahia, em relacdo a producao total do estado, cultivada
principalmente no centro-norte do estado, tendo como polos produtores a

microrregido de Irecé, Ourolandia, Lapdo, Sao Gabriel, Cafarnaum e Canarana


http://www.cnabrasil.org.br/assets/images/China-
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(CONAB, 2021).

As condicfes climaticas favoraveis que estas regides do estado da Bahia
apresentam durante a época de plantio (hovembro a janeiro), onde o solo
apresenta umidade satisfatoria e as precipitacdes pluviométricas sao favoraveis,
beneficiam uma boa germinacdo e um estande mais uniforme. Entretanto, essas
condicbes edafoclimaticas também contribuem para a ocorréncia de diversas
pragas e doengas que dizimam as lavouras de plantio (FRACETTO et al., 2015).

O Brasil precisa investir em tecnologias que visem aumentar o rendimento
da mamona e a obtencdo de sementes de alta qualidade que incluam o
desenvolvimento de novos materiais genéticos e melhorias no manejo de culturas
que envolvam solo, qualidade de sementes, nutricdo e controle de doencas e
pragas, pois, sdo esses desafios que com prometem o cultivo da espécie,

compromentendo a expansao tanto da producédo quanto da produtividade.

Origem e diversidade genética na cultura da mamona

7

A mamona é um arbusto perene tropical originario da Africa oriental
(MOSHKIN, 1986, ANJANI, 2012). O seu cultivo foi difundido pelas regides
tropicais e subtropicais do mundo (CHAN et al., 2010). No Brasil, foi trazida pelos
portugueses e o clima tropical favoreceu sua expanséo (SANTOS et al., 2007). As
plantacdes comumente escapam do cultivo e sdo encontrados em locais como
margem de estradas e de riachos, lotes abandonados e bordas de campos
agricolas, de tal forma que a espécie é muitas vezes considerada invasora em
grande parte dos locais onde € introduzida (WEBER, 2003; ALLAN et al., 2008).

A propagacdo desta espécie ocorre por meio de sementes e suas plantas
podem tanto realizar autopolinizacdo (autbgama) quanto apresentar polinizagéao-
cruzada (alégama), assim, considerada uma cultura de reproducdo mista, de
modo que a maioria das cultivares consiste em populacdes de polinizagcéao aberta
(FOSTER et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

Foster et al. (2010), ao estudarem a diversidade genética e a estruturacao
populacional de R. communis L. com base em marcadores do tipo Single
Nucleotide-Polimorphsm — SNP identificaram insatisfatorios niveis de diversidade,
devido a natureza do marcador, pois detecta variacdo em um unico nucleotideo A,
T, G ou C (ALLAN et al., 2008). Entretanto, tais resultados poderiam ser diferentes

se usados marcadores com natureza multi-alélica e com maior nivel de
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polimorfismo, a exemplo dos Simple Sequence Repeat — SSR (CHAUDHARI et
al., 2019). No entanto, para a espécie R. communis ainda ndo ha estruturacao
genética definida.

Na mamona, outro fator que também contribui para a baixa diversidade
existente € o insipiente conhecimento da diversidade na espécie, em relacao a
outras culturas de importancia econémica e alimenticia como a mandioca (Manihot
esculenta L.), sobretudo, esfor¢os para sequenciar o genoma da espécierevelaram
um genoma de tamanho moderado (~350Mb) organizado dentro de 10
cromossomos, mas, tanto quanto se sabe, ainda ndo ha um mapa de ligacao
disponivel para a espécie, devido a falta de informacdo genbémica disponivel
(CHAN et al., 2010; FOSTER et al., 2010). Até o0 momento, ndo h& atualizacdes
disponiveis sobre o andamento de trabalhos de sequenciamento na espécie.

Contudo, espera-se gue nos proximos anos estudos aprofundados na
genética da mamoneira avancem rapidamente devido aos esforgos ja iniciados em
sequenciar o genoma da espécie, atividade essencial em qualquer programa de

melhoramento genético de espécies vegetais.

Recursos genéticos e Melhoramento na cultura da mamona

A priori, na mamona, houveram muitos incentivos para producdo de
biocombustiveis, no entanto, as demais aplicabilidades do 6leo nos diferentes
setores industriais, cosméticos e farmacéuticos, tem agregado um valor muito
maior a cultura, e com iSso 0 crescimento e avanco em pesquisas cientificas
(ANDRADE et al., 2017).

Os principais Bancos Ativos de Germoplasma - BAG de mamoneira estao
localizados em 10 paises contendo aproximadamente 11.300 acessos
(SEVERINO et al., 2012), dos quais os principais estdo na Unidade de Pesquisa
de Manutencdo de Germoplasma na Diretoria de Oleaginosas - india com 4.307
acessos, das quais 365 sdo colecdes exaticas de 39 paises (ANJANI, 2012); nos
centros de pesquisas Institute of Crop Science e Institute of Oil Crops Research
na China, com 1.689 e 1.652 acessos conservados, respectivamente (SEVERINO
et al., 2012).

No Departamento de Agricultura dos Estados Unidos que contém 1.033
acessos in vivo e € mantida pela Unidade de Conservagdo de Recursos

Fitogenéticos - PGRCU, em Griffin, GA, que tem como objetivo desenvolver
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cultivares de mamona para producao de biodiesel utilizando gendtipos oriundos
de expedicbes de coletas internacionais (WANG et al., 2011); em um BAG com
424 acessos ha Colémbia por Corpoica (SEVERINO et al., 2012) e no Brasil
mantido pela Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéaria (EMBRAPA) junto
com o Centro Nacional de Pesquisa de Algodédo (CNPA), em parceria, formando
um udnico BAG com 620 acessos (SEVERINO et al., 2012) e o mantido na
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia - UFRB, com 203 linhagens puras,
conservada em BAG na forma ex situ e em camara refrigerada para estocagem
de sementes (SILVA et al., 2017).

Os recursos disponiveis nestes BAGs internacionais sao bastante diversos.
Nos germoplasmas indianos foram avaliadas e identificadas véarias caracteristicas
morfoagronémicas desejadas, por exemplo, plantas ands, com floracdo e
amadurecimento precoce (ANJANI, 2010; 2012). Muitos acessos também foram
identificados possuindo resisténcia as principais pragas e doengas (ANJANI,
2010). Ainda, segundo Severino et al. (2012), esforcos foram iniciados pela
Directorate of Oilseed Research da india para desenvolver cole¢bes nucleares
com um ndamero minimo de genoétipos, porém, representativos de mamona e
valida-lo em diferentes condigcbes de cultivo, diminuindo assim o0s custos
financeiros, além do nimero de gendétipos duplicados.

No repositorio do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos -USDA,
foi encontrado por sementes variando de 370 a 610g na quantidade de oleo
(WANG et al., 2011); e uma grande variacdo no conteudo de ricina (PINKERTON
et al., 1999), e alguns desses acessos foram usados para odesenvolvimento de
'‘Brigham’, uma cultivar com baixo teor de ricino (AULD et al.,2009).

Na Colémbia, segundo Severino et al. (2012), muitos esforcos tém sido
colocados para caracterizar todo material conservado no pais. J4 na China, apesar
do cultivo de mamoneira ser feito ha mais de 1.400 anos, a maioria das variedades
popularizadas foram desenvolvidas no norte do pais, mas expressou baixa
resisténcia a doencgas e tolerancia ao calor e & umidade no sul da China.
Entretanto, esforgos tém sido mantidos em estudar a diversidade genética dos
acessos de mamoneira do sul da China para fornecer uma base para protecao,
pesquisa e utilizacdo eficiente de todo recurso genético conservado (AGYENIM-
BOATENG et al., 2019).

Os atuais programas de melhoramento da mamoneira, de maneira geral,
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visam selecionar gendtipos com maior resisténcia a estresses abioéticos, tais como
inibicdo de metais pesados, como o cadmio (Cd) bastante toxico para plantas,
animais e seres humanos (SHI; CAI 2009); déficit hidrico (BABITA et al., 2010);
alto teor de sal no solo e na &gua de irrigacdo, resultando em alteragcbes
morfoldgicas, estruturais e metabdlicas (FERRAZ et al., 2015) e ao metal aluminio
(Al*3), considerado toxico no solo (PASSOS et al., 2015) .

Busca-se também resisténcia a fatores bidticos, principalmente devido a
baixa disponibilidade de cultivares resistentes a pragas e doencas, como as
causadas por insetos, do tipo, cigarrinha (Empoasca flavescensF.); por bactérias
como a mancha bacteriana causada por Xanthomonas axonopodis pv. ricini; ou
por fungos como a podridao radicular causada pelo Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid (PARMAR et al., 2018), a murcha causada pelo Fusarium oxysporum
f. sp. ricini (SHAW et al.,, 2017) e o mofo-cinzento causado pelo fungo
Amphobotrys ricini Buchw.considerada umas das doencas de maior importancia
econdmica em R. communis L. (YAMUNA et al., 2015).

De acordo com Lima et al. (2012), no Brasil, os trabalhos de melhoramento
genético com a mamoneira iniciaram-se pelo Instituto Agronémico de Campinas —
IAC, em 1936 (KRUG et al.,, 1943). Ap6s um ano, em 1937, foram instalados
ensaios de competicdo de genoétipos de portes alto e ando objetivando a
identificacdo de gendtipos mais produtivos, bem como a realizagdo de trabalhos
de melhoramento com a cultura.

Na Bahia, os trabalhos com o melhoramento da espécie iniciaram-se na
década de 60 pelo Instituto de Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria do Leste
— IPEAL, com sede na cidade de Cruz das Almas, com a extingdo desse 6rgao, 0s
trabalhos passaram entdo a ser conduzidos a partir de 1974 pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria da Bahia — EPABA, que mais tarde se tornou a Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola - EBDA, que se manteve atuante em 417
municipios do Estado da Bahia com sede na cidade de Itaberaba, a qual passou
a conduzir os experimentos a partir da década de 80 (NOBREGA, 2008;
CERQUEIRA, 2008).

A atuacado da EBDA teve base no desenvolvimento da agropecuéria baiana,
com foco no fortalecimento da agricultura familiar, através da prestacdo de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (ATER), Pesquisa e Classificacdo de

Produtos de Origem Vegetal, fomento em agropecuaria e agroindustrializacao.



23

A empresa também teve como objetivo estimular e apoiar iniciativas de
desenvolvimento rural sustentavel, com atividades agricolas e ndo agricolas(LIMA
et al., 2012).

Em 2011, foi lancada no mercado uma nova cultivar de mamoneira, a EBDA
MPA 34, pela EBDA juntamente com a Secretaria da Agricultura (SEAGRI, 2011).
Posteriormente, outras cultivares com caracteristicas agronémicas bem
adaptadas as condicbes edafoclimaticas de algumas regides da Bahia foram
lancadas. A linhagem de maior destaque foi a Sipeal 28 que apresenta porte
meédio, caule roxo, sem cera, frutos deiscentes, sementes de cor preta, floracdo
do primeiro cacho com 55 dias, teor de 6leo nas sementes de 47,3% e
produtividade média em condigcbes de sequeiro de 1300 kg/ha de bagas
(BELTRAO, 2006). Apesar dos resultados notorios que a EBDA prestou para o
melhoramento genético da cultura da mamoneira, esta instituicdo teve suas
atividades encerradas e a consequente extincdo da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola S.A - EBDA, em liquidacé@o por meio do DECRETO N°
17.037 de Setembro de 2016.

Vérias instituicbes de pesquisa contribuem com o melhoramento da
mamona no Brasil, entre elas se destacam a Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz — ESALQ, a Universidade Federal de Vicosa — UFV, a Empresa de
Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais — EPAMIG, a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Ceara — EPACE e a Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria — IPA (LIMA et al., 2012), a Empresa Brasileira de Pesquisa e
Agropecuaria (EMBRAPA) em parceria com o Centro Nacional de Pesquisa de
Algodao — CNPA (SEVERINO et al., 2012) e por fim, a Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia - UFRB, através do Nucleo de Melhoramento Genético e
Biotecnologia - NBIO/UFRB (SILVA et al.,, 2017) que desenvolve trabalhos
significativos e com reconhecimento pela comunidade cientifica nacional e
internacional que objetivam o desenvolvimento de linhagens ou cultivares de
mamoneira, subsidiados pela Petrobras Biocombustivel e pela Agéncia Nacional
do Petréleo e Gas natural e Biocombustiveis — ANP.

Desde 2005, o NBIO desenvolve trabalhos que vao desde o pré-
melhoramento ao melhoramento genético em mamoneira com o0 objetivo de
selecionar materiais promissores destinados a diversas aplicabilidades que o Gleo
apresenta, por meio do entendimento e utilizagdo de ferramentas que descrevem
de forma precisa o fenotipo, como atualmente, com o auxilio de ferramentas que

permitem a identificacéo de moléculas de interesse com potencial biolégico, desde
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a unidade fundamental fisica e funcional da hereditariedade, os genes, até os seus
produtos finais, como as enzimas e proteinas.

Atualmente, quatro novas linhagens com caracteristicas agronémicas e
tecnologicas superiores as comerciais, estdo em processo de tramitacdo para
serem langcadas como novas cultivares pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA, como resultado dos trabalhos desenvolvidos pelo Nucleo
durante os 15 anos de pesquisa.

O NBIO também ja desenvolveu 203 linhagens endogamicas, obtidas por
meio de cruzamentos dialélico parcial entre cinco cultivares parentais, EBDA MPA-
17, Mirante 10, Sipeal 28, BRS 149 Nordestina e BRS 188 Paraguacu
desenvolvidas pela EBDA e Embrapa Algod&o. Essas 203 linhagens constituem
a base genética para os trabalhos cientificos desenvolvidos por este grupo de
pesquisa, conservados em BAG na forma ex situ e em camara refrigerada a 8° C
a 35% de umidade.

Para obtencao destas linhagens, foram desenvolvidos testes de hibridagbes
(PASSOS et al., 2010), conducéo da populacdo segregante porautofecundagdes
para avangos até a geracdo Fe (OLIVEIRA, 2011; SANTOS, 2013), confirmacgéo
da homozigose destas linhagens pela caracterizacgdo em nivel molecular
(MACHADO, 2011; MACHADO; SILVA, 2013), aplicacdo de descritores
morfoagrondmicos (OLIVEIRA, 2011; SANTOS, 2013; BRASILEIRO, 2014; SILVA
etal., 2019), seguido de selecao de linhagens elites (SANTOS et al., 2019), quanto
a resisténcia ao mofo cinzento (SOUSA, 2014) e comportamento germinativo e
tolerdncia ao aluminio na presenca de diferentes concentracbes de acido
giberélico (ALMEIDA, 2014; PASSOS et al., 2015).

Acredita-se que com o surgimento de técnicas de menor custo, em relacéo
as tradicionais, uma melhor manipulacdo dos recursos genéticos conservados
internacionalmente na espécie disponiveis para comunidade académica por meio
de publicacbes cientificas, garantam a ampliagcdo da base genética da espécie,
gerando subsidios para o melhoramento genético para diversas caracteristicas de

interesse, principalmente para resisténcia ao mofo-cinzento.

O patossistema da mamoneira x Amphobotrys ricini

Entre os patdgenos causadores de doengas na cultura, hi destaque para o

fungo mitospérico Amphobotrys ricini (Buchw) Hennebert (sin. Botrytis ricini N. F.
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Buchw.) (Teleomdrfico Botryotinia ricini (G. H. Godfrey) Whetzel, agente etioldgico
da doenca popularmente conhecida como mofo-cinzento.

Diferentemente do que encontramos, normalmente, para nome de
espécies, o mofo cinzento foi descrito causado por diferentes anamorfos de
Botryotinia ricini. A ambiguidade no anamorfo do patégeno do mofo cinzento da
mamona ainda existe como trés anamorfos a saber, Amphobotrys ricini, Botrytis
ricini e Botrytis cinerea estdo associados a esta doenca em literatura(BUCHWALD,
1949; HENNEBERT, 1973; SUNG-KEE et ai., 2001). Entretanto,
este patdgeno pertence a divisdo Ascomycota, ordem Heliotiales e familia
Sclerotiniaceae.

Até 1923 (GODFREY, 1923), acreditava-se que este patdgeno era
exclusivo da cultura da mamona, até que em 1980 foi registrado sua presenca
outros hospedeiros (SOARES et al.,, 2012), incluindo registros recentes em
Acalypha spp. (YU et al., 2012; COUTINHO et al., 2014).

Segundo Lima et al. (2001), o patégeno encontra-se disseminado em todas
as areas de cultivo de mamoneira dentro do territorio brasileiro, ocorrendo
agressivamente sob condic¢des climaticas favoraveis com temperatura em torno
de 25 °C e umidade relativa do ar acima de 75%. A doenca ja afetou a producéo
de R. communis no pais, avancando da inflorescéncia para cachos e frutos,
reduzindo assim a producao de 6leo.

Seus esporos (Figura 2) podem ser disseminados tanto pelo vento quanto
por sementes (NEERGAARD, 1979), sendo, em alguns casos, disceminados por
insetos também, pois sado atraidos pela grande exsudacao que o néctar nas flores
apresenta (KIMATI, 1980).



26

Figura 2. Imagem microscopica do A. Ricini: A) e B) Esclerécio do fungo em
meio de cultura; C) Células conidiogénicas mostrando a conidiogénese sincronica,
D) Corte transversal através de um esclerdcio evidenciando sua forma plano-
convexa;, E) Ramo dicotdbmico dos conidiéforos; F) Célula conidiogénica
evidenciando os denticulos e conidios globosos.

Autor: D. J. Soares

Inicialmente, os sintomas séo observados nas inflorescéncias e nos cachos
de frutos como manchas acinzentadas ou azuladas. Nos frutos evoluem para
manchas circulares ou elipticas, afundadas e de cor escura que podem resultar
em ruptura ou apodrecimento da capsula e dos gréos. As lesdes aumentam e
tornam-se uma praga marrom-acinzentada, com abundante massa de conidios
sobre os tecidos das plantas e ap0s a formagéo de esporos surge uma extensa
area lesionada com um aspecto pulverulento cinza sob condigbes Umidas
favoraveis ao desenvolvimento da doenca (DANGE et al., 2005) (Figura 3).

Segundo Sussel (2009), o fator que contribui para que a umidade
permaneca favoravel, isto é, elevada sdo as flores da mamoneira que
proporcionam uma grande quantidade de estames, proximos um do outro.

Oliveira Neto (2017) descreve que a presenca de nectarios nas
inflorescéncias favorece a proliferacao do patégeno, ao disponibilizarem acucares
gue podem ser aproveitados como alimento pelo patégeno, a depender da fase de

desenvolvimento dos racemos e das condi¢des climaticas as perdas de
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producdo podem chegar a 100% (SUSSEL, 2009; SOARES, 2012).

Figura 3. Sintomas do mofo cinzento nainflorescéncia e racemo da mamona:
A e B) Sintomas em inflorescéncia jovens, antes da fertilizagéo de flores femininas;

C a H) Sintomas em capsulas em estagios distintos de deenvolvimento.

Autor: D. J. Soares

Apesar da importancia econdbmica que este patdgeno apresenta a cultura
da mamona, ainda n&o héa na literatura uma forma de controle eficiente da doenca.
Prazeres et al. (2017), testaram Azoxistrobina, Procimidone, Iprodiona e Captana,
nas cultivares Mirante 10 e Sipeal 28 de mamoneira. Seus resultados mostraram
gue estes fungicidas apresentaram alta fungitoxidade e em condi¢cfes de telado,
reduziram a severidade do A. ricini e promoveram acréscimo nos caracteres
diametro de caule e altura de plantas para os gendétipos avaliados, porém, em
campo nao ha dados de erradicacao do fungo.

Entretanto, sdo necessarios novos estudos que visem entender melhor
tanto 0 mecanismo de atuacdo do patégeno quanto dos componentes que fazem
parte do sistema de defesa R. communis L. ao patdgeno A. ricini e por meio disso,
sugerir novos métodos de controle a doenca.

Resultados satisfatorios podem ser obtidos por meio da aplicacdo de
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diferentes abordagens biotecnoldgicas em gendtipos de R. communis, auxiliados
pelo uso de ferramentas de bioinformética, que apresentam potencial para

contribuir nos estudos que visam desenvolver gendtipos resistentes ao A. ricini.

Sistema Imune e Proteinas Relacionadas a Patogéneses — PRs

As plantas sdo constantemente expostas a ataques de fitopatdgenos que
comprometem a sua sobrevivéncia, levando a uma reducao significativa no
rendimento anual de algumas culturas, representando uma séria ameaca a
seguranca alimentar (CRAMER et al., 2011; BOCCARDO et al., 2019).

Ao longo do processo evolutivo, as plantas precisaram desenvolver a
capacidade de responder adequadamente a diferentes tipos de estresses, assim
criaram mecanismos de reconhecimento e resposta que requerem a diferenciacao
de fitopatégenos e sua contencado nos tecidos infectados (URBACH et al., 2017;
BOCCARDO et al., 2019).

Segundo Jones & Dangl (2006), os fitopatdgenos usam diversasestratégias
de ataque. As bactérias proliferam por meio dos espacos intercelulares (os
apoplastos) apds a entrada nos poros de gas ou agua através dos estbmatose
hidatédios, respectivamente; ou obtém acesso por meio de ferimentos. J& os
nematoides e pulgdes se alimentam inserindo um estilete diretamente nas células
vegetais.

Os fungos, por sua vez, desenvolveram a capacidade de identificar e
responder com precisdo aos organismos em interacdo, porgue eles se interatuam
com todos 0s principais grupos organicos: virus, bactérias, protistas, amebas,
animais e plantas (FREY-KLETT et al., 2011).

Apos infectar a planta, o fungo pode crescer de maneira biotréfica, obtendo
nutrientes da hospedeira sem provocar a morte das células. Nesse caso, alguns
fungos produzem haustorios, estruturas especializadas na obtencéo de nutrientes
(vitaminas, aminoacidos, polissacarideos), a partir das células hospedeiras
(KNOGGE 1996; KAHMANN; BASSE, 2001; FERREIRA; MONTEIRO, 2006).

Contudo, em meio ao ataque pelo agressor, as plantas utilizam de diversos
mecanismos presentes em seu sistema imune inato, de cada célula, e de sinais
sistémicos emanados dos locais de infeccdo para reconhecer e impedir a
proliferacéo do fitopatégeno (JONES; DANGL 2006).

Neste momento, os elicitores fungicos sdo reconhecidos imediatamente

pela planta e nesta ocasido, os Padrdoes Moleculares Associados a Micrébios ou a



29

Patogenos, MAMPs e PAMPs (do inglés Microbe-Associated Molecular Pattern
and Pathogen-Associated Molecular Pattern) sdo reconhecidos pelos Receptores
de Reconhecimento de Padrées — PRRs (do inglés Pattern Recognition
Receptors) que desencadeiam nas plantas respostas imunologicas que levam a
ativacao da via de defesa, conhecida como Imunidade Desencadeadapor Padrbes
— PTI (do inglés Pattern-Triggered Immunity). Quando ausente, é ativado a
Imunidade Ativada por Efetores — ETI (do inglés Effector-triggered Immunity)
(JONES; DANGL 2006).

Apds este reconhecimento, uma série de respostas imunologicas nas
plantas sdo desencadeadas, como a producao de Espécies Reativas de Oxigénio
- EROs, que atuam como agentes oxidantes danificando estruturas celulares,
como lipidios membranares até o material genético dos oportunistas, acumulo de
acido salicilico - AS, &cido jasménico - AJ, Etileno — ET, auxinas e giberelinas, bem
como, das fitoalexinas e das Proteinas Relacionadas a Patogénese (Proteinas-
PR) (PARK et al., 2004; VAN LOON et al., 2006; KAUR et al., 2017; BOCCARDO
et al., 2019).

As proteinas-PR foram identificadas pela primeira vez em folhas de uma
cultivar de tabaco (Nicotiana tabacum L.) que produzia Resposta Hipersensivel —
RH a inoculagéo com o virus do mosaico do tabaco (Tabacco Mosaic Virus - TMV),
no inicio da necrose e aumentaram em quantidade com o passar do tempo. Apos
cerca de setes dias, elas se tornaram detectaveis em 6rgdos ndo inoculados da
planta, onde o virus estava quase ausente e a Resisténcia Adquirida Sistémica -
RAS foi provocada apés uma nova inoculagao (VAN LOON; VAN KAMMEN, 1970;
GIANINAZZ] et al., 1970).

Em 1990, o uso do termo proteinas-PR foi especificado para indicar
proteinas induzidas por varios tipos de patdégenos, bem como condicbes de
estresse, como as provocadas por patdgenos e aquelas induzidas pela aplicacédo
de produtos quimicos que imitam o efeito da infec¢éo por patégenos ou induzem
tensdes semelhantes (VAN LOON et al., 1990).

J4 o termo proteinas-PR Like foi proposto para acomodar proteinas e
enzimas homodlogas as PRs, deduzido da sequéncia de aminoacidos ou previsto
pela sequéncia nucleotidica do cDNA correspondente ou gene, mas que Ssao
induzidos principalmente em um navegador especifico do tecido (VAN LOON et
al., 1994; VAN LOON, 1999).

Atualmente, as proteinas-PR foram agrupadas em 19 familias (PR-1 a PR-


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/inoculation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tobacco-mosaic-virus

30

19 ARORA, 2020), onde cada familia € composta por proteinas que compartilham
sequéncias de aminoacidos, relacdes sorologicas e atividade enzimatica ou
biologica semelhantes, como glucanases (PR-2; TONON et al., 2002), osmotinas
e taumatinas (PR-5; LIU J-J et al., 2010), inibidores de protease (PR-6; LALUK;
MENGISTE, 2011), lisozimas (PR-8; HEITZ et al., 1994), peroxidase (PR-9;
GHOSH, 2006), ribonucleases (PR10; AGARWAL et al., 2013) e quitinases (PR-
3, PR-4, PR-8, PR-11; BERTINI et al., 2009). Podendo ainda apresentar atividade
defensina (PR-12), tionina (PR-13), de transferéncia lipidica (PR-14) e de oxalato
oxidase (PR-15; PR-16) (VAN LOON et al., 2006).

Das 19 familias das PRs, duas delas (PR-1 e PR-19) ainda n&o tiveram suas
funcdes totalmente elucidadas (VAN LOON et al., 2006; ARORA 2020). Alémdisso,
a familia das PR-1 € a mais abundante dentre as demais familias nas plantas,
atingindo entre 1 e 2% do total de proteinas foliares (EDREVA, 2005).

Ainda segundo Sels et al. (2008), as Proteinas-PR estdo presentes em
baixa concentracdo nas plantas e séo induzidas em maiores quantidades em
situacdes patoldgicas, ndo necessariamente implicadas em uma interacdo direta
com fitopatégeno. Algumas destas proteinas acumulam-se localmente em
resposta a infecgdes, levando a uma Resposta Hipersensivel - RH, enquanto
outras sdo induzidas sistemicamente, envolvidas na Resisténcia Adquirida
Sistémica - RAS que confere imunidade subsequente a um amplo espectro de
patégenos, promovendo a formacdo de barreiras quimicas (KINKEMA et al.,
2000).

As proteinas-PR séo consideradas os genes de assinatura dessas duas vias
em muitas plantas e particularmente, a expressdo aumentada dos genes
precursores das PR-1 e PR-5 representam a ativacdo da via de sinalizacao do AS,
por isso sao consideradas como dependentes desse fitormdnio. Em contraste, o
aumento da expressdo dos genes precursores das PR-3, PR-4 e PR-12
representam a ativagao da via JA em Arabidopsis thaliana (BARI; JONE, 2009; ALI
et al., 2018).

De forma geral, a ativacdo dessas vias de sinalizacdo leva ao acumulo das
proteinas-PR, que por vez, minimizam acarga de fitopatdgenos ou 0 aparecimento
de doencas nos 0rgaos vegetais nao infectados (ALl et al., 2018).

Quanto as propriedades bioquimicas especificas das proteinas-PR, como o
ponto isoelétrico — pl, peso molecular e grand average of hydropathy - GRAVY
classificam estas proteinas e permite predizer suas funcdes relacionadas a
infeccdo nas plantas (BENHAMOU et al., 1991; VAN LOON, 1999; JEUN, 2000;
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JEUN; BUCHENAUER, 2001).

As proteinas-PR sao estabelecidas em todos os érgéos das plantas como
folhas, caules, raizes e flores (VAN LOON, 1999), sendo particularmente
abundantes nas folhas, onde podem atingir aproximadamente 5 a 10% do total
das proteinas foliares, associadas também ao desenvolvimento e crescimento das
plantas em situacbes nao-patoldgicas. Um exemplo claro sdo as grandes
concentragcbes das PR-1 encontradas nas raizes e folhas de plantas jovens que
sdo expressas constitutivamente em algumas espécies, na auséncia de ataques
por fitopatogenos (DAFOE et al., 2010).

As proteinas-PR foram associadas ao desenvolvimento dos frutos
(MCCOLLUM et al., 2006), identificadas nas secre¢des ovulares ou durante a
senescéncia foliar (CAPELLI et al., 1997; O'LEARY et al., 2007). Além de serem
descritas como proteinas associadas ao amadurecimento que se acumulam
fortemente nos frutos durante o processo de maturacdo (TATTERSALL et al.,
1997; KIM et al., 2002).

Ademais, as proteinas-PR também sdo ativadas mediante a estresses de
origem abidtica nos vegetais, pois esse tipo de estresse resulta em alteracdes nos
diferentes fitormbnios que levam ao acumulo e ativacdo das proteinas-PR. No
entanto, a expressdo mediada pelo estresse abibtico nesta classe de proteinas
ainda nao foi totalmente compreendida em nivel molecular (ALI et al., 2017).

Entretanto, diversos trabalhos mostram o envolvimento das proteinas-PR
regulando positivamente o aumento a tolerancia sob condicbes de estresses
salino e hidrico, como foi observado na cultura do arroz (Oryza sativa L.) (WU et
al., 2016), outros mostram as PR-2 e PR-3 exercendo atividade anticongelante
nas células, devido ao estresse causado por baixas temperaturas(JANSKA et al.,
2010) e em resposta a estresse causado por ferida, que levaram ao acumulo das
PR-4 (KIM et al., 2014).

A quantidade de dados coletados sobre as proteinas-PR ampliou o
conhecimento sobre a sua relevancia nos desempenhos importantes da planta,
como resisténcia a doencas, adaptacdo geral a ambientes estressantes e
relacionadas ao crescimento/desenvolvimento (EDREVA, 2005).

Sobretudo, com a crescente demanda de controle, principalmente de
doencas fungicas em vegetais, diversas abordagens biotecnologicas e de
bioinformética tem surgido, a fim de permitir uma melhor compreensdo dos

mecanismos que envolvem o sistema imune das plantas e o ataque de
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fitopatégenos.

Em Ricinus communis, as proteinas-PR- ja foram identificadas no genoma
e depositadas em diferentes bancos publicos de dados genémicos, por meio disso,
torna-se possivel desenvolver estudos sobre os padrbes de expressdo em
diferentes tecidos da planta, além de estudos funcionais dos seus genes e
proteinas, que podem contribuir de forma significativa na elaboracdo de novas
estratégias de manipulacdo desta classe de proteinas, e como resultado, ter uma
melhor compreenséo do seu papel no sistema imune da referida espécie.

Ademais, estes resultados podem gerar subsidios para até sugerir o
envolvimento das proteinas-PR com outras moléculas também relacionadas ao
processo de resposta ao reconhecimento de infeccbes causadas pelo A. ricini,
causador do mofo-cinzento em R. communis.

Em um futuro proximo, acredita-se que este conhecimento agregado a
aplicacao de diferentes abordagens biotecnoldgicas para controle do A. ricini, seja
possivel desenvolver nossas cultivares resistentes a este patégeno agressor que

tem dizimado lavouras de plantacdes de mamoneira no pais.

Caracterizacdo Génica e Modelagem de Proteinas por Homologia

Apés o sequenciamento do genoma humano e a revolugdo que isso causou
no campo da genética e da biologia molecular, permitindo conhecer desde os
genes até as proteinas que eles codificam, incluindo seu funcionamento no
organismo, desafios tém sido propostos, a fim de estudar também em nivel
molecular as espécies vegetais, principalmente as de importancia agricola e
econOmica.

Estas informac¢des auxiliam na erradicacdo de problemas como pragas e
doencas e permite reunir caracteristicas de importancia econémica em novos
genatipos, levando a estabilidades dos vegetais para uso e consumo humano.

Com o0 aumento do sequenciamento gendmico de organismos,
pesquisadores tem acesso a milhdes de sequéncias génicas e proteicas em um
ritmo sem precedentes.

Nesse contexto, sucessivos trabalhos de descricdo, caracterizacdo e
analise de familia génicas envolvidas nos principais processos biologicos dos
organismos tem se tornado cada vez maior, juntamente com a resolugdo da

estrutura tridimensional — 3D de moléculas alvo, pois entende-se que este
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conhecimento abrangente, tanto da variagdo génica quanto da caracterizacao
estrutural de proteinas, agregam informacfes valiosas que melhoram as
estratégias de manipulacdo dessas moléculas, visto que constituem uma forma
precisa, para descrever a estrutura, aspectos fisicos e fundamentais de forma
sisteméatica em cada molécula, sejam os proprios genes até o produto final pelos
genes codificados, as proteinas.

Trabalhos de caracterizagcdo génica foram desenvolvidos em diversas
culturas, como no milho (Zeamays) (ZHU et al., 2019); na mandioca (Maninhot
esculenta Crantz) (ZOU; ZHANG 2019) e no tomate (Solanum lycopersicum)
(AMAGAYA et al., 2020).

Em R. communis, a caracterizacdo de familias génicas tem sido crescente
nos ultimos anos, como observa-se pela caracterizacdo das familias génicas de
superoéxido dismutase em sementes (GOMES NETO et al., 2018); one finger — Dof,
relacionados a fatores de transcricdo (ZOU; ZHANG, 2019); ARF, GH3 e
Aux/IAA, relacionadas as auxinas (FENG et al., 2019); como tambémde genes
relacionados a autofagia — ATG (HAN et al., 2020). Todas estas familias génicas
estudadas em mamoneira estéao relacionados ao crescimento, desenvolvimento e
a estresses de origem biotica.

Em estudos de caracterizacdo de familias génicas, os trabalhos de
resolucdo de estrutura de proteinas por homologia tém ganhado importancia nos
dltimos anos. Como observa-se na cultura do algoddo (Gossypium spp.)
(SHAHEEN et al., 2018; SARWAR et al., 2019); na mandioca (Maninhot esculenta
Crantz) (MARQUES et al., 2019) e tomate (Solanum lycopersicum) (TERRET-
WELTER et al., 2020).

Em R. communis L., trabalhos significativos resolveram a estrutura de
importantes proteinas por homologia, como as proteinas 2S albumina, Ric cl e
Ric ¢3, que exercem papel importante na resisténcia a insetos (NASCIMENTO et
al., 2011); identificagdo de atividade antibacteriana de fitoquimicos de R.
communis contra beta-lactamase de Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus através de estudos de modelagem por homologia e acoplamento molecular
(UMAARASU et al., 2018) e resolugao da estrutura tridimensional por homologia
de enzimas envolvidas na biossintese do 0leo da mamoneira (YOUSAFI et al.,
2019).

A magnitude de informacfes genéticas disponiveis hoje, tém propostos

desafios, a fim de que toda informacéo seja descrita de forma confiavel e utilizando
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meétodos alternativos com baixo custo, em relacdo a técnicas anteriores, porém
reprodutiveis e viaveis, principalmente para o melhoramento genético de espécies
em paises em desenvolvimento, onde as instituicbes de pesquisa contam com
recursos financeiros limitados.

A funcdo de uma proteina quase sempre envolve movimentos e mudancas
conformacionais, e um entendimento molecular de seu mecanismo requer uma
descricdo detalhada dos diferentes estados funcionais que a estrutura pode
explorar dinamicamente.

Exemplos tipicos disto incluem altera¢des conformacionais alostéricas apos
eventos de ligacdo, estados excitados intermediarios em ciclos de reacao,
fenbmenos de transporte e movimento (SCHWEDE, 2013). No entanto, a
modelagem por homologia desempenha um papel importante na exploracdo
dessas conformacgOes alternativas e na descricdo da dindmica das transicoes
(SCHWEDE, 2013).

Contudo, a resolucéo da estrutura tridimensional - 3D de moléculas alvo de
proteinas, ainda € uma caracterizacao estrutural limitada pelo custo, tempo e
desafios experimentais inerentes a determinagdo estrutural por cristalografia de
raios-X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear - RMN. Na auséncia

de estruturas determinadas experimentalmente, os modelos de estrutura de
proteinas derivados computacionalmente tornam-se valiosos, pois podem gerar
hipGteses testaveis para a interpretacao espacial da dados (BAKER; SALI 2001).

Dessa forma, a modelagem comparativa de estruturas proteicas tem sido
utilizada para produzir modelos de estrutura validos para pelo menos um dominio,
uma regido com funcao bioquimica determinada, em mais da metade de todas as

sequéncias conhecidas (WEBB; SALI 2016).

E notério o aumento desses estudos nas principais cultura de valor
agrondmico e importancia econdmica, como observa-se na cultura do Algodao
(Gossypium spp.), onde recentemente, Wang et al. (2019), identificam e analisam
sistematicamente o0s genes catalases — CAT, que codificam proteinas
metabolizadoras de espécies reativas de oxigénio — ERO, que desempenham
papel crucial em uma variedade de respostas ao estresse bidtico.

As informagfes geradas por estas abordagens de bioinformética, permitiu
determinar as funcbes destes genes em escala gendmica e, assim, compreender
sobre o papel e sistema regulador molecular no metabolismo de ERO na espécie.

Além disso, gerou subsidios para o avan¢o no estudo sobre os padrbes de
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expressdo desta familia génica em diferentes tecidos na cultura do algodao e
assim, investigar melhor as funcdes biologicas dessa familia génica e até sugerir
o envolvimento dos genes CAT na resisténcia ao Verticillium wilt - VW, ja que a
producédo de ERO ocorre de forma rapida como um dos processos em resposta
ao reconhecimento de infecgdo por patégenos.

Atualmente, numerosos projetos genomas estdo em andamento,
sequenciando dezenas de milhares de nucleotideos e disponibilizando tais
informacBes em bancos de dados publicos para toda comunidade cientifica, pois
nesses bancos de dados, como o GenBank-NCBI, sdo depositadas além de
sequéncias de DNA, sequéncias de aminoacidos/proteinas, que séo codificadas
por genes e a partir disso é possivel explorar a funcionalidade dos genes que
compde o genoma de muitas espécies-alvo (NORVELL; MACHALEK, 2000;
HEINEMANN, 2000).

O National Institute of General Medical Sciences — NIGMS, anunciou a seu
“Protein Structure Initiative”, que é projetado para organizar um grande esforco
cooperativo na gendmica estrutural, que provém dos resultados dos projetos de
sequenciamento e das recentes determinagcfes de estrutura proteicas.

Através desse projeto, o NIGMS procura desenvolver um recurso publico
para organizar e analisar estruturas proteicas e suas familias. Este recurso ligara
informacdes de sequéncias, estruturas e sua informacgéao funcional e permitira a
previsao de estruturas desconhecidas por meio da modelagem de homologia que
se baseia na identificacdo de genes homadlogos cujas funcdes ja sdo conhecidas
(NORVELL; MACHALEK, 2000).

Além da magnitude dos estudos de natureza molecular e do grau de
informacdes que estas abordagens no campo da bioinformatica fornecem, ainda
se faz necessario analisar o fenétipo resultante da expressao génica, pois continua
sendo uma atividade essencial para identificacéo e diferenciacdo de individuos. A
analise do fenotipo permite estimar a diversidade, bem como, o desempenho
agrondmico para orientar as estratégias de identificacdo de combinacdes
parentais, que ao serem cruzados, possibilitam maior efeito heterético na progénie

e introgressao de genes desejaveis.
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ARTIGO 1

Caracterizacao das familias génicas codificantes de Proteinas
Relacionada a Patogénese (PRs) em Ricinus communis L.

LArtigo a ser ajustado para posterior submissao ao Comité Editorial do periodico cientifico Plus One, em versao na
lingua inglesa.
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Caracterizacdo das familias génicas codificantes de Proteinas
Relacionada a Patogénese (PRs) em Ricinus communis L.

RESUMO: As Proteinas Relacionadas a Patogénese (PRs) fazem parte de um
mecanismo de defesa complexo que atua contra estresses bioticos ou abibticos
em plantas. Assim, objetivou-se caracterizar familias génicas das PRs emRicinus
communis, chamadas neste trabalho de RcPRs, em niveis de sequéncia
nucleotidica e peptidica, incluindo a regido promotora e analise filogenética das
proteinas RcPR-1c, RcPR-4b, RcPR-5a, RcPR-6 e RCcPR10-STH21. A
identificacdo e analise estrutural dos genes RcPR foi realizada no PHYTOZOME
V 12.1, enquanto a analise da regido promotora foi utilizado o servidor
PlantCARE. Os dominios conservados e a superfamilia proteica foram
analisados no Pfam 32.0. A predicdo da localizacdo subcelular, ponto isoelétrico
(pl), peso molecular (MW) e indice médio de hidropaticidade (GRAVY) das
proteinas foram obtidas usando os servidores DeeplLoc e ProtParam. A
identificacdo de locais de fosforilacdo e N-glicosilacdo foi dada a partirdos
servidores NetPhos e NetNGlyc. O Clustal Omega e o0 MEME/MAST foram
utilizados para identificagdo de aminoacidos e motivos conservados. Dos 20
genes RcPRs, 10 sdo RcPR-1; trés RcPR4; cinco RcPR-5, uma RcPR-6 e uma
RcPR10-STH21, com éxons variavel de 1 a 3 e introns de 1 a 2, em um painel
de leitura aberto (ORF) de 222 a 795 pb. A regido de 1500pb a montante de cada
gene PR apresentou elementos cis-reguladores relacionados a fatores de
resposta internos e externos. O pl e 0 MW das proteinas com Peptideo Sinal (PS)
foide4,68a9,17 e 14,96 a 31,26 kDae sem o PS foide 4,58 a9,35e 12,67a 28,83
kDa, respectivamente. O GRAVY indicou regides hidrofébicas nas proteinas
RcPR-5a e RcPR-5e, e nas demais, regiées hidrofilicas. Quanto a filogenia,
houve a formacéo de oito grupos, compostos majoritariamente por membros de
uma mesma familia. Estes dados fornecem informacfes das RcPRs para
utilizacdo funcional e contribuirdA no desenvolvimento de estratégias para
aumentar a resisténcia na espécie contra fitopatbgenos na mamoma.

Palavras-chaves: Analise in silico; Cis-elementos; Mamona



48

Characterization of the gene families encoding Pathogenesis-Related
Proteins (PRs) in Ricinus communis L.

ABSTRACT: Pathogenesis-Related Proteins (PRs) are part of a complex defense
mechanism that acts against biotic or abiotic stresses in plants. Thus, the
objective was to characterize gene families of PRs in Ricinus communis, called
RcPRs in this work, at nucleotide and peptide sequence levels, including the
promoter region and phylogenetic analysis of the proteins RcPR-1c, RcPR- 4b,
RcPR-5a, RcPR -6 and RcPR10-STH21. The identification and structural analysis
of the RcPR genes was performed in PHYTOZOME V 12.1, while the analysis of
the promoter region was used in the PlantCARE server. The conserved domains
and the protein superfamily were analyzed in Pfam 32.0. The prediction of
subcellular location, isoelectric point (pl), molecular weight (MW) and mean
hydropathicity index (GRAVY) of proteins were obtained using DeepLoc and
ProtParam servers. The identification of phosphorylation and N-glycosylationsites
was given from the NetPhos and NetNGlyc servers. Clustal Omega and
MEME/MAST were used to identify amino acids and conserved motifs. Of the 20
RcPRs genes, 10 are RcPR-1; three RcPR4; five RcPR-5, one RcPR-6 and one
RcPR10-STH21, with variable exons from 1 to 3 and introns from 1 to 2, in an
open reading frame (ORF) from 222 to 795 bp. The 1500bp region upstream of
each PR gene showed cis-regulatory elements related to internal and external
response factors. The pl and MW of proteins with Signal Peptide (PS) ranged
from 4.68 to 9.17 and 14.96 to 31.26 kDa and without PS ranged from 4.58 to
9.35and 12.67 to 28 .83 kDa, respectively. GRAVY indicated hydrophobic regions
in the RcPR-5a and RcPR-5e proteins, and in the others, hydrophilic regions. As
for phylogeny, there was the formation of eight groups, composed mostly by
members of the same family. These data provide information on RcPRs for
functional use and will contribute to the development of strategies to increase
resistance in the species against phytopathogens in mammary glands.

Keywords: In silico analysis; Cis-elements; Castor bean
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INTRODUGCAO

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa constitutiva e induzida contra condicbes ambientais
adversas e ataque de microrganismos (TAKKEN; GOVERSE, 2012). No entanto,
para que ocorra esta resposta a resisténcia contra fitopatégenos,receptores
imunes nas plantas deverado ser ativados como resposta de defesa eficaz apds a
deteccado de microrganismos (BOCCARDO et al., 2019).

Assim, a imunidade das plantas é desencadeada pela deteccdo dos
Padrées Moleculares Associados a Microbios - MAMPs (do inglés Microbe-
Associated Molecular Pattern) e a Patégenos - PAMPs(do inglés Pathogen-
Associated Molecular Pattern), que séo reconhecidos pelos Receptores de
Reconhecimento de Padrdes — RRPs (do inglés Pattern Recognition Receptors)
do sistema imune inato das plantas. Estes padrfes ativam a Imunidade
Desencadeada por Padrbes - PTI (do inglés Pattern-Triggered Immunity), e na
auséncia desse padrao, a deteccéao é feita pelos efetores de fitopatdgenos que
sdo reconhecidos pelos genes R e ativam a Imunidade Desencadeada por
Efetores - ETI (do inglés Effector-Triggered Immunity)(JONES; DANGL 2006).

Este reconhecimento gera uma série de respostas, tais como a producao
de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), acido salicilico (AS), acido jasmonico
(AJ), auxinas e giberelinas; acumulo de fitoalexinas e das Proteinas
Relacionadas a Patogénese (Proteinas-PR) (PARK et al., 2004; VAN LOON et
al., 2006; KAUR et al., 2017; BOCCARDO et al., 2019).

Segundo Sels et al. (2008), estas proteinas estdo presentes em baixa
concentragéo nas plantas e sdo induzidas em maiores quantidades em situagdes
patologicas, mas ndo necessariamente implicadas em uma interacdo direta com
fitopatdgeno. Algumas acumulam-se localmente desencadeando a Resposta
Hipersensivel (RH), enquanto outras estdo envolvidas na Resisténcia Adquirida
Sistemicamente (RAS), promovendo a formacdo de barreiras quimicas
(KINKEMA et al., 2000).

Segundo Arora et al. (2020), as proteinas-PRs foram caracterizadas em
19 familias (PR-1 a PR-19), apresentando diversas atividades enzimatica como
glucanases (PR-2; TONON et al., 2002), osmotinas e taumatinas (PR-5; LIU J-J
et al., 2010), inibidores de protease (PR-6; LALUK; MENGISTE, 2011), lisozimas
(PR-8; HEITZ et al., 1994 ), peroxidase (PR-9; GHOSH, 2006), ribonucleases
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(PR10; AGARWAL et al.,, 2013) e quitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11;
BERTINI et al., 2009). Podendo ainda apresentar atividade defensina (PR-12),
tionina (PR-13), de transferéncia lipidica (PR-14) e de oxalato oxidase (PR-15;
PR-16). Destas 19 familias, duas delas (PR-1 e PR-17) ainda néo tiveram suas
funcdes totalmente elucidadas (VAN LOON et al., 2006; MENEZES et al., 2014).

Na cultura da mamona (Ricinus communis L.), assim como em outras
culturas, existem as restricbes de produgdes nas areas de cultivo, decorrentes
do ataque de fitopatdgenos que desempenham um papel proeminente (PRASAD
et al., 2019; SALMAN; ABU-NASER, 2019).

No Brasil, pode-se destacar o mofo-cinzento, causado pelo fungo
Amphobotrys ricini Buchw., como sendo a principal doenca da cultura da
mamoneira, disseminado em todas as areas de cultivo dentro do territério
brasileiro, ocorrendo agressivamente nas regides de condicfes climaticas
favoraveis, com temperatura em torno de 25°C e a umidade relativa do ar sempre
acima de 75% (CHAGAS et al., 2010).

O fungo A. Ricini ataca as inflorescéncias da planta, cachos e frutos,
reduzindo assim a producdo de 6leo, que € o componente de maior valor
agregado a cultura, pela diminuicdo dos frutos colhidos e sua qualidade
(CHAGAS et al., 2010).

Desta forma, a cidade de Cruz das Almas, localizada na regidao do
Recbncavo da Bahia — Brasil, € uma regido que apresenta as condi¢cdes
favoraveis para disseminacdo desta doenca, com temperatura média anual de
24,5°C, 80% de umidade relativa e 1.250 mm de precipitacdo anual
(ALBUQUERQUE et al., 2018).

Atualmente, o Melhoramento Genético € a melhor alternativa para controle
de doencas e obtencdo de variedades e/ou cultivares resistentes. Por isso, 0s
programas de melhoramento tém buscado formas alternativas de avaliar os
genomas das espécies.

Assim, com o advento da simulacdo computacional, através da
bioinformética é possivel identificar genes, prever estruturas tridimensionais de
proteinas por homologia, identificar inibidores de enzimas, organizar e relacionar
informacgOes bioldgicas, agrupar proteinas homologas e montar arvores
filogenéticas, sem elevados custos financeiros, a partir dos resultados oriundos
do sequenciamento genético (CASTRO et al., 2017; KOLAHI et al., 2018).

Estes resultados fornecem informagBes confidveis e valiosas que
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contribuem no desenvolvimento de estratégias que visam aumentar a resisténcia
na espécie contra fitopatdgenos, auxiliando assim o0s programas de
melhoramento, pelo melhor entendimento da interacéo planta-patdgeno.

No entanto, na mamona, ainda nao foi realizada este tipo de estudo com
as Proteinas-PR. O sequenciamento e a anotacdo do genoma foram concluidos,
porém, ainda em sua primeira versdo (320 Mb) com tamanho relativamente
pequeno, distribuido em 10 cromossomos. Até o momento ndo ha mapa de
ligacdo genético disponivel para a espécie, assim 0 genoma encontra-se anotado
em scaffolds (CHAN et al., 2010), no entanto, estas informacdes séo suficientes
para serem exploradas com uso de ferramentas de bioinformatica.

Assim, o presente estudo objetivou caracterizar in silico as proteinas-PR
em Ricinus communis, em nivel de nucleotideos e proteinas, incluindo a analise
dos promotores. Espera-se que estes resultados proporcionem ao Melhoramento
Genético da Mamona avancos significativos nas pesquisas que envolvam

resisténcia, principalmente ao Amphobotrys ricini.

MATERIAL E METODOS
Andlise in silico de genes RcPRs

A identificacdo e analise estrutural dos genes RcPRs (introns/éxons)foram
realizadas utilizando o Banco de Dados de Genomas PHYTOZOME V 12.1
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), por meio do acesso ao genoma de
Ricinus communis. A andlise do painel de leitura aberto — ORF (do inglés Open
Reading Frames) foi realizada usando o servidor ORFfinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), que procura quadros de ORF por meio
da sequéncia de nucleotideos obtidas da biblioteca de DNA em formato FASTA.
Para a identificacdo da estrutura génica, foi utilizado as sequéncias gendmicas
e codantes - CDS (do inglés coding sequence) em formato FASTA no Gene
Structure Display Server 2.0 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/Gsds_upload.php) (HU
et al., 2015).

Andlise das regifes promotoras dos genes RcPRs

Para identificar a presenca dos elementos reguladores cis nas regides

promotoras dos genes RcPRs, foi adicionado a regidao a montante de 1500 pb a
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partir do local inicial da traducdo dos genes (upstream/downstream) e
posteriormente analisados usando o] programa plantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (LESCOT et al.,

2002), por meio da sequéncia em formato FASTA.

Andlise in silico de proteinas PRs

O ponto isoelétrico tedrico - pl (do inglés isoelectric point), peso molecular
- MW (do inglés molecular weight) e o indice de hidropaticidade média - GRAVY
(do inglés Grand average of hydropathicity) foram identificados usando o servidor
ExPASy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (GASTEIGER et al.,
2005). A previsdo da localizacao subcelular e do peptideo sinal foi realizada com
o auxilio dos servidores DeeplLoc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/)
e SignalP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), respectivamente
(ARMENTEROS et al.,, 2017; ARMENTEROS et al.,, 2019). Os servidores
NetPhos 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (BLOM et al., 1999) e
NetNGlyc 1.9 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) foram usados para
identificar possiveis locais de fosforilagdo (Ser/Thr/Tyr) e possiveis locais de N-
glicosilagéo (Tipo Asn-X-Ser/Thr), respectivamente. Os dominios conservados e
a superfamilia proteica foram identificados pelo servidor Pfam v 32.0
(https://pfam.xfam.org/) (EL-GEBALI et al., 2019). Para o alinhamento e
identificacdo dos aminoacidos conservados entre as proteinas-PR foi utilizado o
servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et
al., 2011). A analise dos motivos proteicos foi realizada utilizando oMEME/SUITE
(http://meme-suite.org/tools/meme) (BAILEY et al., 2009). O nUmero méximo de
motivos foi ajustado para 20, o comprimento maximo dos motivos, a largura
Otima, e os demais parametros foram usados como padrao. Todas estas analises
foram realizadas pela insercédo das sequéncias proteicas, no formato codigo de
letras no servidor EXPASyY ProtParam e formato FASTA nos demais respectivos

servidores supracitados.

Alinhamentos e filogenia da estrutura genética das RcPRs

O alinhamento entre as 20 sequéncias de aminoacidos das Proteinas-PR
de Ricinus communis com as sequéncias de Nicotiana tabacum L. (Tabaco) e

Arabidopsis thaliana L. foram realizadas no servidor Clustal Omega
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(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2011). A escolha de
N. tabacum deve-se porque as proteinas-PR foram identificadas pela primeira
vez em folhas de uma cultivar dessa espécie e A. thaliana por ser um organismo
modelo para estudos de genética. O alinhamento entre as sequéncias proteicas
foi realizado no programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016), posteriormente foi
construida uma arvore filogenética pelo método estatistico neighbor-joining, que
utiliza uma matriz de distancia genética para unir em pares as sequéncias mais
proximas, usando o, o modelo JTT. Para as sequéncias que nao foram unidas
em pares na etapa anterior é calculada uma nova distancia para cada par. Esta
etapa repete sucessivas vezes até que a arvore seja totalmente gerada (SAITOU;
NEI 1987).

RESULTADOS
Familias génicas PRs no genoma de Ricinus communis L.

A anotacdo existente no Banco de Dados PHYTOZOME V 12.1
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) do genoma de Ricinus communis
permitiu a identificacdo de 20 genes, chamados neste trabalho de RcPR-1a,
RcPR-1b.1, RcPR-1b.2, RcPR-1c, RcPR-1d, RcPR-1Be, RcPRB1-3f, RcPR-1g,
RcPR-1h, RcPR-1i, RcPR-4a.1, RcPR-4a.2, RcPR-4b, RcPR-5a, RcPR-5b,
RcPR-5c, RcPR-5d, RcPR-5e, RcPR-6 e RcPR10-STH21, classificados emcinco
diferentes familias: PR-1; PR-4; PR-5; PR-6 e PR-10 STH21.

Particularmente, nos genes RcPR-1b e RcPR-4a foram identificados
splicing alternativo sofrido no RNA mensageiro, conforme registro no Banco de
Dados PHYTOZOME V 12.1, pela ferramenta nucleotide query to nucleotide db
- BLASTN (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), em razdo disto, as
formas alternativas foram denominadas de genes RcPR-1b.1 e RcPR-1b.2;
RcPR-4a.1 e RcPR-4a.2.

Dos 20 genes anotados no Banco de dados PHYTOZOME V 12.1 do
genoma de R. communis, 10 pertencem a familia PR-1 (RcPR-1a, RcPR-1b.1,
RcPR-1b.2, RcPR-1c, RcPR-1d, RcPR-1Be, RcPRB1-3f, RcPR-1g, RcPR-1h e
RcPR-1i); trés pertencem a familia PR-4 (RcPR-4a.1, RcPR-4a.2, RcPR-4b);
cinco pertencem a familia PR-5 (RcPR-5a, RcPR-5b, RcPR-5¢, RcPR-5d e
RcPR-5e); um pertence a familia PR-6 (RcPR-6) e um a familia PR-10 STH21

(RcPR10-STH21). Estes genes apresentaram numero de éxons variavel de 1 a
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3 eintrons de 1 a 2 (Figura 1), enquanto o painel de leitura aberto (ORF) variou
de 222 a 795 pb (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos genes PRs presentes no genoma de Ricinus
communis, de acordo com PHYTOZOME V 12.1.

Nogrgﬁéjo I;aér;lii::ig Gene ID Localizacédo (“Scaffold”) ORF ng)r(l(t)irc]isade Qt}gprtg?]zde
RcPR-1a PR-1 30099.t000028  30099:134094..134579 486 1 0
RcPR-1b.1 PR-1 30099.t000029  30099:150206..150899 312 3 2
RcPR-1b.2 PR-1 30099.t000030  30099:151756..152238 483 1 0
RcPR-1c PR-1 30099.t000031  30099:154297..155045 486 1 0
RcPR-1d PR-1 30099.t000032 30099:161783..162283 501 1 0
RcPR-1Be PR-1B 30099.t000036  30099:181211..181699 489 1 0
RcPRB1-3f PRB1-3 27894.t000032 27894:426397..426912 516 1 0
RcPR-1g PR-1 27766.t000007 27766:99107..99703 597 1 0
RcPR-1h PR-1 27766.t000008 27766:111436..111975 540 1 0
RcPR-1i PR-1 30099.t000027 30099:131507..131998 492 2 1
RcPR-4a.1 PR-4 29598.t000016 29598:67883..68473 300 2 1
RcPR-4a.2 PR-4 29598.t000017 29598:69822..70438 348 2 1
RcPR-4b PR-4 29598.t000018 29598:71374..72176 501 2 1
RcPR-5a PR-5 30170.t000403 30170:2181957..2182730 774 1 0
RcPR-5b PR-5 30152.t000023 30152:873257.. 874051 795 2 1
RcPR-5c PR-5 29669.t000034 29669:212759..213502 744 1 0
RcPR-5d PR-5 30116.t000002 30116:61671..63370 222 3 2
RcPR-5e PR-5 29669.t000043 29669:282612..283444 726 1 0
RcPR-6 PR-6 30099.t000037  30099:186152..186646 495 1 0
RSCTpﬁzlf g$|—1|(2)1 29726.t1000222 29726:1239960..1240556 267 2 1
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Figura 1. Estrutura génica das PRs em Ricinus communis L. As barras amarelas

representam os éxons e 0s introns estao representados em linhas.
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Andlise das sequéncias promotoras dos genes RcPRs

De acordo com a Figura 2 e a Suplementar 5 os elementos cis-regulatorios
TATA, CAAT-box e de capacidade de resposta a luz estdo presentes em todos
0s 20 genes analisados. Em menores propor¢des, foram encontrados elementos
cis que respondem a estreses abidticos, bidticos e mecéanicos, como resposta a
seca, a 4gua, a baixa temperatura, a deficiéncia nutricional, patogénese e seu
ciclo celular, ao cadmio, inducdo anaerdbica e a lesdo. Outros elementos cis em
resposta ao crescimento e desenvolvimento da planta como, ativacdo do
meristema, metabdlicos Zein e local de ligagdo da proteina ao DNA em regido
rica em AT, expressdo do endosperma, células do mesdfilo, a controle de
aspectos diferentes relacionados a fisiologia celular, biossintese de flavonoides
e controle do ciclo cicardiano. Além dos elementos cis que respondem aos
fitormbnios, como etileno, giberelina, acido salicilico, a auxina, ao acido abscisico

e ao indutor de resisténcia metil jasmonato — MeJA.
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Figura 2. Elementos cis presentes na regiao promotora das Proteinas Relacionadas a Patogéneses em Ricinus communis L.
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Andlise das proteinas das RcPRs

O numero de amino&cidos das proteinas RcPRs variou de 136 (RcPR-1i)
a 290 (RcPR-5d) (Tabela 2). A predicdo do ponto isoelétrico (pl) das 17
sequéncias proteicas com peptideo sinal (PS) variou de 4,68 (RcPR10- STH21)
a 9,17 (RcPRB1-3f); e o peso molecular (MW) de 14,96 kDa (RcPR-1i) a 31,26
kDa (RcPR-5d). Sem o PS, o pl variou de 4,58 (RcPR-1d) a 9,35 (RcPRB1-3f);
e o MW de 12,67 (RcPR-1i) a 28,83 kDa (RcPR-5d). O tamanho do PS variou de
20 a 26 residuos de aminoacidos, com excecéao das proteinas RcPR-1b.1; RcPR-
5a e RcPR10- STH21 que néo apresentaram o PS. O indice de hidropaticidade
média - GRAVY (do inglés Grand average of hydropathicity) foi positivo (+)
indicando regides hidrofobicas (apolar) nas proteinas RcPR-5a e RcPR-5¢e(0,044
e 0,226), nas demais foram identificados uma hidropaticidade média negativa (-
), regides hidrofilicas (polar), variando de -0,451 (RcPRB1-3f) a -0,07(RcPR10-
STH21) (Tabela 2).

Um total de 42,85%, das proteinas foram localizadas no espaco
extracelular (55,48% a 98,64% de probabilidade) (Tabela 2), 38% nos lisossomos
(99,99% de probabilidade), uma na membrana celular (85,81% de probabilidade),
uma no citoplasma (68,14% de probabilidade) e uma no cloroplasto (27,40% de
probabilidade) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das Proteinas Relacionadas a Patogéneses presentes
no genoma de Ricinus communis. pl: ponto isoelétrico; Mw: peso molecular em
QuiloDalton (kDa); SP: peptideo sinal; aa: residuos de aminoacidos e GRAVY:

grau médio de hidropaticidade (Continuacéo).

pl Mw .
Proteina ID Proteina Tamar)ho com/sem com/sem Probab|l|d§de de  Tamanho GRAVY
Proteina Sp Sp exportacéao (%) SP (aa)

RcPR-la 30099.m001649 161  5,60/5,67 17,94/15,45 L'sossog“g/ggcuo'o 1-23 -0,365
RcPR- Cloroplasto

b  30099.m001650 183 5,46 20,94 2740 -0,093
RCPR- 30000.m001651 160  6,80/6,34 17,80/15,33 -isossomo/Vaciolo 1-23 -0,366
1b.2 62,23
RcPR-1c  30099.m001652 161  8,97/8,80 17,62/15,12 L'Sossogg/gfcuo'o 1-24 -0,231
RcPR-1d  30099.m001653 166  4.73/458 18.26/1535 -isossomo/Vaciolo 126 -0,249

76,15
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Tabela 2. Caracteristicas das Proteinas Relacionadas a Patogéneses presentes
no genoma de Ricinus communis. pl: ponto isoelétrico; Mw: peso molecular em
QuiloDalton (kDa); SP: peptideo sinal; aa: residuos de aminoacidos e GRAVY:

grau médio de hidropaticidade (Conclusao).

pl Mw

Proteina ID Proteina -Il-Darrg'?;iEg corg/sem corg/l:s)em Péggi?:gggge((% ng?;g)o GRAVY
RcPR-1Be 30099.m001657 162  5,69/553 17,81/15.23 Lisossorgg,’ggwo'o 124 -0,446
RCPRB1-3f 27894.m000804 171  9,17/9,35 19,22/16,80 Lisossoggg’gcuo'o 1-24  -0,451
RcPR-1g 27766.m000157 198  6,08/5,64 22,83/19,81 Exg‘fjg“ar 126 -0,429
RCPR-1h  27766.m000158 179  8,79/8,54 20,47/17,90 Eth%‘,’g'lu'ar 122 -045
RCPR-1i  30099.m001648 136  8,68/8,82 14,96/12,67 Lisossorggf;/gcuo'o 123 0,347
RcPR-4a.1 29598.m000457 142  9,01/8,83 15,69/13,43 EX‘;E;fgg“ar 121 -0111
RcPR-4a.2 29598.m000458 142  8,15/6,97 15,43/13,17 EthaS‘,’gf'ar 121 -0,013
RCPR-4b  29598.m000459 202  6,24/6,97 21,79/19,69 Eth%‘,’jf'ar 121  -0,306
RcPR-5a 30170.m013991 257 4,71 26,5 Eth%‘fjg“ar - 0,044
RCPR-5b  30152.m002402 234 9,02  2545/23,21 Eth%‘fjg“ar 1-20  -0,172
RCPR-5c  29669.m000825 247  5,17/514 26,92/24,68 Ethalfg'zu'ar 120  -0,038
RcPR-5d 30116.m000371 290  5,89/5,90 31,26/28,83 Membgjgfe'“'ar 1-22  -0,067
RCPR-5e  20669.m000834 241  4,89/504 25,78/23,43 Ethgg“” 122 0,226
RCPR-6  30099.m001658 164  8,15/7,76 17,83/15,13 Lisossog’gfggcuo'o 126  -0,191
Rscflflef' 29726.m004110 160 4,68 17,65 C"%%‘:"ﬂ“a - -0,07
A proteina RcPR-5d apresentou 31 sitios de fosforilagdo
(7Thre/19Ser/5Tyr); seguido da RcPR-5a com 28 sitios de fosforilagdo

(9Thre/16Ser/3Tyr); a RcPR-5¢c com 26 sitios de fosforilagcdo (7Thre/14Ser/5Tyr);
a RcPR-5b com 25 sitios de fosforilacdo (14Thre/5Ser/6Tyr); a RcPR-1g com 24
sitios de fosforilacdo (9Thre/11Ser/4Tyr); as proteinas RcPRB1-3f e RcPR-5e
(7Thre/12Ser/4Tyr, 7Thre/15Ser/1Tyr,

respectivamente); a RcPR-6com 21 sitios de fosforilacdo (4Thre/11Ser/6Tyr); a

com 23 sitios de fosforilagdo
RcPR-1b.1com 20 sitios de fosforilagéo (3Thre/17Ser); as proteinas RcPR-1a e
RcPR-4bcom 18 sitios de fosforilacdo (5Thre/6Ser/7Tyr, 8Thre/7Ser/3Tyr,

respectivamente); a RCPR-1d com 16 sitios de fosforilacdo (3Thre/6Ser/7Tyr); as
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RcPR-1b.2 e RcPR-1h com 15 sitios de fosforilagdo (5Thre/4Ser/6Tyr,
5Thre/7Ser/3Tyr, respectivamente); a RcPR-1Be com 14 sitios de fosforilagdo
(3Thre/7Ser/4Tyr); a RcPR-1c com 13 sitios de fosforilacdo (1Thre/9Ser/3Tyr); a
RcPR-1i com 12 sitios de fosforilacdo (1Thre/7Ser/4Tyr); as RcPR10- STH21 e
RcPR-4a.1lcom 10 sitios de fosforilacdo (5Thre/4Ser/1Tyr, 7Thre/3Ser,
respectivamente); e a RcPR-4a.2 com 9 sitios de fosforilacdo (7Thre/2Ser).
Apenas as proteinas RcPR-5d; RcPR-5e; RcPR-5a; RcPR-1d; RcPR10- STH21,;
RcPR-1a; RcPR-6; RcPR-5c;RcPR-1ge RcPR-liapresentaram sitios de N-
glicosilacédo, sendo 10, 4, 2,2,2,1,1, 1, 1, 1 e 1 respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Modificagcdes Pds-traducionais em Ricinus communis L. das Proteinas

Relacionadas a Patogéneses (Continuacao).

Sitios de N-

Proteina ID Proteina Sitios de fosforilagcédo L
glicosilagdo

Tio; T1s; Sze; Y3o; Tas; Tss; Yso; Sez;
RcPR-1a 30099.m001649 Se6; Y73; Ysa; Y103; Y105, S107; S109; Nag
Y120; T121; S128

819; 824; T4;, 860; 862; 867; S76; SSO;
RcPR-1b.1 30099.m001650 So3; S101; T117; S121; S123; S130; T142; -
Si147; S155; S1s8; S171; S177

Tis; S21; Sz6; Y30; Yso; Te2; Y76; Sao; )
RCPR-1b.2 30099.m001651 Y104; Y106; S108; T127; T1ss; T142; Y143

Ss; S7; Si1; So2; Tas; Svs; Y77, Saa, )
RcPR-1c 30099.m001652 Ses; Seo; Y104, Y120, S128

S7; S17; Y33, Ts2; Yea, S77; Ysa1, Sos;
RcPR-1d 30099.m001653 Y108, Y110, T116; Y124, S132; S134; Nso; Ns4
Taias; Y155

S7; T27; Ya1; Tas; Sss; S7s; Y77; S84; )
RcPR-1Be 30099.m001657 Sso; To1; Y103; Y104, Si28; S137

S3; To; Sis; S2o0; S23; S24; Sos; Taz;
Tss; Sso; Se4; Ses; Yss; So4; Y113; )
RcPRB1-3f 27894.m000804 Y114; T120; T122; Y130; T131; Si3s;

T149; S150

Ss; Tos; So26; So8; S30; T3s; Tas; Yae;
Sae; S73; Ss3; Tos; Sio0s; Yiis; Si21;

T126; S132; Y140; Y141, S147; Tuss;
Ti64; T1es; T183

RcPR-1g 27766.m000157 Na2
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Tabela 3. Modificagdes Pos-traducionais em Ricinus communis L. das

Proteinas Relacionadas a Patogéneses (Concluséo).

Proteina

ID Proteina

Sitios de fosforilacéo

Sitios de N-
glicosilacdo

RcPR-1h

RcPR-1i

RcPR-4a.1

RcPR-4a.2

RcPR-4b

RcPR-5a

RcPR-5b

RcPR-5c

RcPR-5d

RcPR-5e

RcPR-6

RcPR10-STH21

27766.m000158

30099.m001648

29598.m000457

29598.m000458

29598.m000459

30170.m013991

30152.m002402

29669.m000825

30116.m000371

29669.m000834

30099.m001658

29726.m004110

Si13; Sis; Tio; T23; Sas; Saz; Tas; Sso;
Yo3; Si01; S116; Y129; Y137; T14s; T1s4

Sis; So6; Ya30; Yss; Sso; Ssa; Sss; Yos;
T103; S104; Y125; S134

Ts; Sa2s; T3o; Sa7; Ts2; Tes; Too; Toz;
To7; S105

Te; Sos; T30; Sa7; Ts2; Tes; Tss; Toz;
To7

S3; Sa0; Yaz; Tas; Ys1; Ss3; S72; T77;
Too; S107; Y112; Tiss; T127; Tize; Tia4;
Tuss; S153; S197

Ta17; Tao; Ss1; Ts7; T111; S119; Sizs;

Si129; Y135, Siss; S180; Si82; Siss;

S207; T208; To11; S213; To1s, So1s;

S227; S230; Y233; S237; S23s; T23;
S243; Y247, Toso

To; Taz; Ta7; Sao; Tso; T74; Ts1; Si02;
T107; T112; S139; Y177; T179; Yis2;
Ya1ss; S190; T193; T197; S200; T209;

Y210; Y211; Ya15; Toz1; Tozs

Ts; Sis; T23; T4z, Yaa, Yso, Yas; Tog;
Si0s; S106; S117; Y122; S127; S137;
S143; Y169, S190; S193; S198; S200;
S202; S203; S20s; T211; T219; T232

Se; S27; T2s; Ss2; Yes; So7; Y101, S1o0s;
Si109; T113; T118; S128; S140; S149;
Sie6; S178; Tiss; Yiss; Y194, S19s;
So0e; S218; T226; S227; S232; Y236,

T247; S250; S261; So6s; Toss

T11; S14; Tis; T26; Sas; Sas; Se2; Ses;
Too; S118; Y127; S142; S148; Si154; Siss;
Sisg; T199; Too1; T20s; S225; S227;
So32; So34

S3; S7; S12; So9; Y33; Ts7; Yez; Sve;
Svs; Y79; Ss7; Sss; Seo; Soo; Toz; Tos;
Y106, Y107, Y109; T124; S129

T7; Si12; S17; Sa1; Ts3; Ye7; Tss; Sio9;
T123; T12s

Nag

N2s; Na1

Na; N24; Nso;
Nss; N1o3;
N147

N32; Nes;
N197; N2o7

N1o0s
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Os dominios funcionais das proteinas sao unidades modulares que as
caracterizam com uma funcdo bioquimica, eles foram especificos para cada
grupo de PRs segundo a base de dados de familias proteicas Pfam. Assim, as
RcPR-1 apresentaram o dominio PF00188 referente Familia de Proteinas
Secretoria Ricas em Cisteina e PF13456 referente Familia de Enzimas da
Ribonuclease (RNase H); as RcPR-4 com o dominio PFO0967 caracteristico da
Familia Barwin; as RcPR-5 com o dominio PF00314 referente a Familia
Thaumatina; a RcPR-6 apresentou o dominio PF00188 também referente a
Familia de Proteinas Secretoria Ricas em Cisteinas; a RcPR10-STH21 com o

dominio PF00407 caracteristico de membros da familia PR-10 (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas dos Dominios Proteicos conservados em Ricinus
communis L. nas Proteinas Relacionadas a Patogénese. aa: residuos de

aminoacidos (Continuacao).

Dominio Intervalo L .
Proteina ID Proteina  Funcional conservado cc?r?é]:alrr\]/gdzrlg;?rl\cil?a
(PFAM) (aa)
Familia de proteinas
RcPR-1a 30099.m001649 PF00188 31-149 L L
secretoria rica em cisteina
Familia de Enzimas
RcPR-1b.1  30099.m001650 PF13456 133-172 )
da Ribonuclease (RNase H)
Familia de proteinas
RcPR-1b.2  30099.m001651 PF00188 32-148 L. .
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPR-1c 30099.m001652 PF00188 33-149 L L,
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPR-1d 30099.m001653 PF00188 35-154 L L,
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPR-1Be  30099.m001657 PF00188 32-147 L. .
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPRB1-3f 27894.m000804 PF00188 42-159 . o
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPR-1g 27766.m000157 PF00188 64-186 L ey
secretoria rica em cisteina
Familia de proteinas
RcPR-1h 27766.m000158 PF00188 50-167 L ey
secretoria rica em cisteina
i Familia de proteinas
RcPR-1i 30099.m001648 PF00188 62-124 L. .
secretoria rica em cisteina
RcPR-4a.1  29598.m000457 PF00967 24-138 Dominio Barwin
RcPR-4a.2  29598.m000458 PF00967 24-138 Dominio Barwin
RcPR-4b 29598.m000459 PF00967 68-186 Dominio Barwin
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Tabela 4. Caracteristicas dos Dominios Proteicos conservados em Ricinus
communis L. nas Proteinas Relacionadas a Patogénese. aa: residuos de

aminoacidos (Conclusao).

Dominio Intervalo Dominio Proteico

Proteina ID Proteina (Fgg/iif\),.r;al conisg\)/ado conservado Familia
RcPR-5a 30170.m013991 PF00314 39-253 Familia Taumatina
RcPR-5b 30152.m002402 PF00314 27-234 Familia Taumatina
RcPR-5c 29669.m000825 PF00314 26-247 Familia Taumatina
RcPR-5d 30116.m000371 PF00314 35-241 Familia Taumatina
RcPR-5e 29669.m000834 PF00314 29-241 Familia Taumatina

Familia de proteinas
RcPR-6 30099.m001658 PF00188 34-152

secretoria rica em cisteina

RCPR10- " - )
20726.m004110 PF00407  1-153  amiiaBetvl, tipicaem PR

STH21 10

A identidade das sequéncias proteicas foi de 0% a 92,25%. (Tabela
Suplementar 4), no qual o maior grau de identidade observado foi entre proteinas
da mesma familia, como observa-se na RcPR-5a e RcPR-5b (92,25%), seguidos
da RcPR-1c e RcPR-1Be (69,57%), RcPR-4a.2 com a RcPR-4a.1 e RcPR-4b
(67,61%), RcPR-1d e RcPR-1Be (67,70%), RcPR-1d e RcPR-1c (67,08), RcPR-
1b.2 e RcPR-1i (55,15%), RcPR-1a com RcPR-1b.2 e RcPR-1c (54,43%), RCPR-
5a e RcPR-5b (53,88%), RcPR-1b.2 e RcPR-1Be (52,23%), RcPR-1b.2 e RcPR-
1d (51,59%), RcPR-1g e RcPR-1h (51,12%), com excecdo da RcPR-6 e RcPR-
1c (66,46%), RcPR-6 e RcPR-1Be (58,39%) e da RcPR-la com a RcPR-6
(56,25%), por apresentarem o mesmo dominio proteico funcional (Tabela 4).
Ademais, nao foi observado similaridade entre proteinas de diferentes familias,
(Figura Suplementar 4). As demais apresentaram graus de identidade inferior a
50%.

A analise no programa Multiple Em for Motivo Elicitation- MEME Suite
identificou 20 sequéncias conservadas e dentre essas, trés motivos proteicos
com funcdes biologicas ja descritas na literatura em proteinas-PRs.

Os motivos CNYx e PxGNxxxxxPY foram identificadas na mesma
sequéncia conservada nasproteinas RcPR-1a, RcPR-1b.2, RcPR-1c, RcPR-1d,
RcPR-1Be, RcPRB1-3f, RcPR-1g, RcPR-1h, RcPR-1i e na RcPR-6.
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Além destas, foi possivel identificar também o motivo GXGGxG, na sua
forma reduzida GxGG, na proteina RcPR10- STH21 (Figura 3 e Figura

Suplementar 7).

Figura 3: Arvore filogenética das 20 proteinas RCPRs e seus respectivos motivos
proteicos conservados. Esta arvore foi construida a partir do método Neighbor-
Joining, usando o modelo JTT. Os motivos conservados totalizaram 20 e foram
identificados no servidor MEME Suits. O ultimo motivo, de cor lilas, nas nove
RcPR-1 e na RcPR-6, identificadas com as ramificacdes de cor amarela, contém
as sequéncias CNYx e PxGNxxxxxPY e o menor motivo, de cor verde claro,
presente na RCPR10-STH21 contém a sequéncia GxGG. Os demais motivos
conservados sao relacionados as fungfes de cada uma das cinco familias (PR-
1; PR-4; PR-5; PR-6 e PR-10) identificadas no genoma de R. communis L.
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Relacao filogenética

Uma outra arvore filogenética foi construida a partir das sequéncias
proteicas RcPRs com as proteinas-PR de Nicotiniana tabacum L. (NtPR) e
Arabidopsis thaliana L. (AtPR) (Figura 4). De acordo com a analise filogenética,
as Proteinas-PR das trés espécies analisadas, agruparam-se majoritariamente

por familias, em um total de oito grupos.
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Destes, cinco agrupamentos foram formados por membros da familia PR-
1, no entanto, trés desses grupos, alocaram também membros pertencentes as
familias PR-4 e PR-6. Além destes,um outro grupo foi formado por membros da
PR-4 que também alocou um Uunicomembro pertencente a familia das PR-1.

Ja os membros da familia das PR-5 uniram-se formando apenas um grupo,
semelhante aos membros da familia dasPR-10 que também formaram apenas
um grupo . Apesar da filogenia ter mostrado a presenca de agrupamentos, pode-
se observar que todos os membrosestavam estreitamente prOXimos aos grupos
constituidos. Nitidamente,os maiores grupos foram formados por membros
pertencentes a familia PR-1. De outro modo, o menor agrupamento foi formado

pelos membros pertencentesa familia das PR-10.
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Figura 4. Arvore filogenética das Proteinas Relacionadas a Patogénese
presentes em Ricinus communis, Nicotiniana tabacum e Arabidopsis thaliana.
Andlise foi realizada a partir de sequéncias proteicas pelo método Neighbor-

Joining, inferida a partir de 1000 replicatas e usando o modelo JTT.
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DISCUSSAO
Familia de genes PRs no genoma de Ricinus communis L.

A variacdo no numero de genes PRs e sua distribuicdo em diferentes
familias génicas é comumente observada entre as espécies.

Apesar da anotacdo cientifica de 19 familias génicas precursoras das
proteinas-PR, como observado, essas familias ndo necessariamente, estao
presentes nos genomas vegetais em sua totalidade. Esse fenbmeno acontece,
possivelmente, devido as diferentes estratégias que cada espécie desenvolve ao
longo do processo evolutivo para lidar com diferentes tipos de agressdes sofridas
pelo ataque de fitopatdgenos, isto é, sdo ativadas apenas as familias génicas
com funcdes biolégicas correspondentes a cada agressor oportunista em cada
espécie.

Além disso, o numero de membros pertencentes a uma mesma familia
génica é muito variavel entre as espécies, como ja dito. No genoma de R.
communis, metade dos genes PRs, pertencem a familia génica das PR-1, muito
provavelmente porque esta familia € considerada a mais extensa entre as
demais, e produzida em maior nimero nas plantas durante o ataque de
fitopatdgenos biotréficos na defesa intracelular mediante ao acumulo do AS, pois
a sua expressao tem sido usada ha muito tempo como marcador de resisténcia
a doencas mediadas por esse acido que conduz a RAS (VAN LOON et al., 1994;
VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; BREEN et al., 2017).

Presumivelmente, os fitopatégenos de importancia econémica em Ricinus
communis sdo biotréficos e/ou hemibiotréficos, justificando assim, a grande
maioria dos genes RcPRs serem pertencentes a familia das PR-1.

Ademais, doze dos 20 genes analisados ndo apresentaram introns, o que
tipicamente, indica que eles podem ser transcritos de maneira mais rapida que
as demais sequéncias com regides intronicas, visto que a presenca de introns
pode resultar em atrasos na producao de produtos génicos devido as etapas de
processamento do transcrito (JEFFARES et al., 2008).

Contudo, estas regides sao de suma importancia, pois abrigam os RNAs
nao traduzidos, bem como os elementos de controle de splicing, que regulam o
processamento do RNA mensageiro (MRNA) e permitem o splicing alternativo,
gue leva a uma maior variabilidade de produtos génicos, as proteinas (ZHU et
al., 2009; WOODS et al., 2016).
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Atualmente, estudos sobre a evolucao dos introns descobriram que a sua
perda é mais provavel do que o ganho, durante o processo evolutivo (ROY et al.,
2006; SHI; DU et al., 2020). Com base nisto, pode-se supor que a maioria dos
genes RcPRs com regides intrbnicas sejam mais antigos que 0s genes que nao
apresentam essas regides, pois ao longo do processo evolutivos essas regides
foram perdidas (SHI; DU et al., 2020).

Ademais, a presenca do numero de éxons e introns em genes PRs mostra-
se ser pouco variavel. De acordo com trabalhos anteriores, o numero deéxons,
geralmente, é variavel de 1 a 2, e na presenca de dois éxons a separacaoé feita
por apenas uma regiao intrbnica (MENEZES et al., 2014; JIANG et al., 2015; LU
et al., 2018). Esta mesma variacdo também foi encontrada na maioria dos genes
RcPRs analisados. No entanto, em apenas dois genes RcPRs foramidentificados
trés éxons, separados por dois introns, sendo esses maiores que que os demais
genes RcPRs analisados (Figura 1).

Por meio disso, pode-se concluir que a auséncia das regides intrénicas na
maioria dos genes RcPRs impossibilita a diversidade de transcritos a partir do
mesmo gene ou até mesmo atuando como regulador de expressao génica
(micro-RNAS).

Andlise da regido promotora dos genes RcPRs.

A andlise dos elementos cis-reguladores nas sequéncias promotoras de
1500pb, no montante do local de inicio da traducdo de cada um dos 20 genes
RcPRs analisados, permitiu identificar os elementos associados a varias
respostas a estresses.

Ainda permitiu identificar elementos como o TATA e CAAT-box, dentre
outros que evidenciam a presenca de locais de acoplamento para fatores de
transcricdo, potenciadores e elementos repressores necessarios para a
expressdo adequada dos genes RcPRs (WITTKOPP et al., 2012).

Hoje, sabe-se que numerosos genes em plantas sao fortemente ativados
em nivel transcricional apés o ataque de fitopatégenos (NASIR et al., 2017).

Com base nisto, a presenca de elementos em resposta aos fitorménios
acido salicilico (AS), etileno (ET), giberelina (AG), acido abscisico (ABA), metil-
jasmonico (MeJA) e auxinas nos genes RcPRs, sdo de suma importancia, pois

sao tidos como importantes fatores internos de sinais bioquimicos que medeiam
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reacoes envolvidas na regulacdo desde o desenvolvimento/crescimento e
florescimento de plantas (IONESCU et al., 2017).

Além disso, podem ser regulados simultaneamente em resposta a
estresse bioticos, ndo somente em ocasides em que a planta precisa se adaptar
a ambientes externos adversos, mas também atuam como moduladores em
complexas cascatas de sinalizacdo para respostas imunoldgicas na planta
(GRANT; JONES et al., 2009). Isto €, a presenca destes elementos na regido
promotora dos genes RcPRs evidenciam que eles estao envolvidos em resposta
a diferentes estresses, bioticos e abioticos.

Ademais, a presenca destes elementos corroboram com as atuacoes
desempenhadas pelas proteinas precursoras dos genes PRs nos vegetais, pois
sdo envolvidas diretamente no sistema imunoldgico inato das plantas, onde
alguns desses genes sdo induzidas em grandes quantidades, levando a uma
resposta local, Hipersensivel, como em outras ocasifes respondem aResisténcia
Adquirida Sistémica — RAS (KINKEMA et al., 2000).

Sabe-se que alguns genes PRs sao induzidos, particularmente, pelo
acumulo dos fitormoénios AS (PR-1; PR-2 e PR-5) e AJ (PR-3; PR-4 e PR-12),
onde a composicdo, quantidade e tempo desses elementos versateis diferem
significativamente dentro das espécies de plantas e dependem do estilo de vida
do patdgeno (biotréficos, hemibiotréficos ou necrotroficos), e do seu modo de
infeccdo (DE VOS et al., 2005; ALl et al., 2018). Normalmente, o acimulo de AS
€ dado na presenca de fitopatdgenos biotréficos, enquanto o acamulo de AJ,
como também do ET, medeiam a resisténcia a fitopatégenos necrotroficos, e a
pragas herbivoras (BARI; JONE, 2009).

De forma geral, tanto o acumulo de AS e AJ como do ET, respondem
como sinais secundarios apos o atague de fitopatdbgenos em resposta a RAS,
produzindo uma barreira quimica em tecidos distantes do sitio primario da
infeccdo (CHO; LEE, 2015; LIU et al., 2016). No entanto, ainda podem estar
envolvidos em vias metabdlicas priméarias (CHO; LEE, 2015). O acumulo tanto de
AS como de AJ, também podem ativar genes através de vias seletivas,
dependentes de fatores de transcricdo, porém, normalmente, o acimulo de AS,
ativa a RAS de forma direta (ALl et al., 2018).

Zhang et al. (2013), ao analisarem o transcriptoma de Gossypium
barbadense cv. Pima90-53, uma variedade de algodéao inoculado com o fungo de

solo, Verticilium dahliae, causador de uma doenca vascular altamente
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destrutiva na cultura, identificaram um total de 270 fatores de transcricdo do tipo
ERF/EREBP, elementos de agéo cis associados ao ET. Os resultados mostraram
que o ET regulou componentes que levaram a expressao de moléculas de
sinalizacdo em resposta de defesa. Além disso, a via do ET pode ser ativa tanto
durante o desenvolvimento das plantas ou em resposta a demaisestimulos,
sejam bidticos ou abiéticos (GRANT; JONES et al., 2009).

Além destes classicos fitorménios, a presenca do ABA, AG e de auxinas,
também sdo conhecidas por modular o sistema inume das plantas, porém pouco
se sabe sobre o modo de atuacéo (PIETERSE et al., 2012; OIDE et al., 2013).

Além dos estresses bidticos, os abibticos constituem umas das principais
ameacas a agricultura, pois além de causarem perdas na produtividade, servem
como pontos de entrada para diversos fitopatdgenos oportunistas nos vegetais
(ALI et al., 2018). Ainda segundo os mesmos autores, as mudancas climaticas
ameacam os sistemas de cultivo, favorecendo o aumento de cepas virulentas e
de ampla gama de hospedeiros.

Por isso, estudar os mecanismos moleculares que envolvem o0s estresses
biéticos, abibticos e mecanicos sdo de suma importancia para o desenvolvimento
de genatipos resistente e/ou tolerantes a esses multiplos estresses. E sabe-se
gue os genes PR sao ativos nestes diferentes tipos de estresses, apesar de nao
ser totalmente compreendido o mecanismo de atuagcdo destes genes nos
estresses abioticos e mecanicos.

Fundamentado a isto, estudos anteriores mostram que estresses, salinico
e hidrico aumentam significativamente a expressao de genes PR em Arabidopsis
thaliana e em plantas transgénicas no arroz (Oryza sativa L.) (SINGH et al., 2013;
WU et al., 2016).

Também ja foi comprovado que as familias génicas precursoras das PR-
2 e PR-3 protegem os danos celulares devido ao estresse causados pelo frio e
apresentam atividade anticongelante (JANSKA et al., 2010), e que ha aumento
significativos da expressdo dos genes precursores das PR-4 apls estresses
causados pelo frio e salinidade, e ainda aqueles causados por feridas (KIM et al.,
2014).

A presenca destes diversos elementos cis-reguladores na regiéo
promotora dos genes RcPRs, sO ressaltam o quanto as atividades biologicas
relacionadas desde o crescimento e desenvolvimento e ataque de fitopatégenos

estao estreitamente relacionados e que atuam de forma harmoniosa, e que esses
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genes podem estar envolvidos em processos fisiolégicos além da participacéo
no mecanismo de defesa das plantas em R. communis.

Muitas PRs se acumulam em tecidos especificos, como flores, raizes,
caules e sementes, em pontos bem definidos em seus ciclos de vida. Um
exemplo claro sdo as grandes concentracdes das PR-1 encontradas nas raizes
e folhas de plantas jovens que sdo expressas constitutivamente em algumas
espécies, na auséncia de ataques por fitopatégenos (DAFOE et al., 2010).

Em citrus, as PRs com atividade quitinase e glucanase foram associadas
ao desenvolvimento dos frutos (MCCOLLUM et al., 2006). Também foi relatado
gue algumas PRs do tipo Taumatina (PR-5), se acumulam nas secrecfes
ovulares ou durante a senescéncia foliar (CAPELLI et al., 1997; O'LEARY et al.,
2007). Além disso, as Taumatinas também foram descritas como proteinas
associadas ao amadurecimento que se acumulam fortemente nos frutos durante
0 processo de maturacdo (TATTERSALL et al., 1997; KIM et al., 2002).

Com base nisto, fica evidente que os genes PRs além do papel notavel na
resisténcia, também estdo envolvidos nos processos decrescimento e
desenvolvimento dos vegetais (CAMPOS et al., 2007; HOU et al., 2012).

Em geral, estes elementos cis-regulatérios desempenham papéis
essenciais na regulacdo génica em diferentes tipos de células e isto sugere que
0s niveis de expressdo de tais elementos podem ser alterados devido as
variacfes nas condicdes em que se encontram as células em diferentes tecidos
e O0rgaos.

Ainda segundo Kaur et al. (2017), identificar e compreender estes
elementos também pode permitir alterar efetivamente o padrdo de expressao de
um gene de forma desejada.

Desta forma, o entendimento destes mais diversos tipos de elementos,
bem como a sua identificacéo nos genes RcPR se faz uma abordagem poderosa,
pois revela a multiplicidade funcional destes genes, fornece uma viséo clara
sobre a sua regulacdo e sobre seus efeitos combinatorios.

A partir deste conhecimento, em trabalhos futuros no genoma de Ricinus
communis, sera possivel fazer inferéncias de forma sistémica, também levara a
uma melhor compreenséao da regulacao transcricional e da funcionalidade destes
genes no genoma.

Ainda permitir4 alterar efetivamente o padrdo de expressdo dos genes-

RcPR de forma desejada, por meio da regulacao do padrao de expressao, que
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contribuird para o desenvolvimento de gendtipos resistentes as principais
moléstias de importancia econdémica na espécie e de gendtipos adaptativos a
diferentes condi¢Bes edafoclimaticas, situacdes de seca, estresse salinico e de
frio, por exemplo. Além disso, estas informacdes podem ser empregadas em

futuros estudos dos genes PR de outras espécies de plantas.

Andlise das proteinas RcPRs

As Proteinas-PR sdo cruciais no mecanismo de defesa da planta, em
geral, apresentam baixo peso molecular, ponto isoelétrico e grau médio de
hidropaticidade versateis, o que permitem desde a presenca ao seu desempenho
extra e intracelular, e interagcdo com outras moléculas dispersas no meio (VAN
LOON; VAN STRIEN, 1999; JIANG et al., 2015).

A familia mais abundante neste trabalho, a das RcPR-1 com 10 membros,
apresentaram pesos moleculares, menor do que se espera para as demais PRs,
semelhante ao reportado na literatura (6-43 kDa) (TELLIS et al., 2017).

No presente trabalho, a caracterizagdo desta familia em dois subgrupos,
acidas e basicas, de acordo com o pl (Tabela 1), com regifes hidrofilicas, indicam
gue sao proteinas soluveis em meio aquoso, contendo possivelmente
aminoacidos polares sem carga.

Sabe-se que as Proteinas-PR basicas podem ser induzidas apés o
tratamento com ET e AJ, como observado nas proteinas NtPRB1b em Nicotiana
tabacum L. e nas proteinas AtPRB1 em Arabidopsis thaliana L. (EYAL et al.,
1992; NIKl et al.,1998; SANTAMARIA et al., 2001). Enquanto as proteinas acidas
geralmente sao induzidas via AS, pois a elevada producao desse composto ativa
a via de transducgao de sinal molecular, conhecida como RAS (OHASHI et al.,
1987; MITSUHARA et al., 2008).

Tellis et al. (2017), ao caracterizarem a familia das PR-1 em leguminosas
identificaram que esta familia também apresentou GRAVY negativo (-), e pl que
lhes permitiu diferenciar as PR-1 em acidas e basicas, corroborando com os
resultados do presente estudo. Isto dar-se porque esta familia é tida como
multigénica dentro dos genomas de plantas (BREEN et al., 2017).

Ademais, com base nos resultados da analise da regido promotora, por
meio da presenca de elementos em resposta a fitormonios como o AS, pode-se

sugerir que membros da familia das proteinas RcPR-1 estejam envolvidos na
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resposta a injuria pelo mecanismo de resisténcia RAS. Além disso, a expressao
das PR-1, bem como das PR-2 tem sido rotineiramente usada como um
marcador molecular da RAS (ALl et al., 2018).

Quanto a previsao de localizagdo subcelular, os membros pertencentes
ainda a esta familia, direcionados a lisossomos/vacuolos, RcPR-1a, RcPR1b.2,
RcPR-1c, RcPR-1d, RcPR-1Be, RcPR-1Be e RcPR-1i, podem estar envolvidos
na degradacdo de compostos produzidos pelos fitopatégenos, advindos do meio
extracelular, bem como de proteinas de membrana (BREEN et al., 2017).

Em trabalhos anteriores, na cultura do tabaco (Nicotiana tabacum L.)
algumas proteinas PR-1 foram identificadas
nos vacuolos de protoplastos(SESSA et al., 1995) e nos vacuolos de células
especializadas, conhecidas como idioblastos de cristal (DIXON et al., 1991). Das
proteinas RcPR-1, apenas a RcPR-1b.1 teve previsdo de enderecamento para
os cloroplastos e nela identificado o dominio conservado com atividade
Ribonuclease, responsavel por degradar RNA em componentes menores
(Tabela 4).

Recentemente, Boccardo et al. (2019) confirmaram a presenca de
proteinas-PR em cloroplastos de plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.), bem como sua acado contra trés fitopatdogenos filamentosos com
estilos de vida diferentes: um patdégeno fungico necrotrofico (Rhizoctonia solani),
um oomiceto hemibiotréfico (Phytophthora nicotianae) e um obrigatério oomiceto
biotréfico (Peronospora hyoscyami f.sp. tabacina).

J4 as proteinas RcPR-1g e RcPR-1h, com probabilidade de
enderecamento extracelular podem ter funcdo analoga a outras ja descritas no
fluido extracelular, conferindo alta resisténcia a degradacdo por enzimas
proteoliticas, responsaveis pela quebra de ligacdo peptidica entre aminoacidos
de proteinas, pois o liquido extracelular ao redor da area necrética apresenta um
pH mais baixo e alta atividade proteolitica, logo, as proteinas devem ser bem
adaptadas a estas condicbes para atuar neste meio (SESSA et al.,, 1995;
DZHAVAKHIYA et al., 2007).

Tudo isto fica evidenciado pela presenc¢a do dominio proteico conservado
nesta familia, o de Proteinas Secretdrias Ricas em Cisteinas (Tabela 4), pois as
cisteinas formam pontes dissulfeto entre os grupos tiol, que além de proporcionar
aumento da estabilidade da molécula, aumentam a sua resisténcia a atividade

proteolitica, processo de degradagcdo por enzimas proteases ou por digestdo
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intramolecular (GUO et al., 2005).

Assim, é possivel que as proteinas RcPR-1 localizadas no meio
extracelular, devido a sua estrutura, com pontes dissulfeto formadas pelos
residuos de cisteinas, lhes proporcionam estabilidade molecular para serem
adaptadas para atuar nas areas necréticas de planta infectadas por
microrganismos oportunistas. Ainda neste sentido, as RcPR-1 extracelulares
podem estar associadas na resposta imediata a infec¢éo por fitopatégenos e
tratamentos quimicos, conforme Dzhavakhiya et al. (2007).

A abundancia desta familia tanto no espaco inter e intracelular sugere forte
atuacao durante a infeccéo, o que propicia uma fungéo antimicrobiana bastante
eficaz (BREEN et al., 2017).

Ainda segundo Breen et al. (2017), acredita-se que a maioria das PR-
1 sejam secretadas e se acumulem no espaco extracelular/apopléstico, o que é
facilitado pela presenca do peptideo de secrecadoN-terminal.

Ademais, a localizacao também pode estar associada ao fato daexpressao
das proteinas-PR serem dada por meio diferentes de vias de sinalizacdo em
diferentes compartimentos celulares que desencadeiam um processo por meio
do qual uma célula converte um estimulo/sinal em outroestimulo/sinal, em
resposta a RAS (DZHAVAKHIYA etal., 2007; ALl et al., 2018). Dessa forma, apés
a penetracdo do patdgeno na planta, enzimas sao liberadas dos tilacoides do
cloroplasto, a exemplo das polifenoloxidases, que tém a capacidade de oxidar
compostos fendlicos para quinonas (MAYER; STAPLES2002; THIPYAPONG et
al., 2004). Os compostos fendlicos fazem parte do sistema de defesa
bioquimico constitutivo das plantas e podem agir inibindo o crescimento
bacteriano, limitando a translocac¢do do patdgeno, pois atuam comoprecursores
na formacdo de barreiras fisicas que compde a primeira linha de
defesa dos organismos (AYDEMIR, 2004).

Contudo, as quinonas sao moléculas altamente reativas, e mais toxicas
aos microrganismos que o fenol original, podem se polimerizar levando a
formacdo de pigmentos de cor marrom ou preta, responsaveis pelo
escurecimento dos tecidos (KARSTEN et al., 2013).

Do mesmo modo, membros da familia das RcPR-1 podem ser
transportados por este sistema como estratégia de defesa para combater a
invasbes de fitopatdgenos, pois assim como 0s compostos fendlicos séo

induzidos de forma constitutiva também séo as proteinas-PR e outros
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compostos, apesar da descricdo separadamente, sabe-se que no sistema todos
0S compostos passivos, constitutivos e ativos e induziveis sdo fatores de
resisténcia que atuam de forma conjunta e harmoniosa em resposta a infeccéo.
Duas das trés proteinas RcPR-4 do presente trabalho, RcPR-4a.1 e RcPR-
4a.2, apresentaram valores de peso molecular bem préximos ao reportadopara

membros desta mesma familia na espécie de Lycoris radiata (LI et al., 2010).

Ainda de acordo com 0s mesmos autores, geralmente, as PR-4
apresentam baixo peso molecular, de 13-16 kDa, e sdo conhecidas por serem
proteinas acidas, podendo serem basicas também, que corroboram com os
resultados deste trabalho, onde o pl variou de 6,24 a 9,01. Em contraste com
outras familias de PRs, as PR-4 constituem um dos grupos menos estudado e
caracterizado em vegetais. Até o presente momento, estudos sobre esta familia
ainda sao incipientes.

Os membros pertencentes ainda a esta familia, apresentaram
probabilidade de enderecamento para o meio extracelular, o que também foi
observado em trabalhos anteriores, onde mostram algumas proteinas PR-4 com
um dominio de extensdo na regido C-terminal sendo direcionadas a vacuolos,
evidenciando que isoformas podem ser enderecadas tanto para o meio interno
guanto para o meio externo da célula (MEINS et al., 1991; BERTINI et al., 2009;
LU et al., 2012).

Ainda sobre esta familia, sabe-se que podem atuar na parede celular de
fitopatdgenos, causando a degradacéo de suas estruturas, levando a inibicéo do
crescimento fungico (BORMANN et al., 1999; MENEZES et al., 2014).

Esta atuacdo é explicada pela presenca do dominio proteico conservado,
o dominio Barwin, em todas as RcPR-4, que é caracterizado pela presenca de
seis residuos de cisteinas que formam trés pontes dissulfeto, como ja dito
anteriormente, além de contribuir para estabilidade da molécula permite que as
mesmas atuem no espacgo extracelular, dessa forma, permitindo assim a sua
atuacdo nas estruturas da parede celular de fitopatogenos (DZHAVAKHIYA et
al., 2007).

Além disto, esta familia também foi caracterizada por apresentar acao de
RNase/DNase, conforme os resultados do trabalho de Menezes et al. (2014).
Assim, além de degradar componentes da parede celular fungica, pode também,
degradar o material genético destes oportunistas.

As cinco proteinas pertencentes a familia RcPR-5, apresentaram peso
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superior; de 25,45 a 31,26 kDa; ao reportado em trabalhos anteriores, por Zhang
et al. (2018) de 17,30 kDa na cultura do trigo (Triticum ssp.). A maioria destas
proteinas possui um peso molecular na faixa de 20-26 kDa, enquanto as atipicas
podem ser menores (17 kDa, aproximadamente) ou maiores com dominios e/ou
funcionalidades adicionais, chegando a 70 kDa (ZHANG et al., 2018).

As proteinas RcPR-5 analisadas, que apresentam propriedades
hidrofébicas, a RcPR-5a e a RcPR-5e, e uma previsdo de exportacdo para o meio
extracelular, podem indicar possiveis associacdées com membranas de fungos, ja
que as PR-5 apresentam atividade antifingica (EL-KEREAMY et al., 2011).
Gracas a maior quantidade de aminoacidos apolares nestas RcPR-5, é possivel
gue estas proteinas estabelecam interacfes hidrofébicas com os lipidios
presentes a membrana dos fitopatdgenos, e por meio deste contato, podem
impedir a passagem de agua, causando instabilidade da membrana e dessa
forma a inviabilidade do fitopatégeno em continuar seu processo de infec¢do na
planta.

Entretanto, as demais RcPR-5 (RcPR-5b, RcPR-5¢c e RcPR-5d) com
propriedades hidrofilicas, por apresentarem em sua maioria aminoécidos
apolares, apresentaram probabilidade de exportacdo ao meio extracelular, o que
ja era esperado, apenas para a RcPR-5c, por apresentar um ponto isoelétrico
acido, pois sabe-se que as proteinas-PR, em geral, caracterizadas como acidas
normalmente sao destinadas ao espaco extracelular, contudo as proteinas com
caracteristicas basicas podem ser também direcionadas ao meio extracelular
(TAKEDA et al., 1991; ZHANG et al., 2018).

J& a previsao de localizacdo da RcPR-5d, a Unica desta familia destinada
a membrana celular é sem davida de grande utilidade para o sistema de defesa,
pois contribui para o aumento na permeabilidade da membrana plasmatica do
fitopatdgeno, interrompendo a bicamada lipidica e criando poros
transmembranares, exercendo assim a sua funcéo antifungica, isto é, reduzindo
0 crescimento e desenvolvimento dos fitopatdbgenos (EDREVA, 2005; EL-
KEREAMY et al., 2011). Outras PR-5 ja foram descritas com atividade osmotina,
interferindo na via de transducdo de sinal de patégenos para aumentar a
suscetibilidade das células fungicas (JI et al., 1998).

A Unica proteina pertencente a familia das RcPR-6 analisada, apresentou
um peso molecular de 17,83 kDa, tipico para esta familia, onde espera-se um

peso variavel de 8-20 kDa, aproximadamente, de predominancia hidrofilica e
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caracteristica basica (VAN LOON et al., 1994; RAKWAL et al., 2001; SELS et al.,
2008; MYAGMARJAV et al., 2017).

Sua probabilidade de direcionamento foi para lisossomos/vacuolos,
porém, a proteina RcPR-6 € homologa a mesma superfamilia PF00188 das
RcPR-1. Ambas compartilham do mesmo dominio proteico extracelular CAP ou
SCP, contudo, ainda pouco se conhece sobre o seu papel biolégico, sabe-se que
se acumulam apds a infeccdo por fitopatbgenos, atuam como agentes
antifiingicos e sao inibidores de proteinase implicados na defesa contra insetos,
microrganismos e nematoides.

Apenas uma proteina foi classificada na familia das RcPR10-STH21.
Inicialmente esta familia foi identificada na cultura da batata (Solanum tubersom
L.) e apresentou um peso de 17,65 kDa, proximo ao apresentado por Dahal et al.
(2009) de 17,20 kDa, como também o peso de outras RcPRs caracterizadas
neste trabalho. Esta proteina apresentou propriedade hidrofilica e caracteristica
acida como também foi observado em seis membros das PR-1 (RcPR-1a; RcPR-
1b.1; RcPR-1b.2; RcPR-1d; RcPR-1Be; RcPR-1g), na RcPR-4b e em quatro
membros das PR-5 (RcPR-5a; RcPR-5c¢; RcPR-5d e RcPR-5e) do presente
trabalho.

Quanto a sua probabilidade de enderecamento para o citoplasma celular
€ comprovada porque esta familia também € conhecida como Proteinas
Relacionadas a Patogéneses Intracelular e apresenta atividade ribonuclease,
corroborando assim com a predicdo de localizacdo realizada neste trabalho
(MELNIKOVA et al., 2017).

De forma geral, das 20 proteinas RcPR caracterizadas neste trabalho,
apenas quatro nao apresentaram peptideo sinal. Em muitos casos, a capacidade
de enderecamento de certas sequéncias sinalizadoras € confirmada por meio da
fusdo da sequéncia sinalizadora de uma proteina com outra proteina, mostrando
gue um peptideo sinal pode enderecar mais de uma proteina ao seu destino final
(NELSON, 2014).

Embora o principal papel das proteinas-PR sejam atuar no mecanismo de
defesa juntamente com outros compostos organicos produzidos pelo mecanismo
de defesa celular, elas claramente desempenham outros papéis no
desenvolvimento da planta, como ja descrito anteriormente (CAMPOS et al.,
2007), justificando assim a sua ampla capacidade de enderecamento para

compartimentos inter e intracelular.
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A presenca de multiplos sitios de fosforilacdo nas 20 proteinas RcPR
caracterizadas, evidenciam que nessas ocorrem alteragbes pés-traducionais,
resultando na ativacdo, desativacdo ou até mesmo em modificacdes em suas
funcdes, mediante a mudanca nas interagcbes com 0s aminoacidos adjacentes
(COHEN et al., 2002). A presenca destes multiplos sitios de fosforilacdo em uma
proteina podem ser independentes entre si, ou pode haver interdependéncias
entre eles ou mesmo com outros componentes chaves que também sejam
essenciais na transducao de sinais no genoma de R. communis (COHEN, 2000).

Este tipo de modificacdo pos-traducional € a mais frequente nas proteinas
dos seres vivos (KRUGER et al., 2006) e evidencia a evolu¢gdo de um genoma
(AMOUTZIAS et al.,, 2010; VLASTARIDIS et al.,, 2017). Um exemplo bem
conhecido de modificagbes em suas funcbes via fosforilacdo é na proteina
supressora de tumor conhecida por p53 com 18 locais diferentes de fosforilacédo
ja caracterizados, onde a ativacdo desta proteina pode levar a parada do ciclo
celular, podendo até mesmo levar a morte celular (BATES; VOUSDEN, 1996).

Além dos sitios de fosforilacdo, os sitios de glicosilagdo também foram
identificados nas proteinas RcPRs. Este tipo de modificacdo pos-traducional é
conhecido como N-glicosilacdo, onde uma molécula de carboidrato é ligada a
uma molécula de nitrogénio da cadeia lateral da asparagina (ligacao do tipo N).
Este tipo de ligacdo € exclusivo nos residuos de asparagina (N), porém, € uma
ligacdo tdo importante quanto a fosforilagdo, envolvidas na modulacdo da
estrutura e funcdo das proteinas eucaridticas (O'CONNOR et al., 1999;
MEDZIHRADSZKY, 2008).

As estruturas de glicano ligadas as proteinas podem variar de acordo com
a espécie e o tecido. Sabe-se que o evento de N-glicosilacdo desempenha uma
funcdo significativa em varios processos biolégicos, como ligacdo ao receptor,
reconhecimento  imunolégico celular, inflamacdo e patogenicidade
(RABINOVICH et al., 2012; CHEN et al., 2014; SCOTT; PANIN, 2014; ALTER et
al., 2018), e pode ser afetado por alteracoes fisiologicas (LANDBERG et al.,
2000) e doencas (HIGAI et al., 2005).

No genoma de R. communis, em resumo ao que ja foi dito, estas
modificacdes nas proteinas RCPR podem determinar a atividade, localizagéo se
para o meio inter ou intracelular, além de interagbes com outras moléculas,
principalmente as modificagcbes de fosforilacdo, pois diversos sitios foram

identificados nas 20 proteinas RcPR deste trabalho. Na sinalizacdo, acredita-se
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por exemplo, que estas modificacdes ainda podem ativar ou desativar cascatas
de sinalizac&o envolvidas producéo destas proteinas no genoma de R. communis
através da adicdo ou remocéao de grupos fosfatos e dos de glicosilacéo.

A presenca do motivo GxGGxG, também identificado nas espécies
Capsicum annuum, Panax ginseng e Saccharum arundinaceum, indica a
existéncia de um possivel sitio ativo ao fosfato de RNA que pode estar
correlacionado com atividade ribonuclease. Este motivo € rico em glicina e
conhecido como loop P (loop de ligacdo ao fosfato) (BANTIGNIES et al., 2000;
PARK et al., 2004; KIM et al., 2014; MOHAN et al., 2020).

Apesar de ser um motivo tipico da familia das PR-10, também pode ser
encontrado em outras PRs (HOFFMANN-SOMMERGRUBER et al., 1997), tanto
em sua forma completa ja descrita, como na forma reduzida (GXG) observado
na proteina STH2 em batata (Solanum tuberosum) (ELBEZ et al., 2002).

Chen et al. (2014) ao analisarem varias espécies mono e dicotiledéneas,
identificaram o motivo PXGNxxxxxPY, na regido do peptideo conhecido como
CAPEl. A fim de verificar a funcionalidade deste peptideo, os autores
selecionaram uma PR-1 de Arabidopsis thaliana que continha esse motivo
(AtCAPE-PR-1) e experimentalmente testaram no tomate (Solanum
lycopersicum). A aplicagdo do AtCAPE-PR-1 resultou no aumento da imunidade
contra a infeccdo causada pelo Pseudomonas syringae pv. tomato, conhecido
como Pst DC3000, uma mancha bacteriana. Assim, acredita-se que a presenca
deste motivo nas RcPR-1, contribuam para o aumento da imunidade contra o
ataque de fitopatégenos bacterianos em R. communis.

Estes mesmos autores, ainda identificaram o motivo CNYx também
localizado na regido N-terminal do peptideo CAPEL. Este motivo representa o
local de clivagem CAPEL. Um estudo subsequente confirmou esta informacgéo
por meio de uma abordagem de mutagédo direcionada ao local. Contudo, o
mecanismo de clivagem que este motivoexerce ainda permanece desconhecido
(CHIEN et al., 2015).

Em geral, a presenca destes motivos proteicos funcionais identificados a
partir das sequéncias de aminoacidos, revelam a presenca de um padrdo de
sequéncias conservadas que podem apresentar importancia biologica,
correspondente ao local ativo de uma RcPR ou de uma unidade estrutural,
necessaria para o dobramento adequado destas proteinas ou até mesmo

dominios de estabilizacao.
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Relagéo filogenética

A filogenia entre as proteinas-PR nas espécies Ricinus communis,
Nicotiniana tabacum e Arabidopsis thaliana, mostrou a formacdo de
agrupamentos, formados em sua maioria, por membros de uma mesma familia
génica, porém, sem um distanciamento muito claro entre grupos. A formacéo de
grupos com membros de uma mesma familia dar-se devido a similaridade parcial
nas sequéncias de aminoacidos com uma distancia ndo muito claro,
possivelmente devido ao background genético, em virtude desta classe de
proteinas apresentarem a mesma funcao biolégica em resposta as doencas
fungicas, bacterianas e virais.

Uma possivel caracteristica que poderia levar a segregacdo de membros
de uma mesma familia génica de PRs em diferentes grupos seria pela analise
entre espécies monocotiledéneas e dicotileddneas, assim como foi observado
por Mohan et al. (2020) que observaram membros da familia génica das PR-10

separadas nos dois clados, mono e dicotileddneas.

CONCLUSAO

Relatamos pela primeira vez a caracterizacdo das familias génicas das
Proteinas Relacionas a Patogénese em Ricinus communis L. Esta caracterizacao
torna-se uma estratégia viavel que proporciona uma melhorcompreensao do
mecanismo atual das Proteinas-PR, permitindo desenvolver estratégias
direcionadas que visem aumentar a resisténcia da espécie contra agressores
bioticos, especialmente na cultura da mamona onde este tipo de estudo ainda
ndo é bem relatado.

A presenca das cinco familias das proteinas-PR em R. communis,
distribuidas em 20 genes, evidencia que esta classe de proteinas esta envolvida
em um amplo espectro de respostas a diversas condi¢cdes tanto patologicas
guanto aquelas ligadas ao crescimento e desenvolvimento da planta.

Isto ficou fundamentado pela identificacdo de diferentes elementos cis-
reguladores na regido promotoras destes genes PRs, que categoricamente foram
relacionados a fatores de transcricao, resposta a estresses de aspectos fisicos,

quimicos, bem como pela presencga dos principais elementos hormonais
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como AJ, AS, ABA, MeJA, ET e AG, responsaveis por ativar as principais vias de
sinalizacdo na planta em resposta a ataques de fitopatdgenos, permitindo a
ativacéo de diferentes familias génicas com atividade biologica especifica para
contra-atacar o invasor oportunista.

Os direcionamentos previstos das proteinas RcPRs condisseram com 0s
atributos intrinsecos de cada familia génica caracterizada, sendo a maioria
direcionadas ao meio extracelular, a fim de impedir a formacao de apressoério
fungico, causando toxicidade a componentes da parede celular ou membrana
plasmatica dos oportunistas, resultando na sua morte celular.

A andlise filogenética revelou que as proteinas-PRs nas trés espécies
analisadas, formou agrupamentos, composto majoritariamente por membros de
uma familia génica, evidenciando que ao longo do processo evolutivo cada

familia manteve seu papel biol6gico especifico.
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Dados Suplementares 1. Sequéncias promotoras dos genes Ricinus communis
L. Proteinas Relacionadas a Patogénese — RcPR com 1500pb a montante.

Gene RcPR-1la

>30099.t000028
TTAGGAATACAATACTTACCAGCTGCAATCTTTAATTTCCACCGATCATCATATTTTAAAATAGAAACAA
ACACGGCCTCACAAAGTCATCTCTCTTCGTAAGAACAAGATCATGTACATTTCAAGCTATGACCATAAAC
TGTCAAAACATTGAATTTAGACAACTATACAGTCATTTCTTTTTCACTGCTGTAAAAATGTAATATTAAA
ATTTATTTAAAATAATTAAAATATTTAAATAAAGATTTTAAATTCAAATCTTGGCCTGCCTCTGCGTTAA
ACGAGTTTCACAGTCATATCTTAATTTACATTTGGAGTACTTTCTTATGCATGAGATGAAAGAGTTACCA
TAACTGACATAAGCATGACAAGGTTTCCCTACCACATAATTAAGTCTGTTGTGAAACATCATAATTTGCA
TGGTCCCATTAGTATTATGTGTCTGATAATTGACTGTCTTCCTTGTGTTGGCAGGTTATTTATTGTAACC
TTATATTATATGATATGACAGTGACTTGGGTGTTCACATGATTTCACTATTTGGCGCGTGAATTTTTATT
TATTTGTTTATTTTAATCCTTTTACTCTATTTATCTTTTTCTTTTCTGATAACAGGTACAAAGAGTAATA
ACCTAATCTATAATCACCGCTCATACCAAGTTGAACAAGAAATTCAATTTCTGTTGATACTTCCTTAATT
AATGGCTTAAAACCTGACAAATAACCTAACTGTACTATGATTTGTAGAAGAATATTAAACCGATAACAGT
AAACTTGACAAGTGGCAAATAACCCAATTACCATGATTTCTAAGAATCTATTCGTCTTGTGAATCTATAG
AATTCAGATAATGCCAAATAAAAGCATCTTCTTCATTATATTTTCTCATCCTTATACAATGTCAAGCATT
GCTACAAGCCAAGAGAAATGTTCCATAAAATAGAAGAACTGGTCGAGAAATTAAGATTTTCTTTGTCCCT
TCTAAGTTTTAGATATATGAATTCTATTTATCCAAATTCTTGCCAATAAATATGCACATTTAATATTATA
ATTTAATATAAAATAAATTCACGTATTTACAATTAAAATATGATTATATCCAACTCTATTTCTAATCCAC
ATAATGACGTATTTGATATTCTAATTGCTTGATTAATTTAAATATTATATTAAAATAATAATTGATACTT
AATATTACTTTATAAAGTGACTAAGGGCTCAAAACAAAATATGCAATTATTTTATTCTTTAAAGATTTGT
TCATGAACAGACATCATTGTGATTTTTTCTTTTTCTACAATTTAGAAAAGCTCTTCACTAGGCAGTTAAA
CTAAGTCTTTAACGTGCAAATAAAGAAAGATGTAAAGACGACAAAACTAGCCATCAGACTATGCTATTTA
GTCATCTTCTTCTATAAATACCCAAGGTTTTTGTTCTCCATCTTAATCAAGAATCTTAAACCTCTCCATT
TCCATGCCCTGCATAGAGATTTTCATAAAA

Gene RcPR-1b.1

>30099.t000029
TTTCTCTGCGGCCTGAATTATAAATTTTAACAAAAACTTTCATTCAAAGATTAATAAAAACAAACATAGT
TTTTAAGGATCAAATGCCAAAAGATCTTTAAGGGCCGATACAGGCTTTGCATAAACTCTAATATTTTTCG
TGTGCTCTTAATTAGAAATCATCAAGACCTTAAGAATCCAGAGTTGGTTTTTCTTGCTTAACTTTGCTAT
CATTATCTCTGAATTTAGCAAGGCTAGGCAAAATTAAATAAAGGGAAAACGATCCTAGATACCCCAACCT
TTAATCATTTTCGCGAATCTATCCTCACCTTTAAAACGTATCAATTTGGTCCACCATGTTTGCGTCTTGT
ATCATTCCTACCCACCCGTGTTTTGGCGTGTGCCAGTAATGACATGGCGTCCACACGTGGCTCCACATGT
TCGTCTACGTGGCTGAGCATAATGAAGGACCTCAAAACTCCCCGTTTCGTCCTAACATTTCCCCAATTCT
AATTTCTAAGGTTTACAATTTCTAGGGTTTATTTGTTAACTAAATGCTGCAGTGTTTGTCAATGGGAAAT
TCTGCAAGAACCCAAATCTTATCGTAGCTGAAGACTTCTTTTTCTGGATTAAACATCGCAAAAGATATTG
CAAACCAAAATGGAGTAAATGTCACTCTCTTAAATGTCGATCAAATTGCAGGCCTTAATACACTTGGTAT
TTCTCTTGCTCGTCTTGACTATGCAGCAAATGGTGGCTTAAACCCTCCGCACACTCACCCTCGAGCAACA
GAAATTCTTATGGTCATTGAAGGAACTCTTTATGTCGACTTTGTTACATCAAACCCTAATCGCTTAGTCT
CAAAAGTGCTACACCCAGGAGATGTTTTCGTGTTCCCAATTGGTCTAATTCACTTCCAGTTCAATCTTGC
AAAGAAGAATGCAGTAGCTTTTGCTGGTTTGAGCAGTCAGAATCCTGGCGTCATTACTATAGCTAATGCA
GTGTTTGGACCTAACCCACCTATTAATCCTGCTATTTTGGCTATTTAGCAATTGGTATTGTTGGAAGTTA
TTAGTTATATTGTAACTGTAAATCTTAGAAATTAGAACTAGGGATAGAATTGGGGAGAAAACGATGAGTT
TTGAGGTACTTCAATATCTTCAGCCACGTAGACAAACATGTAGAGCTACTTGGACACCATATCATTAGTG
GCATACGCCAAAACGCGAGTGGATAGAAATGATACAAGACGCAAACATGGTGGACCAAATTGATACGTTT
TAAAGGTGAGGGTAGATTCGCAAAAACGGTTAAAGGTCGGGGTATCTGAGATCGTTTTCTCTTAAATAAA
TAAGTAATTATAGCTATGTGAGACTTTCCTTCTGCATAGCATGTAAAATCTTTGTCACTGCTTTTGGGGC
ATTCTTCAGTGGGAACTTGCATGTTTTCCTTGCAACTGGTTTTCTTTCTTTATTCAAATTATTAATTTAG
AACAATCTTTATATAAGCTTCTTTTGATTC

Gene RcPR-1b.2

>30099.t000030

GTCCATCAACCACTTGGTTGCCTGTTCTTGAGATGGGCGAGAAGGAGATGAAAGGCAGCTGAGTGGCTGC
AAGTTCACTGATTTCCTCAAGAGCCATTCTCCATTTCACCCAAGACCCAACCAACTGTATTGTCGAGTCA
GACTCCTTAATTGTTTCGAAGTTTCTGAAATTGCTGCTCGAGGTAGTTAGCTGTATAGCCTTCAGGATTG
CGTGAAGCTAAGCTTCGTTGGATTCTTTAATTCCAGTAGGACAAGAGAACAAGGAAATGAAAAATGGCCT
TCATTACTACGGAGGACGCCACCAATCCATGGGGGAGGCGTAGACGTTCCACTTAACCGAAGAGGCAGCT
GGTGCTTTCCAGACAACATTCACAGGAGACTTTCTTCTTGATTCCCAGTCTTTCGCACCCATTAAGGAGA
AGACGAGTTGACTGCCGGAGTAGGGGAAGGCTGGCTCTACAGCATTGATCCATGAGGAAAAGCCTAATAA



TGATTAAGTCAAAACATTTACCCCAATTCGGCGTACAAGTGTTGAAGGTAATGTCGTTTCGGAATAACCA
GAGGCTCCATAGGGAGGAGAAGAGAAGAGATTGACAGAAATTACACTGAAAGCGGCCTTCAGCAAAAAAT
AGGCCATTGCTCATAAAGATCGGAAAGGGATTTGGGTGCACAACATTGATATCCCCACCAAGCGACCAAC
TGCACCAAAATTTCCAAGTGATATTGCAATAATAATAGATTTAATTATGAATTGTCAAGATGATAATAAA
TTTTTAAGATATTTTCGTTTAATTATTGAATAAGTGACATATATTTCAAATATTTTATATTTGTTAATGA
AAAAATAACATATATTTTAAATTTTATAATTATTTTATATGTATTTTTTATCCAATAATAAAACGTTATA
TACTGAATAGTAAAGAAAAATTCTATAAGATAAAAGTAATAACAATTTGTAGTTCAGTTTTACAATAGGT
GCCACCTTTTTAAATAAAATTGAAAGTAAAGTAGAGCAATAAGCATACATTATAGGCTAAAGAAAATTGA
AAAAATCTCCTGTTTTTTCACCTTACAATGTCTGTTAGATTAGGGATAATTAAAACTCTGTTACCCCACC
GCCATATTATCATAAATTCATAATCATTGATTTGTTTTTTCATATTCTCATTATGCAACGGTTTGTTTAG
AATCATGCAATTTCTATATCACCTGAAATATGATTTGAAAATACAAATGTACGCACATTCAACCTGTCAA
CCAGAAATAAAGGCAGATCAGATCCTACAGTTTACCAATGTAGAAAACTTAATTTCTATCCAATAATTCT
GTAATATTACTCACATCCACTTACTTAGTTGCTAAATTTAGCATCGTAAACTGAGCCATAGGCATGATTT
CCCCTATAAATATACAAGTTAATCTAGAGTGCACTCTGCTGAGAATCTCAATCTTTTCTACTCTCTGTCT
CCCTAGCTTTGCCCCGGAGAGACAGAAAAG

Gene RcPR-1lc

>30099.t000031
TTCTTGTTTCTGCGTATTCCTTATTTCATGATTTACTCCATTTGTTATATCATATAGATCACATATGTAT
AAAAGATAGTATGTCATTCCAAAGATTAATAAAATTTTTGACTCTTCTTGCGAGACATGTTCTCTTGGAA
TTTCTCACAGATGACTTTGGTTTATGGTAATCCAACTGGGGTTACAATCAATAAAGGCTAAAGTTAAAAT
TTGAGTAACCCTTTTAAACTTTTAGCTCTAGCTCAAATAATAAGAATTTTTAAATTTTAAAAACAAAGAT
ATGGAGCTCAATTCAGTTAATAAATTTAGCTTTTATGATAAGAGCACTAGGATGATTATTGTATTCTCAT
CATTTTATTTTTTTCAATATATAGAAGTCAATATCTGGATTCTAATATTCTAATTAGATAATTGGCCATA
GGCTTTAAATATACACTGAATTATAAATTTATTTAACTATTAAATTTTAATAAATTTGCATATCGCTTTT
ATACGATTATTGGTATTGGTTTGGCACATTTAAATGTTAAAATTTTTTAATTATATATATATTATAATAT
TTAAAAATTTAAATATTTAATTATTAAATTTTAATAATTTCACACACTATTTTTATAATTATTTTTAATA
ATGATAGATATCATTTTTCAGTTTTACATTGATATTTCTTTCCTTTACTGTTTGCATTTTAATACATGAA
ATGGTACATCTCCACCATTCTAATTAACAAACAGTTTCCCATAAGAACTAGAAGAAAATCATTTTCCTTC
CAATTTTTCCAGTATCCTTTTTTGCAAATGTAGTTAATAGAAATTTAATTTATCCATTCAAGAAAATCAA
CTTATCCTTGAGTAACTCTCTTGTACATTTCCGAAGTCTTAATTAATTCAGTGTCCACTCGATATGAAGT
GACATCAATGTGACTTTTCCATGGAAGTGCTTTAGAATAACTAACTACAGTTCCTCCATTCATTACAAGT
AATTAATTTTTTTTTTTCCACGCCTTTCTTTTTCAATGTATAGAATTTTCCACACCCTTACGCCTATAAG
TACCAATCAAACATGTTATGGCTTTTCACCCATTGCCTAACTTTCTTGTTTGTATTGTAAAACAAAAAGG
AAAACAAAATGTTATTATTAAAAAGAAAAATTGTTATTATTTGGGAATGAAGGTTCGATGGCTTTAATAC
ACGTAGATGCCCTTAGGAAGATGATATCTCTTAGTCTTTAAGAATTTGTTATATTATTATTAAAAATCTT
GTTGTTTCATTCAAGCCAAATTGACCACAAGGTGGAGAATAGAATTTTGAAAGCCAGCATTTTCTTTGAA
ACTTATTGCAAATAAATTGAACCCAAAAGTTGAATAAAGTGCAGAAATGTCTGTCGGGATACACCACCAT
TCCATTTCTTAGAAGGACAATGGCATATTTAGGCAAAATGGGCATATTTGATTTCTTCTTCAGAGATTAT
TTCTACAATTAATACCAGTATTTATTTTCA

Gene RcPR-1d

>30099.t000032
ATCTTTGGTTTCACAGATGTTATAGATAGTGCGGAGTTTCTTTGATGAATGAGAGAAATCAATGAAGAAA
AATGTTTGAATCAACAGTTAAAGCTTCTATGTATTTGTAGACTTATTGTAGCAAGTTCTTTGCTTTAATA
AAGAAATTGAGTTATTTATGTTTGCTTATAGTATCTTAAGAAATGTTCCAAACAAGATATCTCTCATTTA
ATTTGGGTCGAATAAATGAAATTTTAATTAATAACTAATTGAGTTATTCTCTTTTGATTATTTTTTTCTT
TTTATAATAACAAAATGGATCCTTCCAGCATATAAAATAATAATTTCAACGGATTTTATTACTATAACCT
TCCCAACTACAATTTTTACATGTTTAGCAAAAGGTTAACTTTATATATTGGACTAGTAGGCCAAAGTGAA
GATTAACTGGTTTCAAATCTCAGCTCAAACAGGAGAAATATAATGTGCCTTGATACATTTTATGTATTTA
GATTATGGGTCTGAGTTTGGGGAGATAATGATATAATATGCCACAATCTAAATACATAAAATGTATCAAA
GTACATTTTAATTATAAAATTTTAATTTGTTTCGTTTTAGTTATTCAATTACAATTTAGTCACATTACCA
GTAGAAAATTGAATGTCACATTTTTCTTATTTAAGTTACAACTCTAATACTATTACTGAACTTTGCATTT
AGTTTCATTTTAGTTACAAAGTTTTAATTTGTTTCATTTCAGTCATTCAATTACAATTTAGTCATATTGT
CAGTAGAAAATTAGCATGTCACATTTTTCTTATTTAATTACTCTTTTTATATTGATTGTTTTTGCCACGT
GTTAATATTTTATTTGTAAAGTGACTAAATTAAAATAAAATTAAACTGGATAGCTGAAATGAAAAAAAAA
ATTACAGTTTTATGACTAAAATAAAACTAAATGTAAAATTGTAGAGATGATAATATTGCTATCAGCTCTT
TGGGAGTCTAAGAATGATTAGTCCGGTTCAATTGGAATAAGATTCTGATGTCTAAAAAGAATTCATGGGT
CTTATTGTTAATTATATGTAATTTAGGTTCTATTAGATAGCTTGGGGGGTAAATTTATGGCTAATTTAAG
TTCTATTAGCTGGGCCAATTAGCGAGTTAATCTGCTAATTATGTACTTATTAGTTTAGGTTTTAAGGTTC
TTAGGTCAATTATATGAAAAAAAAATTCACCCAAAACTCACGATGGAAGAATTATAAAATTTAGAAAATA
TTTATTTATTACTGGAATATTCCTTTTATACATTTCGACTTTTTTTTGTTAGTTGTTTTTTTATACATTA
CAACTAATCATCATATAACATATAATGAAATAACAGGATTTTATCTCCCTTGCATGTTACATAATTCATT
ATTATATGTCATATAGTGATTGATTATAGTATATAAAAAGGATTATACGTCCAAATTCAAATGAAATATT
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ATAATCTATCATAAATCATAATTTAGATAG

Gene RcPR-1Be

>30099.t000036
TCATGAATTGGATATGAAGAACATTTGAACCAACAAAATTTCAAATTGATGATTAATTACACGCCTATAA
TTTAAATTAAATTATTTATTTAGTTAATTAATTGAATCTATGTAGCCAAAAGTTAATAATGTTTTAGTTA
ATTGGTCCTAGTTAAGATTTCAACTAAAAAATTCATAACTATAAAAATGATTCAGTACCAATTAAATTGC
ACCAAATTAATATGTTATTTTACTACTTGATTGCAAAAAGGAAAAAATAAAAATAGAAGAGCACACACCA
TTTGAAGATAGTGTACTTAGAATCTTACTCTTCATAATGATTTTCCATTGGCCAAGAATTTTTGTTGGGA
TGAGTAGTCTAGTTGATACTGTGGAGCCTAGTTTTATTTCTAAAAGCATATATATATATATATATATATA
TATAAATTAGAGTGTGTTGTATATAGCTCTTAACAGTGACAAATAACTATTTTAAAAATTTAAAACAACT
GCATACTTAAAGTTTAAATTCAAAATTTTAGTTAAGAGCTTTAACGTAACTATATATTTAAAATTTGAAT
CAAAGCCTTAATTAAACTATAAAATACTTTTATTATTTCATGTACGTGTCCAAGCTTAATGCCTATAAAT
ACCCATCAAACATATCATCTATATTCATCCACTCCACAAAGAAAGAAAAACAAAATGATATCGCACAAGA
CTTCACTAGCTTTCATTCCTCTGATTGTTAGCTTAGCCCTAATAATCCTTCCCTCCACTTATGCAAAACT
CAGCTCGATTAGGTTGTGGTAAAGCAAGGTGTAGCAATGAACGAACTCTCATTACTTGTAACTATGATCC
TCCCGGTAACTATATTGGGCAGCGATCTAACCAAGTACTTTTAGTTTATAGTGTCACAGCTTCCATTACC
TGAAAGCTGAAGCTGTTCTAATGCAATATATTTATATGTCTTGGCATCCAGCAATAAAATGAAATATGAT
CTCTTATAATATCTATAATTTGCCACTTCTGTGTTTTTGACATCTTTGATTCCAGATATACATGTCATAT
AACAAACATTTTCCAAAATAAGAAAAAAGTTTCAGTTAATCGGCTCTAACTGGATTAAGATTTGAGACCA
TACAGCTTTGAAGAATTTGACCTATATATGATTATTTAATTTGCTCGTTTTACTAGAACACAAATATATT
CTTCTTTTCTTTCTTTCTTTGCTAAATAAATCAATGAAAGTTTAGAAATCGCAAAATAATTGGTGAAGAA
TATGTTAGTTCGATAATAACTTAATAGTTGTCGTATTTGTTGATTTGCATAATAGTTTAAGAATATGTTA
TTTGATAGGCCTGTGATTTAGGATGATAATAAGGTCAATGACAGCATGTGAATGTGCAGTCCTACTGCAG
TTCCAGAAGTAACTACTAGTACTGCATATTCAAAATAGTTCTGAACATTCCTATAAATACCCATCAAAGT
TTTCGCTTGATACATAACAAAAACCACAAA

Gene RcPRB1-3f

>27894.t000032
TGAGAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAATGGCGATGAGGGAAAAGAGAAGGAAAAAGGGAAAATCCAATTTTT
ATGAAATCAAGGCTTAGGAAAAGGGTTTTGAGGTATCTTAGTAATTGTAAATGATTTTTTATTAGCAAAA
TCAAAAAAGAAACTAGGAGATTTTAAAGAAGGAAGATCAAAAGATGGAGTTTTAAAGTCCCACTAAGAGA
TGGAATAAAAAATAAATTTGCTTGAGACTCTTGGGATTGTTTTGCTTCAATTTTCTAATACCATACGTCA
TATGCATGATATTAGACTTTTGGACAGAAATTTTTTTAACGTTTTTTAAGATTAGATTGGATAAAGGAAA
TGGAAGATATGAAGTGTAAGAAAAGTTCATATATAGCCTTGGCCATGGGCTAATGTATATATCAATGATA
TTTTTAGATTGTACAAAATTCTCTATAAGAATTATATTTTATTTTAAATATATTTCCGAGGATGAGGTTT
TTATTTTTGAAAAATTTCAAAATTTAAAAAAAAAAATTATAATTATTTATTTATTGTGGTTATTTTTTTG
AAAGTCTTAAGAATTTTTAGAAGATTTTAGAAAGGAAAAAATCAATAGCTAAGAAAGTTGAACTGAGGTT
TGATTATAATCTAAAAGTTAAATACTTAAAGAAAACAAAAAGTAAAAAAATACATGTAAATACTTAATTT
CTATAATTATTTAATTTTTCTTATACAAATGTAAAAGTAATTCTTTTTTAATTTTCTGTCTTAATTTATA
ATTATTTATTTATTATAGCTTTTATTAAAAAATATTATCATTGGCTATTTATCAATTATATTACTTATTA
ATAAAATTGTTAAAACTAATACTTACACTATATTTCATATCTATAAATATAAAATCTCTCAAACGTTTCG
TGTCTTGATTTGAAAAAAGAAATTCGTATATTGTCCATTTTAAATTTTTGTTTCTACACAATTTAAGTGG
TATATATCCTTTTTAATAAAATTATTTTTAGAAAGAAATTTTAGATAGACCCAGTCTATCACATCATCCA
TAAATTAAATAAGTTACATAATGAAATATGACTTTATTTATTAATTATTACATTTTTATTGATTGGATTT
TAATTATGAGTTGTTAATGGTAATAAATAATTCAACCAATAAAAATGTAACAATTAATAAATAAAGTCAC
GGAAGTACGATCTTATTTTTAGATTAAGAATTCCTGAAAACATTAAAGGATCCGAGTGGCAACATTTGTA
GCATGAAAAATTCAGTTTAGAGAAAAAGAAAAAGAAAATAGTCAGAGCTGAATACCATCATCCTTCACAT
TCACTAACATGTTTTCCACCTCAAATCTCCTTCAAGTCCAAGCCTTAGCATGTGAAATGATTCCTTTTCC
GCATGAAATTATTTATGCTTATGCATGATTGATGTATCCAGTATATAGATAGACCCATTAATATCAATAG
ATCAATAGAAATTTTCCTTAGATCAGAGCC

Gene RcPR-1g

>27766.t000007
GGAAGTGCGTGGGAAGGAGGGAAGGTTGAACCAAGGAATTGGCAGAGCTTAGCAAGAGTATATATGTGGG
AAGACCTGAGACCTCTTTGAGGTCGACTTTACGTTATGTCATCCAAGTTAGACCTAAGTCTCCTCGGCTT
GCTAATCTTACCAAGTGTAATCTTTTCTTTTTTCACCAATAGAAATGATAATTCATTTCAAATCAAGCTC
ATTGGTGTTAAAAAGACACATATTTATATCTCCAACACTCATTCTCACACACTTGCTCCAAAATAAGCCA
AGACGTAGAATTACTTACCAATAGGTATACAAATATAAATTTATATACACCTGACATCTTAAATGACTGC
TTTTTATTAACTCAAGCTAATTTATTAATAAAAAAATTATATAAACTTTAATAAATTATATAATTCTTTT
AAATATGAAAATTGAATAAACAAACCCAGATTGCAACAAAAAGATGAAAACAACACATGAGTTTCCTAAT
TCCTTATATAAAGTTGCGGTGCCACGTTTGTGTTCTAGATTCCTCTTTGGGTCGCAATGTCATATAATAC
CAACAATAATAGTTCACGGGTGTAACATAAACCCAGCTCACGAGACCCATTTAATCAATGCACTCTATTA
TGTACCCTTTAAACAAAAGGGACAGAAAACTTGCAATACCCACTACCAATCACCTTTCTTTTTTGTACAA
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CAACACCTTCTAATTCTTTCTCTGCGAAATTTTATTCCCATTTTAAACAATGATTGGAACTTTTCATCCA
CACACACTATCACTGCGTTTGCTTTCCTTGACATTTAAACTTTTTTCTTTATATAAATTTTATTGGCCAT
ATGCCACCACAAATCATATCTAAATTTGATACATGATAAATATGGACCAGTAGATGAATTAGTATATTTT
CAAATACAAATTCGGGTATAAGTTCATATGATCTTGAGTTAATTCATAATTAAATGTTTTGGATATTAAG
AATTTGAATTATAGATTTTAAGTTATGACAAAGAAATTTTGTTTGAAAACCATGTATATTTATTTGTAGA
AACAAGAATCTGAAACAAGGTTTAATTCAAGTGGTAAGAATATTGATTTTCAGAAGTGTGTTTTTATTTT
TATATTAATTAACAAAAATTTATACTAGTACTCAACAATATATTTTAAAAAAAATTAATATCTCAAATAT
ACATATTATTAAGAAAGTAACAGCAACAACCTGATAAAACTGCCATGACAGAGTGCGCGGGTAAACGAGA
AATAATATTATTGAAGACCAACAAATTGAAAAATAATGTACAATCATGACCTTAGATACCGATAAAATAA
ACCCATACCACAAACCGGCCAGATTAAAAAAACCAATTTAAAATGTCATGGCACGATCTTTTAAGCATGA
ACACACATTGTGCTCTTCGTATATAAAGGCACAGCCCCTCTAAAATTAGCGCCACAAACTAATACGCTTC
CCTAAAAGAAGAAGAAAAGAAAAAAGAAAG

Gene RcPR-1h

>27766.t000008
ACTTAACTGTTCATGTGTTAAATAAAACCATTTTTGCAAGTCTGGAAATATGGAACTCAAGATACAGTTA
AATTCTTATAATTAATATTGTTTAGTCAATTGAGTGTTTTGATGATAAAGTGTTTTTTCCCTTGAAATCA
AATTTCTGTTATGATGAGTATATAATTTATTAAAAGATAACATGGATTTTTAAGCCAATTAATAAAAGTA
ATATTCTGCATATATATATAGCAATGCTGCAACTTCTAGTGCCTGCATAGTTTTGGCTTCAGCTTTCTGG
CATTTAAGTCTCGGCTCATCTTTGCCCGATAGGGGTATCTACCTGCTTTTTTTTTTGTTTTCCTGCTTGT
TCAGATAGTAATGATTGTTAACAAAGTGAACTTGTTAAAATCAAAGGTTAAAAGTGCCAATTTAAGCCCT
ATGAATTTCAAGACAATGGCCAATTTGCTTTTATTTTAATTATGTAGTCAATTTATTCAGTAATTCGGCA
AAAATAGTCAATTCAACCAAATCAGAAGATTTAACCAATAAAAAATATTTAACGAACATATTTTAAATTT
AATTAAAAATTTAAACTGAAAAATATTTTATTACATTGCTAACATATTTTGGACTGGTAAAATTTTTTAA
AACCAGTTATACTAACATATCATAAATTTAACATTGCTAAAATATTTTACATTACGATATTATTTTATAT
TTTCTATACAAATCAGAAATTTTATGTAATATGCAACTCTATTTTTAGTTTTAAATATTCAATATTTTTG
ATAATATATTAAACTAATAATTATAATTATGATAACTTAATATTGTTATAAAAAATAAATTAAATTTATA
TAAATTAATATAATTTTAGAAATATTAAATATAATAATTCTATAACTATTAAGTCATACTTATATGTCTA
ATTATTTTTTGTTAAATAATATTAGTAAATTACATTAAAATTAAATAATTTGACTTTAACTTAATAGATA
TCTATTTCTATGTAATTAGCATTTAATATGAAGTTCAATGACCAAATTGAACTTTTCTTATTTAGTAACT
CCTTTGATTGAGTTTAATTGACCATTTTTTTTTAAATTGCCGAATAAATTGACTAAAAATTTTAAAATAT
GAGTTAACTGTTCATTGGTTTCAAATTTAAATGGCAAATTGGCATTTTAGCCTAAAATTAAAGGTGTCTT
AGCATCTCCCTCCTAAAATAATCTAATTGACCGGGATACTTGGATGTTGAGGAAGATATTAGTTCTAATT
CTAATTTCAAGACCGGAAACGAGAGAGACACATGGTTCAGATACAATTATTACCTGAAGGAAGCTGCAAG
TTGCAACAAAAACTCGCAGCCCAATTGCCATTTGCATTAATACAAGGGAAAGTTACATATATATTTCACA
GCCCAAAATCTTCATGTTTATTTATACGGTCACGAAGCTGAAAGAATTTTGTTTATACGATTTTAAAACT
TTCAGCTCTTTCTTACTAAAATTAGTTATT

Gene RcPR-1i

>30099.t000027
CCTAGTTCACCTTGACATACTCTTCATCAGGGTCACTGCACAGCAAAACAAGAGGACAATGATCAACTTT
GATAAACTAAAAAATTGAAAAGGAAAAAAACCTGATGATCCGAAACTCATAGAAATCCCAAAATCCAAAA
GCCAGTAGACTATGATACGGTACCTGTTGTTAAGGGTTGAGTTAGATAATTGCACTGAGGTTGGAGCCAT
ATATGCAAACTAAGCTCTTAGCTGCAAGGAAGCTGTAGGAAAAGACTTGCTAAATATACGCAACCTTGAA
GGAAGTTTGTAATTTTTAGTAAGAGAGTAATTCCAATAGTTTGAAATAGCAACTGTAGTTGAGAATAAAA
CAAAATAAATTTTGTACATTCTGAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAA
TAATAATACATGAGATTCTTACCTAGGCCTGGTGTATACACCATAACTAATAGGAGAGTGACCCGTATGT
ATGAGTGATTTATATTTTGGTATTGGATGATTGACACATACCCCATTATTTAATATGTAAATTTATCGAT
TTAGTGTATAGGTGAGGACATACATCAAGTCTAGATAAAAAGATTTCTAATATTATTTTAGAATTCTATT
TGGTATATTCGCCGATAGCTATCTCTTACGGCACAACTATATTAAAAAGTTTGAATCGATAACTAGTTCA
ATTTTAATCAATTGCTAATTGTATCAGTTCTATTTTAAATTTTTTTTATTAGCTGATAACTGATTTGATT
TATTTATTTATTTGGATCCTATTATTTTTATTATATAATTTTTATATTTTATAAATAATTATTATTGTAA
AGTTTTTTAATAGTTAAAAAATTATAATATTTATAATTACGATATTTAAAATTAAAAATTTTTATTAGTA
GAATTTAAATTTGAATTTCTACTTTTAAATTAATTTTTATAAATATTTTAATAAAAATATAATTGAGTAA
AAAAAAGTAACTATAATATTTTAGTTATTATAAATTATTTTTATTAATTTATATTATTGAATATAATAAA
ATAAAATAAAATATATTTAAAAAAATTATACTCTCTCAATAGGCATTTAACATATTAATAACAATCACTA
ATAAAATCTTATTAAATGGTTTACTTTTTATGGCATAAAAACAAACTCGTACCAGTTAGTTATATTTATC
AAGCAACTCAAAGAAAAGTAATATGATTAAGTTATCGGAGTAAAATTTATTGATTTTATTCATGACATAA
ATTATAAATTACTTGGGGCCCTTTATTTCTTAGACAAAGAAACTTATTTGTATCCAAACATTAACATCTA
GTATTAACATCCATCAGTTTGTTGTGTCTAAATTTGTAGTTGTGAACGAATTTTAAGGATAAGTTCTATT
TTTTTTTTTTCGTTTTTGTCCCCTAAAGTCTCTCTACCTACAAATACGTCAAATTAAACCATATAAGAAC
CTCAGGTGTTCCTTTGAAGAGAAATAGAAA
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Gene RcPR-4a.l

>29598.t000016
ATGAATTCACCCCATACAACCTTTGTAGAAGCATTACTTACTACCAATTAGAATAAGCTTCTACCATAAA
TAAAAATTTCCTGCATTAGAAATCTTGCTGGTCTTAGAATAATGACAAAGATTAATACAAACAAGGGTTA
TTCCCAATTGCCTTCATCCTTGAATTCATGCAAGTAAACTTTCAAATCTTATTCATTTTAAAAGTTTTTA
AGACTAATACTTGGAGCATATAGACCCACCAATATAACCATTTAAAAAAAATAACATAATATAATTATTG
TGTTAGTATCAGTATCATATCTAATATCTATATATGATATTGACACTCTGTCTTGTTAGAAGTTCTGTAT
TTTTTAATTTATTAAATAGTTAATTATTTTTTTATTTCGAAATTGATTCATTAAATGTTTGATAAGAAAA
ATAATTTAAACATAAATGAATCTTTTTATGTGACAACAAATTAAAGATTCACTAAACAAGTTAATAATAG
TAGTAACAATAACAATGCAATTAAGGATAAATGTCAAAGCATTCATACATAAACAAACATTTCCAGGCTT
TACAGTTTGAAGTTACATTCTACAGATGTTCTCTAGTGGAAACTGGAAACATTTCTGGAGCTTTGATAAC
TTAAAGGGACAAAGCAGAATCATCATCCTCATCAAGTGTTGAAGTGTAAACAGTGTAGAGTGACCAAATC
AAAGCAAACACGCCAAGAAGTATCCATCCAAGAAGGTTGTTGCTCAATCCAAATGGAAGTCCAGTTCCTT
CTGTGCTCATTCTTTCATCCACAAGTGCCATTGCTGGTCCTGCGGTTGCAGCCACCGCTGATGCTGCTGC
CACCATTGAGGCTACCATGCTTGTGTTCAGGCTCTTGTCTTTTGCCTCTGCCTTCTCTTCTATGCTGCAC
CTAACCCTGCACCCTCTTGTAGCCATTACTGGCAACCCTATATCAAGAACACATTGAACTAAATTAATTA
CATCCGAATTAATGGAATTATTAATTTAAAAACCCTGCACTATGCGCACATTTTACTATCAAAACATACT
TTAAATATGATGATTGTGATATATACATCGTATTTTATGCATATGTTTTCCGAATTATTCTTTTCATTTA
TATTAATGGTCACTATATATGAACAATATATATATATATAAATAGATATTTAATGACTCAAAAGCTAACT
ATTAGAAAGTTTACTTCTTCTCATTATATTAATGTTGGAGTTCACATTTACTCAAAATCGAAAGGGATGT
ACGGATCTAAACATGGGTATTGTGATTCTCCAATGACTTTCAGATGGAACTAAATTTGATCAGCTGGCAC
AGTTCAAGAATTAAGCTCGATTATTAAGCTACTGAGTTAAGAGACATAGTAATCTTAAAATCTATGATAT
ATTATATAAGACGGCAGTGTAAAAATCATAATTCTTAGTAAAAGAATGAAGGATGAAGTGTTACCAAGAA
TAGGAGTTGCCTGAATCCTGGTTTTGTTGA

Gene RcPR-4a.2

>29598.t000017
ATGAATTCACCATATACAACCTTTGAAGAAGCATCACTTGCTACCACTTAGAATAAGCTTCTACCATAAA
TAAATATTTCATGCATTGGAAATCTTGCTGGTCTCGGAATAATGACAAAGATTAATACAAACATGGATTA
TTCCCAATTGCCATCATCCTTGAATTAATGCAAATAAACTTTCTAATCTCATTCCTTTTAGTGACTTATG
ACATTTGACTTAAACGCGGCGTGTGAACATATTTATATAGTCATTTTAAAATATAACTATTCTGGAAAGA
TCTAAGACATGATACTATTCTTTGTTTGTGTTAATATCATATTTGATATGTGTTCGACATAGACACTCTA
TCCTGTTAGAAATGTTAATGTCTCGTCGTTTATTGAATAGTTAAATATTTCTTTTTTAAAATTGATTCAT
GTAGTGAATGATAAAAATAATAATTTATTAAAGATTCACTCAACAAGTTAATAACAGTAGTAACAATAAT
AATGCAATTAAGGATAAATGTCAAAGCTCCAGGCTTTACAATTTGAAGTTACATTCTACTAGTGTTCTCT
AGTGGAAACTGAAAGCATTTCTAGAGCTTTAATCACTTAAAGGGACAAAGCAGAATCATCATCCGTAAAT
TAATATTCACATGCGATACATAAAAATAGAAAAAATAATTAATTTAAAGACTTGGCAGAATGCACACATT
CTACTATGAAAACATATATTCACAAATATGATAATTGTAAAAGTGAAAGATGACATATTTGTATTTACAT
TTATACCTGAATTTCACTTTTGCTCAAGGCACAGTTCACAACAATCATATATATCCGTAAATTTTCAGCA
CGCTTTGTAATGTTATTAGAAATTATTCAATTATGAAGTACATTTTTTATTTATTTTAAATATACCCCAT
AATTTGTTTGGAATATGTTATATCAACTGGAAGAATTACATCTAATTTCTTTAAGTCTGGATTCCAATAA
ACTTTAATTAATGCTACTAAATGTATACAAAAATTCAGCTTTTACTATGAAGATTTGGTTAATTACCATT
AGAGTCGTAGGGGGAATAATGATCTTATCTTAGAAGAGTTTACTTTTCAGGCATTCATTGCCGCGTCCTG
GCAAATACACAATGCATCCACCAATGCCACAATTAATGTTTAGTGTCCTATTTTGCTTGCACTTCATGTG
CCGAGTATGCACAAATGAACCCTCGACTTGTAACAGTTCCAGTCGTTAGTCCCTGTTTTCAAATCCCCAA
TTTCCACATTTTAAACTTACTTTTCAGTGATTTTCTCCTATAAATTCATGAATTCTCTCATGAAACAAAC
CCAATACAGACGAATAGAATGGGGGTAAGGGTAACTGTGTGCATCGTGTTCTTAGCCTTTCTCATAGCTA
GAGCCACTTGCCAAAGTGGCTCTAATGTGAGAGCTACATATCATTTCTACAATCCTGCCAAAATTAATTG
GGACTTGAGAGCTGCCAGTGCTTACTGTGC

Gene RcPR-4b

>29598.t000018
AGATAATTTTATGTTATGGTAATAAACTTCGCAAGCAAGGCTAGCATTGCACATGTGTAGCTTGAGGACT
TGAAAGTAAACTTATATCTTTATGAGTCAATGGCAGCAATTATTGGCTACTGAAAATAGAAAGGGTTCAT
GCATTTCAAAAATTTGGAGAAGATGCATATAGCTTCTGGAATTAAAAGAAGCAAAAGAAAATTAAACAGC
CCACCTTTCTTGACTACGTTAATTTCCAACGTCGTTCAAGGTCAAGAAAATTGAATCAGCTTGCAAGATT
GATAAAGTAAAAAAACAAGAATATAAAGACAATAAATTTATGTCTCAAGAAACTTAACAGAATAAAGGAA
AATATTAATTAATTATTAATTGCATGGTTTATAAATTTTAGAGTAATCCATGCTTTGCTACTTGAGAGGG
CTATGAAGATTTATAGTATATTACTAGTAAAAAGATCTTTGAGTCAGATGGCAGTGATTTAAGAATCTCA
TCCTCCCATAATATTATTTTAACTCCATTTATATCTAAAATTTTATATTTCGCCCGAGGTACAATCCATA
TCCGCATATTTTCAGCAGGTTCTGAGAAATTATACAGAGGAATTGTTCATCCACATTATAAACCAATTAT
GAACGGAAAAGAAATGATCTTATCTCAATAGAGTTTTACTTTTCTAACATTCAATGCCGTATCCTGACTA
ATACACAATGCATCCATCAATGCCAGAATTAATGTTAAGTGTCCTATTTTGCTTGCACTTCATGTGCTGA
CTATGGACAAATGAACCCTCGACTTATAACCATTCCAGTCGATAGTCCCTGTTCAAATCCCCAATTTCCA
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CGTTCAAACCTNNNGTTTCAAACCTACTTTTCAGTGAATTTCTTCTATAAATTCAAGATTTCTTTCACAA
ATCTAACCCAATACAGACGCATAGAATGGGGACAAGAGTAACTGTGTGCATTGTGTTCTTAGCCTTTCTC
ATAGCTAGAGCCACTTGCCAAAGTGGCTCTAATGTGAGAGCTACCTATCATTTCTACAATCCGGCCCAAA
TTAATTGGGACTTGAGAGCTGCCAGTGCTTTCTGCGCTACCTGGGATGCCGACAAGCCGCTCGCATGGCG
TCAAAAGTATGGATGGACGGCCTTCTGTCATCCGGTGGGTCAAGGTCAAGCGGCCTGTGGCAAATGCTTG
AGGGTAAGAAACATCTATGATCAAAGTGAAACCTTATATTTGAGTGTCTTGTCTTGTTTCGTAGGGCAGG
GGCGGCAAGAGTCCCACTCCTAGTAATCTATTCATTTTTCTGAAAAATTCTAGCAAATATTTATTCTGGA
TTTATTTAATCAAAATTCATGTTAATTCGCTGTTAAAATGATATTGTTCAGGTGACAAATACTGGAACAG
GAGCTCAAGTGACTGTCCGGGTAGTTGATCAGTGTAGCAACGGAGGGTTGGACTTGGATGAAGGCGTTTT
CCGGCAGATAGACACCGATGGAAGAGGCAT

Gene RcPR-5a

>30170.t000403
TAGTTCATATATCTGTTAAGCCTAAATGAAACGCTTAAGGACAACAATTCAATCAATGATCCTGAAAGGC
AAACGCTAAATAGCAAACAATTTTTATCCCATGATTGTGGGTGGGAATAATTACTTAATAATTAATATGA
GCGGGAAATTATTTGGAAAATGGAGAAGTGAAAGTAGTGAATCTAGGGGAGTGGAGGAAGCACGTGCGGT
GTTTAACTGCTTAAGGACGTGTGAGAGTGGGAGGTTGTGCTTTGCTGATGTTTGCCACGTGAGGACTCTT
TTTTTTTTTTTTAGGGGCACCACCTGGTTTCTCACGTGACTTGATACCCATTTCGCCATTTCTGCTAACT
AATCCTAATAATTATTGCTATTACTTATTTATTTTTTATAATTAATTATTACTCCAACCTGTCGTGCCGT
TGCCCTTAGTTTTCATTATGTGGTCAATTTAGTCCCCAAAAAAAGTTATCTTTTGGCTTCATTGGATACT
TAATTTGATTTGCTGGAGCATTATTAATCACTCGAGGTAATGTTATTTTCTAGGAAGAGATACCAGAAAT
GGAGACGACCTTAATTAGTGCAAACGGCTAAACACATGGAGATTGCCCATCACTTTTGCTTTATAACAAA
ATTAAACCACTAATGTACACCAAATTTACATGAATCTTATTTCAATTTAATCCCTTGATCATGAAAAGGA
TATGGTAACGGCCTGAAAAAAATGGAGCGGAATCTACCAATTATCTCAATCATTAAATTTTTGTTTTCCT
CGTTACTATTAGCTTCAGTAAGTTCAATATTCTTAGAAAACGTGATTATGTGAATTAACAAAGGACATGA
GAAATATACCAAAAGAAAGGAGGCGCAGGGTAATATTTAATACTTGAAAGAAAAATGTTTATATTCATAA
GTATTGCTCACACAAATGGACACATTTTTTGAGCATGAACAGGAAGCTAAAAATAAAGAAAGAAAGAAAC
ATAAAACATAAAGAGTAACCCATATAATTAAATTGATGGTCAGAAAGATAAATAAGAAATCTTAAAGTGG
TCACGAAAAGATAGCAAGCAATAAAAATTGGAAAGAGCAAAAGACGAGTGCCCAAAACCAAAAATATAAA
TTCAGAGCTCTCTCTATAATGACTTCCATGACTCCTCTACCTACAACCACTCTAACCTGCTCTTCTTTAT
CATTCCCTCTCAATTTGCTTCTCCACAACTTCTCTTTCTTCTTCACTATTACCCGCAAAAAGATTTCTAA
GAGAAAATGGCGACTAAGATTAGCTCATGTTGCTGTTATCTTCTTCTACTTCTCTTCTCTTTAGGTAAAT
ATTCAGTTACTTTACACGCATTAATATATAAATATAGCCCTTCCTTCCTTTTCCTTTTCTAAAAGAAAAT
GGTGATTGTTCATTTAATTTTTCAAGAATATTGGAATCTCTCTTCTTTCTGGGTATTTTGATTCTTGTTT
TTCGGAAAACATTATTGGAATTTCAAAGTC

Gene RcPR-5b

>30152.t000023
AACATAAACTAAATAGTTAATAGAGCATATATATTAAATATTATTTATTAATATTAATTTAACAAATGTA
AATATAATAACTGTCTTAGCATATATAAAAGAGATGTTACGGCAATGGCGCCGTCCGGTTCCGGTTCCCA
GTTCCAGTTCCAATCAATTTTTGAAAAATAAAAAATTAATTAAAATAAATTACCTTTTACAAGTTGAAAT
TGAATTAGATAATTTTAGCTCCGTATGAGGAGAAACCAATCTTGAACCAGTCTTAGTTCTAAGCTGGTTC
CGATTTTCTTTTATGATTCAATTTATCTAATTTATAAATTTTTTGACCTGAATGTTTAAAACTAATATAA
ATAATGTTAGAATATATGAAATAAAAAAATAAAAAAAATCATATTTAAATCCTAAATTCATTAGTAAATA
AAAATAAAAATAAAGTATAGAAGCATAAAGAGAAAGAAAATGTAGAATCAGTTTAAGAAAAACTTAAATG
GTTTCAATACTTTCTCATGAAAATAAATTTTTTTATTTTTTTCTTGAAGACTGTTTATAGGTAAAATTTA
TAAAATTACATAACATTTAGACTTTTTTTACAATTAACAAAAAAAATCATTAAAAAAGAAAAAATAAAAA
GTATAAATAGATTAAACAGGAGTTAAAACATAAATGAACAAAAAAATTAATCTATAGAAAAGAAAAGAGA
ATATAAAATTCTTAATGTAACTCAAATTAGTAAATAAAGAAAAATAAAAATTTTAGACAAATTTCAAATC
TAATATATATAAAGAAATATCATATGAGAAAAATAAATAAATTAATTAATTAATTAAAATAATTAAAAAT
ATATATGTAAAAATTAAAATTTAAAAAATTATTATTGTTATAATTATAAATTAAAAGAGAAAAGAATGAT
TTTTTCTAAATTAGTATTTATAAAAAAGTAACAAATATCATTTTTTATGGCAAGTTGTAGTTAAATCATT
TTCTTCGTTTCAGTTTTTTAAAATATATATATATTAGATTTGCTTATGAGAGCTGCTTGTAGTGTCATTT
ATTTAATTTAATTGTTTAATTTTTTTACTAATCTAGTAGAGTAACTCTGTCTGATAACTTCATTTAAAAA
AAAAAAGGAACATAAATGTCCCTGAGAAGTTGCAGTTTCACAAGAATGACTTAACCATTTGATCAGTTCT
AGCATAGAAAGGGTAAGGGATGTTGGAGCTTTGGTTACCTGTCATTTCGTCACAAAATTACACTTGTCAA
TACACAAACTTGTTACTAAGTTGGAATGCAACTTACCACACTATATAAGGTGATTTGTTGAACCTCCCTC
TACAAACATGCCAACTTCTTCCACTCCCTTGTATATAAAACATAATAAGAGAAGGAGAAATCTCATTTAT
CAAATTTCAATCTTAGCATCTACTCCAAATTCAACAATCAGAACCCAGAACTGGAAAGAAAATTAAAAGA
AGAAGAAGAAGAAGAATCATTGCACCTCAC

Gene RcPR-5c
>29669.t000034
TACTTAATGATGATATCTATTTACAGAATTTACAGATTAGGGATGATTTAAAACGCACTGGCCATTACAT
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GTATGCTATTCTGGCAATTTCTTGGAGATATAACCTTACTGTTCTTTTTCTTATGTTCTAGTGAGGGACT
AGTTAACTTTTAGTGTTTTTTCCTAATTAATAAACACCCATTGGGGATGGAACTCAATTAATTAACTTTT
TAGTGTTCGATTATGTTATATAATCGGATACCTATATGCACATAAATTTTAATTGATATATAAGAAATTT
TTAGATAGATTCGTATAATTAATAAATTAATAATAAATACTCATATATTTTACAATTAATTTATATGTTT
AGGCATTTAATAGATAGAAATCTAGTGTTTATAAAAAAAGTTCCAGCAAAAAGCACTAAGACATCAACAA
TCCATCATTATGGCCAAATTACATAATTAATTATAACCATATATTGTGCTATGGCATACTTCCATAGCAT
ACATCACATATCACGCATAATTAGGGGATAAAAGTAATTATAAAAGTTCTGTCAATCCATAATTCATCAA
ACTCAGAAACTAAGATTCAGAAAGAAAAATAAAAAAAAGAAAAACATAAGCACTATATCTAAAATCTAAC
TAAGGCCTAAATTGAATGTTGTTTATTCCTTCTTTGGGCAAATCTCAGTGAAGACAGACAACCTTTTCTT
TGAAGATTTAATATAAAGAACTTTGTCAATGTAGGCGTCAACTTCTTTACTAGTCGCAGGGTGTTTATTA
CCTGGCAAGCGAACTTCAATCTTGTCATCCATGGGCGTCCAGGACAAATCAGAAAAGTTTCCCGAAGCGG
AAGTAACAACCTTCTTAAAGTCTGGACCTTTGGCGTTGTCTTTGATGGTGGTCTTGCTGCTTTCTGCCAT
AATTAATAGCTTAATGTGGTCTTGCTAGAATAAACTTGAACATAAATACATCCCTTTATGCTTGTAACTT
ATATACACATTGTAGCCTGTCAATAAACAAACCAAATAAGAAGAGGATTACTAATCCTAATTAGAAGTGA
CTTGGAATTTCCTACTAATTAAACCTTCTCTATTTAGGAGTAGAAAAGGGAATCATCCGTTTTCTGTCCT
TTTTAAGAATGAAATTCCTATAAGAATTAAGTCAATGAAACAATCCTAATTAAGCCAAGCCGAATATTTA
AAAAAAAAAATTGAAGAACTTCAAAGGCTAGCTAACATTATCAAAGCTCATAGCCTCATATCCCTATTTT
TAAGCCCTTTCAGAGTAGACCTGCACAGATGCCTGGATCTCTAACAATTCCTCCTTTACAAACACAAAAT
ATTGGTCAAGAACTATACCAAGTTAAACCCTTTTGATCTTTACGGATGTTTGTGGTAAGAGTAGCATTGC
ATTAATAATTACAATATGTGAACAGCTTGAGATGTTGAACATAAATCAAGGCGGACGTGAAGTTGCTGAG
ACTAGATTTACTAGGTCAGGCTCTTCCTCA

Gene RcPR-5d

>30116.t000002
AGGTGTTCTAGTACTAATTGTTTTAAGAGTCACTCTAGTGTAACAATGAAAAAGGAACAATATACGACGG
AGATTAAAAGAATAAAAGAATAATCAAGTAATAATTAAGAAATATGTAGTTAGACTTGAAACATATATGA
ACACTTTTTAAAAAAAGTTATATTTGCATAATCTTTATCATAATATTATTAACTGGCTTAAGAATGTTTA
GTCTTTGATCACTTGGAGGTTTAGAGTTTGGATTCTTTTTATAATAAAAATCTTATTACAATATATAACT
GATATCTACTTTCAGATATTGAAGTGTATAAATTTTTTAGGAGGAAACAACTAAATTTCACAGAAAAATT
TAAATAAATATTGTTTATTTATCGGACTGTAGGACCAACTGGTATTTCGTTTATATTTGTAACCGATTCT
AACAATCTTTAAAAAAATCTTAAATTAAATAAAATTATAAACCGGTCAATTGGTCACTGAAGCAATATGA
TAGCCAAATTTTTTTATTTTTTATTTTTTTTTTATGTTGGCATTGAACCTATCAAGATAGGTAATAAAGT
AGGCATAAAAGATGGCTAACCACACAAGAGAGCAATTACCTTGGCAAGTTTTGCTAGACATTCTGCCACT
GGCAATCCTTAAACATAACAAAAAAGGTGATGCCTCCTGACTCTTGAGCGACCATTATAATATCTTTCAT
GATGGAAACTACCATGTTATTGATTAAATATTTTCAAACTACAAGAAGACAATTAGAATCATGTTCTTGC
TACACATTAATTATGTATATGTTTCATATACTTGACTCTATTTGGTTTCTTTATACTATAAAATCCCTCA
AAAGACTAAAACTTAATTAGGTCAACATAATATAGTAAAATTAAATACCCAAAAAATCTGTTTCTTCAAT
CCTTTTTATTTTTATACATTTACTGCATTTGCCATCTATAGAGCAGGAAAACAGAAATTCTGTGAAAGTT
AGAAATGCAAAACATACTTAGTTAAAACATTATTTCAAGTTAAAATATATACCTACTGTCAGATTAAGCT
TAAGCTTATGGCTGCAAAAGAAATGGTCAGCTTTGATGTTAATTAAGATGGGATCTTGTAGCAGGATGTA
AACCCCAATCTAACTTGAACTTTAAGACACTAACAAAATCAAATCATGATTAAGAGACTTGCTTTTGTCA
CAAAATCAGTATACATATTGACAACTAAAGGATAATAGCCAACTAAGGATCAAAAGAATTGGCCAAAAAG
AAAAAAGGGTTTAGCAATTTAATTAAGAAATTAGAATAATTTGTTGGGAGGAAGGTATCCATTGGTTGGA
CATGCAATTAAGCAAGGAAGCCTTTTGTTTTTGGGCTGTCTCTGTTTGTAGATTCACTCCCTTCTACACG
TATTCTTCTTCCTTTCCCTTTATCCCATGCACTCATATAAAATCTTCACTCACTTCTAATGGCTTTTCAC
TTCATGTATACACTAAGCTGCAGAGGGCAC

Gene RcPR-5e

>29669.t000043
TTCGATATCCCACTACTGATTCTAATCAATATAAGGCATCAAGTTGCCCTTCAGATTGAACAGGATTTGC
CGTAGTGAGTTGGCAAATCAACAAGCTCAGATTTCGTTGCTTATCCGAGTATGGTAATACAAATTTAACA
GTTGCGAGCCAACGAATTATGCTATGATGTTCAAGGCGGCCCGTCCTACAGCTACTGCTGATGGTTCTGT
TTATTGAAGTACGTTTCTGTGTCATCAATCTCATTACTTGGTTAGCTTTTGTTAAAACTTCTTCTACACG
GTGTTTTCCATTTACAAGAATTACACTTATTATGATGAATATAACTAGATATTTGGTTATATGCATACCA
ACTGTTTTATACCTTTACCTGTTTATGTAAGTTCATGGATGTTGCTTTTCTGATCCATTTGTAAAATTAT
ACTGCAAGCACATAATTAAAATTACACACTAGAGAATGCTTTATTTACAGAATCAACATCAATGGCAATC
TTTCAGCCTCTTTAGAGTCAAGATTCTGAACTAATGTTTCCTAAACCACTATTCATTTTCAGTTCACTAT
AGCCTTGAGAATTCATCAAAGAAAAACTCCCACCACTAATAAAACATGATTAGTAGCTTCAACAGGTTTT
TCCTCAAAACGAAAATCTCAAGATATCATAATAGACCAAAATTAAAATTGTGATGCAGCAAGAAAACCCA
TAAATAGAAAAATAATCAAAAATCACCAGCAGCTCATAAATTTCCCACTAATTTGGAACTTAGATTATAT
CAGTGTTCAGAACAATGAAAAACTGTTTCAAGAAGAGAGTTTAATACTAAGAGAACTTAATCAAATGACT
CGTATGTTGAAAATTATCATTTCCAAAGCCGTCTTCTTGACAGGAACTGCCTCCCTTCATATTATCCTTG
TTAATAAAATTAATAGTCATATAGCAATCTAGTACCTGCCACTTATTCAGTACCAGGTTATTTTTAGAAT
TCCAACATGATTTTGCTCAAAAGATTTAGTTTTCATAGTTATTATAATTACCTGCCTCCCTTCAATGTAA
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TTAACAGTTATTTCCCTGCCTATATTTTCAGTATTCATAGTTATTATTATAATTACAAAATGAATTTAAT
TTTTTTCTGGAAGATGCTAAACAGCTAGCTATATATCATTCATGCTAAACAAGACACAATTTAATCACAA
TATCATCAAATAATTAACTAATATCTTCTGAATGTAAGCAGGAATAGTGGGTATGTTTTCACTGTGGCAT
TCTATTGGCATGATTATTATTTTTGTTATTTCAGAATTAACAAACTAACCAACCAACCACATGGCCTTAA
AATTCTGCCAACTCTTCAACATTATATTGGCATGAATTCTTTTGTTTTTCTATATTCATGTTGCCTGGTA
ATTACTTTGAAGTTATCCTTTATATTATATATATATATATATATATATATATATATATATCCATAGTTAT
CTCTACACTTCAATTTCCATCATCTCTATC

Gene RcPR-6

>30099.t000037
GTAATTAATCTAAAAGTTTTTCAACTTTGGTTTATTTATTTCTTTTGCTTTCTTTTCTGAAAAGCTTAAT
TATCAATTAAATTTTATATTTTTACACTTTTTAACTTATCTAATTATTTTTAAAAAATCAATTTATTCTC
AAAAATAATTTTCATTAATAACTTTTATAATTTTATAATGATAAAAATGACATGACAAGTTAATTATGCT
TAATAAAAATAATTATTAAGCCATAAAAAATTTATTACGTTAAAGATATAAGATATGTAAAAGGATGCAC
ATATGTGAGATAATTTAATGGCAATATTATTAAATTTAAGATAATATCTTTATTACTTCATAATTCTCTA
ATTATGTTAGTAAGCATAATCGATTTGTCACTTCATTTTTCTTACTATAAAATTTCAAAAATTGTTATCG
GAGAATGCTTTTGAATAAATTATAAATTTAAATATTTATTTTAAATTTTAAAGTAATTAGATAAAATTAT
TAAAAAATATAAATTTTAAAATTTAATTAGTAGTAAGAATTTATTCCAATAGATGTATGTTTTGCTTATT
TTCTATGTAGAAAGATACAATAGAAACAATGGCTAAGCTGAAATTAAATCCTGCAGCCAATCAGAGAGCT
AGCTGTCTATGTGTGAGGATTAAAAGGGTCCCAAGTCCAACATTTTTTATCCACTGTCTTGCATTATCAG
CCATTGGATTTCTAATAAGAAAAAGTTGATAATATATATTATCTAATTAGACCTTACATTCATTGATTTC
GCTGCTTATTTATATCTTAATGCATATGTTACTTTTGAATAAACCTGTTGACATTATGGTTAGGGCAAAT
TTATACCGGATTTGAATTTAATTAAATATAGATTTGGGTATTTAGGTTTAGGATTTTGGCCAAACTTGGC
TACAATTAAAATGATACAATTTCTTAAATGTAATTTGTTGAGTGTGTTGGATTTGTTAGATGGATTTTAA
AAAAAATCAATTAATTTATATTTGGACTGATTGGTTTAGGCTGCATCCTTTTCCCTTTTCTTTATAGTGA
TATCCACAAGCTCACTTTCTTGTATTATTAAACATCATGAAAACATATATTCTCCTAATAAAATAAAATA
GAAAGAGCATAGAACATGACAAATTAAAACCCGAAAGAGAAATCCAATATTTTGGTTCAAAGTGCTTTTT
TTTTTTTCTTTTATGATTTTTTATTGCTTATTTTGGCAAAATCAAAGGCAACAAGAACATGCAATCTTCA
CAGTTATCAAAGCAAGACTTGCTAATTTTATCATTTCAAGTCCTAGTTGCCAGTGGAAGCAAAGTGACCA
TGTCCAAGGGAGACGTCTTGGTCACTTTAGATTGCTTAAGATAGTAGTGATAAGCAAGTTCACATATATA
TATATATATATATATATATATTTTGCTCCTATAAATACCCATCAAGATCATGATAAGTTCTCATCACTGA
CTCGAAAAGGTTTCCTCAGTAAATCAAACC

Gene RcPR10-STH21

29726.t000222
CTAATCTGTTTTTGTCCTTTTAACGTATCTTTGTTGTTGGTTTGTGATTCATTATACTTGTCCGTTTAAT
TCTTGCCAGGGAAAAAACATTCCTTATAAATCCTGATGCTTGTATTTTGAGATGAAAAATAAGAAATGAT
TCTACCAAACTGTGGATGCAAATAATGGCAGAAATTCTAAATAATGGTAGAAATGCTACTGCGCGATTAG
AGTTTTTGATACTTTAACAAATTCTTGAAAAGAAACCGAACTAAACCCTTAATTTATTTTCGCTGTGAAG
CAAATATTTTTTAAAAGGAAACACTTTCCGTGCTACGATATAGATATTCGACTGCCTATTATACGTATTT
TTATCATACATAAGAGCTAGGATTTGCCAACAAGAACGCATCTACAACCTTCACCATTGCCAAGAAGCCT
TTCTTTATGTTTTTGATATCTTCTTCAGATAGCAAGTCATTCCGATGGCTCATTGATTCATACTGTATTT
TCAGCTTGGCCAAGCAACCTCCCTCATTAGTTGATGTGAAACTAACCTCAGCTATATAAGACTTCACCTT
CAAACCAAGAATACCTCCTTCCACAATAGAGTACGTGAATATACGATTCTCCTCGTCCATCACTTCCACA
CGATCCTTAACGTAGCTACATTCTTTAACAGCTGCACCAAAGATATATGAGTCCCAAAACATATATATAT
TAATTATTGATAAGGTTAAGTTATTAGTTCTTAGAAGTAGAAGTTTATGGAGGACGAACCATTAGTGAAA
TTGAATTTCTTGATGGTGCCAACCCCACCATCTCCTTCAAGGATGTCGATGCTCGAAATGATTCCAGGCA
GAAGCTTAGGCATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NTCATTCAGAGAGAAAAAATCCAATCCTAATAAAAGAAAATAGTATTGCAGAAAAATGGAAAAAAGAAAA
CAAAGACACTCTCAACCTGAATGAAAGCAA
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Dados Suplementares 2. Sequéncias dos genes. Ricinus communis L.
Proteinas Relacionadas a Patogénese — RcPR. Depositados no Phytozome. 5’
e 3 'UTR indicados nas cores verde e rosa, respectivamente. Exons indicado na
cor azul e Introns indicado sem cor.

Gene RcPR-la
>30099.t000028 30099:134094..134579

Gene RcPR-1b.1
>30099.t000029 30099:150206..150899

GTAAATG

TTTTGACTTAATCATTATTAGGCTTTTCCTCATGGATCAATGCTGTAGAGCCAGCCTTCCCCTACTCCGG
CAGTCAACTCGTCTTCTCCTTAATGGGTGCGAAAGACTGGGAATCAAGAAGAAAGTCTCCTGTGAATGTT
GTCTGGAAAGCACCAGCTGCCTCTTCGGTTAAGTGGAACGTCTACGCCTCCCCCATGGATTGGTGGCGTC
CTCCGTAGTAATGAAGGCCATTTTTCATTTCCTTGTTCTCTTGTCCTACTGGAATTAAAGAATCCAACGA

AGCTTAGCTTCACGCAATCCTGAAGGCTATACAGCTAACTACCTCGAGCAG

Gene RcPR-1b.2
>30099.t000030 | 30099:151756..152238

Gene RcPR-1lc
>30099.t000031 | 30099:154297..155045

Gene RcPR-1d
>30099.t000032 | 30099:161783..162283
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Gene RcPR-1Be
>30099.t000036 | 30099:181211..181699

Gene RcPRB1-3f
>27894.t000032 | 27894:426397..426912

Gene RcPR-1g
>27766.t000007| 27766:99107..99703

Gene RcPR-1lh
>27766.t000008 | 27766:111436..111975

Gene RcPR-1i
>30099.t000027 | 30099:131507..131998

GTTATGCAAAAACAAAAATTAATAATTTTGTGTATGAG
CATTCAAATTATCTTCAATTTGGTTATGGTGAATGTTTGGCAGCAAGTCCTCAACCCAACTTCAATGCCA
AAGATGCAGTGAAAATATGGGCAGATGAGAAGAAATTTTATGATCGTAAATCAAATTCTTGTAAAGGTGG
TGAATGTGGGCATTACACTCAAATCGTTTGGCATGACACAAGTCAAGTGGGTTGTGCTAGAGTTAAGTGC
AAAAATGGGCATACATTTATCAGCTGCAACTATTATCCCATAGGGAATGTTCAAGGTCAAAGCCCTTATT
GA

Gene RcPR-4a.l
>29598.t000016 | 29598:67883..68473 reverse

GTAAGAAACATTTATATGATGA



AAGTGAAACCTTGTATTTGAGTGAGCAGGGGCGGCAAGAGTCCCACTCCTAATAATCTAAAAAAATTCTG
GCGAATACTTATTCTAGATTTTCTTGAATTAAAATTTACCTTAACTCATTGTTGAGATGATATATTTCAG
GTGACAAATACTGGAACAAGAGCTCAAGTGACTGTCAGAATAGTTGATCAGTGTAGCAACGGAGGGTTGG
ACTTGGATGAAGGCGTTTTCCGGCAGATAGACACCGATGGAAAAGGCTATGCTCGAGGCCACCTCATTGT
TAACTATCAATTCGTAAATTGTGGCGATTAG

Gene RcPR-4a.2

>29598.t000017 | 29598:69822..70438
ATGGGGACAAGAGTAACTGTGTGCATTGTGTTCTTAGCCTTTCTCATAGCTAGAGCCACTTGCCAAAGTG
GCTCTAATGTGAGAGCTACCTATCATTTCTACAATCCGGCCCAAATTAATTGGGACTTGAGAGCTGCCAG
TGCTTTCTGCGCTACCTGGGATGCCGACAAGCCGCTCGCATGGCGTCAAAAGTATGGATGGACGGCCTTC
TGTCATCCGGTGGGTCAAGGTCAAGCGGCCTGTGGCAAATGCTTGAGGGTAAGAAACATCTATGATCAAA
GTGAAACCTTATATTTGAGTGTCTTGTCTTGTTTCGTAGGGCAGGGGCGGCAAGAGTCCCACTCCTAGTA
ATCTATTCATTTTTCTGAAAAATTCTAGCAAATATTTATTCTGGATTTATTTAATCAAAATTCATGTTAA
TTCGCTGTTAAAATGATATTGTTCAGGTGACAAATACTGGAACAGGAGCTCAAGTGACTGTCCGGGTAGT
TGATCAGTGTAGCAACGGAGGGTTGGACTTGGATGAAGGCGTTTTCCGGCAGATAGACACCGATGGAAGA
GGCATTGCTCAAGGCCACCTTATTGTTAGCTATCAGTTTGTAAATTGTGGTGATTAG

Gene RcPR-4b

>29598.t000018 | 29598:71374..72176
ATGGGAAGTGTTATTGATGTGCTTATGGTTGTGCTACTATGTTCACTAGGTGTTGCATTTGGTGAGCAAT
GTGGCAGGCAAGCAGGCGGTAAGCTTTGCCCTAATAACCTATGTTGTAGCCAGTATGGATGGTGTGGCTC
TACTGATGACTATTGCTCACCTTCCAAAAACTGCCAAAGCAATTGCAAAGGTGGTGGTGGCGGTGAAAGT
GCTTCTAATGTCCGTGCTACATACCATTTCTATAATCCTCAGCAACATGGATGGGATCTGAATGCAGTTA
GTGCATATTGTTCTACATGGGATGCTAACAAGCCTTATTCATGGAGGAGCAAGTATGGGTGGACTGCGTT
CTGCGGTCCTGCTGGACCTCGCGGACAAACCTCCTGTGGCAAGTGCTTGAGGGTAAGAAAATTAAGAAAT
TGCACAGTTTTTTTAATCGCTCAAAACAACATTATTTCTTGTTTAATAAAATCGGTGCACTCGGATGTAC
GAGCACACTGAATCATAGTTTGTATTTAATTCTATTCCTTGATAATTAAGATTAATGTTATATATGCCTT
ATTTATGTGTATACATATATATGTGTGTGTGTGTAGGTGACAAATACTAGGACTGGAGCTGCGACAACAG
TGAGAATAGTTGATCAATGCAGCAATGGAGGACTGGATTTGGATGTGAATGTCTTTCGTCAATTGGACAC
AGACGGTATTGGATACCAGCAAGGTCACCTTATAGTGAATTACCAGTTTGTTAACTGTGGAGATTCCTTC
AACCCTCTGTTTTCTATTATGGATGATCAGTAA

Gene RcPR-5a

>30170.t000403 1:2181957..2182730
ATGCATTACAAACTTATAAAATCTATACTAGCTATTATAGTGTGTGGCACAAACTTATATTTCTGTGTCA
AATTTGCAGGTAACTTCAGCAATGCCACGGTTTTCACTCTTCAAAACCATTGTAGCTACATGATATGGCC
CGGAACTCTCTCCGGAAACGGCGCTGGAACTCTCGGAGACGGTGGCTTTGCATTGCCACCGGGCTCATCA
ATCCAACTCCAAGCTCCACCCACTTGGTCTGGCAGGTTCTGGGCTCGAACTGGGTGCACATTTGATGATT
TAGGCAATGGCAAGTGTGACACCGGTGACTGCGGAGGCGCCCTGAAGTGCACCGGCGGTGGAGCTCCCCC
TGTCAGCCTGGCTGAGTTCACTATTGCACCAAGCTCTAATGAGAAGGATTTCTATGATGTTAGCCTAGTC
GATGGATATAACGTTGGCTTAGGTGTCAAGGCATTGGGCGGGTCAGGTGATTGTCAATATGCGGGTTGTG
TTGCGGATCTTAATGGGAATTGCCCGCCAGAGCTACGGGTTACGGATTCAGTTTCGGGTTCGGTTGTCGC
TTGCAAGAGTGCTTGTGCAGCATTTAATGCGCCGGAGTTTTGTTGCACCGGCGATCATTCGACACCGCAG
ACTTGCTCACCGACACAGTACTCGGCGTTGTTCAAGAACGCATGCCCTTCGGCTTATAGTTATGCTTATG
ATGATGCATCAAGTACTTGCACTTGTTCCGGATCCGATTACATGATTACATTTTGTCCAACTGGGTCTGG
ATGA

Gene RcPR-5b

>30152.t000023 | 30152:873257..874051
ATGGCAAATTGGCAGTTTCTTCTCACCTTGGTTTTGATATCATTCTTAGGTAACAAGAATAGTATGCTTC
CCTTTTCTATAGTAATGATGTTTTGTCCATTATGTAATGATGTTAAGAGTCTGGGAATTTTTTTTGCAGG
CAGTGAAGCTGCAATTTTCACCCTCCAAAATAATTGCAGGTCAACCATATGGCCAGGAACTCTTTCAGGT
AAAGGACCTTTACTAATCAATGGTGGAACTAGATTAAAACCAGGTCGAACAATGAGGATTAATGTACCTC
ACAAGTGGTCAGGCCGCTTCTGGGCTCGTACCGGATGTAAGTTTGATCAAACTGGCAAGGGRARAATGCGC
CACCGGTGACTGTGGCGGCTTGAAACATTGTGGTGGGGCTGGCAGTGTACCACCAGTCACACTAGCTGAG
TTCACCTTGGATGACCTAAACTTCTACGATGTTAGCCTTGTTGATGGCTACAACATCCCTATTTCCATCT
ACCCTTATGGTGGCTCTGGCGACTGCAAGAAGGTAGAGTGCTTTTCAAACCTAAATCCGAGATGCCCCAA
GGATCTACAAGTGATAAATAATGGCAAGATTGTTGCCTGCAAGAGTGCCTGCACAGCATACAATACTCCA
AAATATTGTTGCAGTGGTGCCTATGGTTCTCCTCAGACTTGCAAGCCTACAGGTTTTTCACGTATATTCA
AGGCCGCTTGTCCTACATATTACAGTTATGCATATGATGATGCAACAAGCACATTTACATGCAAAGACGC
TAATTATAGAATTAAGTTTTGTTGA

104



Gene RcPR-5c

>29669.t000034 | 29669:212759..213502
ATGGCGTTATGGAGTTTTTTTACTCTGATTTGTATTATCCTATCAGGTGTTGAAGGTAGGGTTATCACCC
TGGAAAACAAATGCAAGGACACTATATGGCCTGGAATTTTAATAGAAGAAGGATCAACTTACCCTCAAGA
ACTGGAGGGTGATCTCGTATTAAGACCGGGACAGGCATTCAATGTCACAGTACCACAACATTGGACGATA
TCTGTATGGGGAGGTAATGGGTGCTCATATAATAGCGTTGGTTATGGAACATGTGTCACCGGTGGCTGTG
ACAGGCAAAGATGCACCGGAGAACGCATCCCCTCATCACCAGTCACATTAGTTGTACTTTACTTGGATAG
TCAACGAGATGTTTACGGAGTTGACGTTTCTGGTGGCTTCAACATACCGATTTCAGTATCGCCATATGGC
AAAGGTTCTGCAGAATGTAAGGCTGCAAGTTGCCCTACAGACGTGAACAGGATTTGCCCAGGAGTGTTGC
AAATGAAATCAAATTATCATGTCGTAGCATGTAGAAGCGATGACTGTCTGCTACGTGACAGGCCTGAACG
TTGTTGCTCTAACAGCAGTACTGCTATTACTTCTAATTCTGATAGCTCGCATTCAGGCACTTGCATGTGG
ACCGATTATCTGATGGCGCTCAGAACCGCTTGTCCTACTGCTACTCTTAATGGTTTTGACTGGACAAATA
TGTTCGAGTGTCATGGACCTAATTATTTAATTAGCTTTTGTTGA

Gene RcPR-5d

>30116.t000002 | 30116:61671..63370
ATGGCTCAAAATCCCAGTTTGCTTCTGCTTGCTCTCTTCTTCATCTTCTTTACTATTACATCAGGTAACA
TTATCTAATCTTTGCTTAACTGTTGTCATGGAGTGGAGCTCAACATTTTTTCTTTTCTTTTCTTTTATAA
CCTTCTATTGCTTCGTTAACACCAACGATCATTGTTAAAAATAAATTTCTTTATGTATATTTTTTAATAT
TTAATATTTATTTTTATTTTTTATATTAAAATATATTTGTTAATATTTATTAATACACTATTTACAAAAA
ATCTAAGTTATAGGTCCTAGTAACATTTAGGCACCCACTATTTTCTATTGACATATATATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATAAGTTTGATAGTTATGTAATTAAATTTGATAGTCAAATAATGACTAAT
TAAGTAATTATTTTTATGTGAGGCTTTTATTGCTTTAATTACTTTTATTCTGTTAATGAGTTATACCAAT
AATCATGTTTTAACTACATTCTACTACTTTAAAAATATAAAATAGAATGAATCAGTGGACCGTTATGAAA
TATAAATTTTAGCACCATACTCGAGTTATGAAATATAATTTTTAGCATCATAATGTAATTAAATTTGATA
GTTAAATAATGACTAATTTAGGCACCCACTATTTTTTTATTGACATTTGATCATACTGGACCGTTTCGCA
AGTCCAATAGATACTGGAGTTGGTATATTCTTTACTTGCCAAGACATCTCCTGAGTTGTCAGCATCTTGA
CAAGCTACTTTTGCGTCTTGACAGGGCAAAATGCTTCAAGTACAAAAACTTTCACATTGCTTAATAACTG
CAAAGAGACAATTTGGCCTGGAATAATAACAAAAGGTAATGACAGTGATGGGAAAGGTTTTCCCCTGAAG
CCTGGCCAAACCAATCTTCATTATGCACCAATCGGCTGGAGTGGTCGTATATGGGCTAGAACTGGTTGTA
ATTTTGATAAAAATGGCACTGGTACATGTCAAACAGGCAGTTGTGGCGCCTATCTGAATTGTTCAGGACC
AAGTAGCCCACCTAACACAATTGCTGAATTCACCCTTGGAGATAATGACTTTTTCGATATTAGCCTTGTG
AACGGGTTTAATTTGCCTGTAGTGATTTCACCTCTTAACAGTAAAGGAAATTGTAGCATTGCTGGTTGTG
ATGGAGATTTAAGGCAGAATTGTCCGCCCGAGCTCTCCGTCAGGTCCGATGGGAAGGTCATTGCTTGCCG
GAGCGCGTGCGACGTGTTCAACACTGATGCGTACTGTTGTAGAGGAGCATATAGTGATCCTGAGGCATGT
GCACCCTCAAACTATTCAAGGATTTTTAAGCAAGTCTGCCCTGCATCGTCTAGCTATGCATTTGACAGGG
ATGCTACAAGCATCATAACGTGCTCTGCATCAGATTATGTTGTTGCCTTTTGTGCATCAAGGTAAGCTTT
TATCAGTTGTCCTTTAGTAGCTTAATAGTAATAATGGAAGTATATATTTATTTATTTACTGATTGTTTAT
TTTGTGGACGGATTTTAGGAATCAGACTTTCTGTTCTTACCATGACAATGAGGTTCAGTGCAATACATCA
GCAAATGACTCAAAAGCACTTCTGCCCCATGGCTGGTGGATTCTGATGGTGACATTGCCTTTGGCATTTA
TTTTGCAAACCAAGATTTAG

Gene RcPR-5e

>29669.t000043 | 29669:282612..283444
ATGGAACTTTGCTCGCATTTTATCCTTCTAACTTTGATTTCTTTGTTAGCTACAGGCACTGATGCCAGGG
TAATTACCCTGGTGAACAACTGTAACACTACCATATGGCCTGGTTTTCAAGTTGTAATGGCAAGTCAACG
GTCTGAATTTATCGAGGATGGTTTCGAGTTAAGACCTGGACAATCAGCAAATCTTACAGCACCAGCAGTT
TGGTCACTCTACATCTGGGGTCGTAGTGGGTGCTCATTCAACAGCCTCGGCTATGGTGGATGTGTCACTG
GTGACTGTGGCGGCACACTGAGATGTCCCCTAGGACGCTTCCCTAACCTACCAATTACGATGGTCACACT
TTCCCTGAATAATAATTTGTTCGACACTTATGGAGTTTATCTTGGTGCGGGGTTTAATATTCCTGTCTCT
ATATCGCCTTATGGACCTGGTTCTGATCAATGCCAGGAGTCAAGTTGCCTTTCGGACGTGAACAGCATTT
GCCCGGCTGAGTTGCAAGTAAGAGTAAATAATATGATTGTAGCATGCAAAAGTGCCTGCCTTGCATTCAA
CAGGCCTGAATTCTGTTGCTTAAATACCAATGGTACGAACACTGCTTGCAAGCCAACGAATTATACGACC
ATGTTCGAGGGAGTATGTCCTGCAGCTAGCGCTGATGGCTCTAGTCAGAGTATATTTAAGTGCAGCGGAT
CTCAGTTCTTCGTCAGCTTTTGTTGAGACTGCTTATTGATCAACATAATAAAATATATATGTACCAACAC
ATATTTGTATTTCTGCAATGGCCATTTATGATTGGAGAATCTTAGTACAAACTCTATGGCGGG

Gene RcPR-6

>30099.t000037 | 30099:186152..186646
ATGGGTTCGTTAAAGATTTCACAGGTTCTTGTTTCTCTGCTCATGGGCTTAGCCTTGGTGGTGCACCCCT
GCCATGCCCAARACTCACAACAAGACTACCTTGATGCCCACAATGCTGCTCGTGCACAAGTAGGTGTAGC
CAATATAGTATGGGACAATACTGTAGCAACCTATGCTCAAAACTATGCCAACTCAAGAATTGGTGACTGC
AATCTTGTTCATTCTAGCGGATCCTACGGCGAAAACTTAGCCAAAGGCAGCAGCAGTTCACTTACAGGAA
CTGCAGCAGTGAACTTGTGGGTGGCGGAGAAGCCTTACTACAACTACACTTCCAATTCCTGTACTGGGGG
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TCAACAATGCTTGCACTATACTCAAGTGGTTTGGAGCAAATCGGTTCGTCTAGGGTGCGCCAGGGTCCAG
TGTACTAATGGCTGGTGGTTCGTTACTTGCAACTATGATCCCCCTGGCAATTATATTGGTCAGAAACCTT
ACTAA

Gene RcPR10-STH21

>29726.t000222 | 29726:1239960..1240556
ATGGGTGTATCTACCTTCACACAAGAATTCACCTCCCCAGTTGCTCCATCACGTATGTTCAAGGCCTTAA
TCCTAGATTCTAACATTTTGATCCCAAAGCTCCTACCCCAATTTATTAAAAGTGTTGATGTTATCCAAGG
TGGCGATGGCGCTGGGACCATTGAACAAGTCAACTTCACTGAAGGTATCTCACTTTACATGTTCTTTTTT
ATCTCTCTTTTTCTTTTTAACTCTTATTTTTCTCATTTCTTGGGATTTGGTTATTGATATATAATGATTT
GATGCATATGTTATGCAGCTAGTGACTTCAAGTATATCAAGAATAGAATTGAAGAGCTAGACAAAGACAA
TCTTGTGTGCAAGTATACTCTGATTGAGGGAGGTCCACTCGGGGACAAGCTTGATTCTATTGCTTATGAG
GTCAAATTTGAGGCAGCCAGTGATGGAGGCTGCATCTGTAAGATCACAAGCAACTATTTTACTCTTGGAA
AATTTACTATTAAAGAAGAAGATATTGAGGATGGCAAGGGCAAAGCTCTAGGAATATACAGAGTCGTTGA
AGCTTACCTCTTGGAGAACCCTCAAGTTTATGCTTAA

Dados Suplementares 3: Sequéncias de aminoacidos das Proteinas
Relacionadas a Patogénese em Ricinus communis L. Peptideo sinal: sublinhado;
Dominio Funcional Conservado: hachurada em cinza, Sitios de Fosforilacdo
(Serina, Treonina e Tirosina) e em azul e os Sitios de N-glicosilagao (Asparagina-
x-Serina/Treonina), em que X pode ser qualquer amino&cido, exceto a prolina)

em vermelho.

RcPR-1la

>30099.m001649
MYLNDFFAATVMVGTVLVHISLAQNSPQODYVNAHNTVRAEIGVGPITWNKTVAAYAQT YANSRIESCEFE
HSYGPYGENIAEGYGNLNGVDAVNMWVSEKPNYDYGSNSCKGGEDECLHY TQVVWRNSVHLGCGRAKCKT
GWWEVTCNYHPVGNIEGQRPF

RcPR-1b.1

>30099.m001650
MSNGLFFAEGRFQCNFCQSLLEFSSLWSLWLERNDITENTCTPNWGESSWINAVEPAFPYSGSQLVESLMG
AKDWESRRKSPVNVVWKAPAASSVKWNVYASPMDWWRPPYNFRNFETIKESDSTIQLVGSWVKWRMALEE
ISELAATQLPEFISFSPISRTGNQVVDGLAKSAVERTSDEVAWL

RcPR-1b.2

>30099.m001651
MGENKFIVALCLMTLTITPVSLAQNSQKDYVAAHNEVRAELGLGPVRWNEKLALYARKYIQTKVETCILE
HSNGPYGENLAKGSGEGEFSGVDAVKLWADEKPNYDYLSNSCAGGMCGHYTQIIWRDTKEIGCAKTKCKDG
WIYISCNYDPPGNYIGERPF

RcPR-1c

>30099.m001652
MLSLKISAALSFLISLSLILSSHAQNLPQDYINAHNAARAAVGVGPMTWDNTVAAYAQNYANQRINDCRL
VHSGGRYGENIAWS SGDLSGTAAVKLWVDEKAF YNYNSNTCAAGQQCGHY TQVVWRNSVRLGCAKVRCRN
GGTFITCNYDPPGNEVNQRPY

RcPR-1d

>30099.m001653

MAMPKVSLPLFYFMIMSLALLFSSNAQDTNQDY INSHNDARVAVGAGLGNMIWNETVADYARD YANQRTIA
DCNLVHSDGPYGENLAWGSGDLSGLDAVRMWVDEKAEFYDYNSNTCTGGQOCGHY TQVVWRDS ISLGCAKV
TCNNGLGTLITCNYYPPGNVIGQRPY

RcPR-1Be
>30099.m001657
MKQFDPSLALVCIISIALIFSSHAQDTQQODYLNAHNSARGDVGLGPLTWDDKVASYAQHHANQHKSDCSL




VHSEGPYGENLAWS SGDLSGTDAVKMWEKPY YDYNSNSCASGQICGHYTQVVWRS SVRLGCAKVSCNNGG
TEFIGCNYDPPGNYIGQRPYW

RcPRB1-3f

>27894.m000804
MLSCGALGTFLLFLLLASASEVSSGRSSLIRTQRETIKQYLKPHNRERAKLGLRPLKWENKLASEFASSWA
HORQGDCALLHSNSNYGENLEWGSGKDWKPGDAVAAWAEEKCY YNHNTNTCTKNKDCLHY TOMVWRQSLK
VGCARVICITSGDTLITCNYDPHGNVIGERPFE

RcPR-1g

>27766.m000157
MKPHSFLLLFIFLITIFITNNLLVTSQSPSPPAETPLNKRNNDTIYKVSKQLCWGCIGEALQFLYAHNLV
RASKWELPLTWDSQLERYARWWAGTRKQDCOLEHSFPEGDFKLGENI YWGSGTAWTPRDAVSAWASEEKY
YTYATNSCEEGOMCGHY TQIVWKTTRRIGCARVVCDDGDVEMICNYDPPGNYIGEKPY

RcPR-1h

>27766.m000158
MRTYCYYCVAIISISLELTTRATQSSAAAESATANHQHAYLSTANQFLGPHNAARAALRMPPLIWDTRLA
NYAQWYANQRRFDCDLRHSNGPYGENIFWGSGTGWTPAQAVTAWVSERKWYNYWSNSCYGHQECGHYTQI
VWRKTRRIGCAKVICSDDLGVEMTCNYDPPGNYIGERPY

RcPR-1i
>30099.m001648
MGFTNLVIALCLVASALSPTCLARNSRGDYLDAHNAVRAEVGVDPLVWNKTLADYAKASPQPNEFNAKDAV

KIWADEKKFYDRKSNSCKGGECGHYTQIVWHDTSQVGCARVKCKNGHTEFISCNYYPIGNVQGQSPY

RcPR-4a.1

>29598.m000457
MGVRVTVCIVFLAFLIARATCQSGENVRATYHFYNPAKINWDLRAASAYCATWDADKPLAWRRKYGWTAF
CHPVGQGQAACGRCLRVTNTGTRAQVTVRIVDQCSNGGLDLDEGVFRQTDGKGYARGHLIVNYQEFVNCGD

RcPR-4a.2

>29598.m000458
MGTRVTVCIVFLAFLIARATCQSGSENVRATYHFYNPAQINWDLRAASAFCATWDADKPLAWRQKYGWTAF
CHPVGQGQAACGKCLRVINTGTGAQVTVRVVDQCSNGGLDLDEGVFRQTDGRGIAQGHLIVSYQFVNCGD

RcPR-4b

>29598.m000459
MGSVVLMVVLLCSLGVAFGEQCGRQAGGKLCPNNLCCSQYGWCGSTDDYCSPSKNCQSNCKGGGGGESAS
NVRATYHFYNPQOHGWDLNAVSAYCSTWDANKPY SWRSKYGWTAFCGPAGPRGQTSCGKCLRVINTRTGA
ATTVRIVDQCSNGGLDLDVNVEFRQLDTDGIGYQQGHLIVNYQFVNCGDSENPLE S IMDDQ

RcPR-5a

>30170.m013991
MHYKLIKSILAIIVCGTNLYFCVKFAGNFSNATVFTLONHCSYMIWPGTLSGNGAGTLGDGGFALPPGSS
IQLOAPPTWSGRFWARTGCTEFDDLGNGKCDTGDCGGALKCTGGGAPPVSLAEFTIAPS SNEKDEYDVSLV
DGYNVGLGVKALGGSGDCQYAGCVADLNGNCPPELRVTDSVSGSVVACKSACAAFNAPEFCCTGDHS TPQ
TCSPTQYSALFKNACPSAYSYAYDDASSTCTCSGSDYMITECPTGSG

RcPR-5b

>30152.m002402
MANWQFLLTLVLISFLGSEAAIFTLONNCRSTIWPGTLSGKGPLLINGGTRLKPGRTMRINVPHKWSGRE
WARTGCKFDQTGKGKCATGDCGGLKHCGGAGSVPPVILAEFTLDDLNFYDVSLVDGYNIPISIYPYGGSG
DCKKVECFSNLNPRCPKDLQVINNGKIVACKSACTAYNTPKYCCSGAYGSPQTCKPTGFSRIFKAACPTY
YSYAYDDATSTEFTCKDANYRIKEC

RcPR-5c

>29669.m000825
MALWSFFTLICIILSGVEGRVITLENKCKDTIWPGILIEEGSTYPQELEGDLVLRPGOQAFNVTVPQHWT I
SVWGGNGCSYNSVGYGTCVTGGCDRQRCTGERIPSSPVTLVVLYLDSQRDVYGVDVSGGENIPISVSPYG
KGSAECKAASCPTDVNRICPGVLOMKSNYHVVACRSDDCLLRDRPERCCENSSTAITSNSDS SHEGTCMW
TDYLMALRTACPTATLNGFDWINMFECHGPNYLISFC
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RcPR-5d
>30116.m000371
MAQNPSLLLLALFFIFFTITSGONASSTKTFTLLN

SRNQTFCSYHDNEVQCNTSANDSKALLPHGWWILMVTL
PLAFILQTKI

RcPR-5e
>29669.m000834
MELCSHFILLTLISLLATGTDARVITL

RcPR-6
>30099.m001658
MGSLKISQVLVSLLMGLALVVHPCHAQNSQQDY

DPPGNYIGQKPY

RcPR10-STH21
>29726.m004110

PQVYA

108



Tabela Suplementar 4.Matrix de identidade entre Proteinas Relacionadas a Patogéneses em Ricinus communis L.
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3RcPR- STH-21 13R§PR' IRCPR5  2RCPR-5 llepR' 19RCPR- 5 'lRfPR' 14.1RcPR-4  14.2RcPR-4 15R2PR' 10RcPRB1-3 16R5PR' 17REPR' 5.2RcPR-1 18RfPR' 4RcPR-1 9RCPR-6 7RcPR-1  6RCcPR-1  8RCPR-1B

3RCPR- STH-21 100 16,95 1515 1346 11,11 15,79 1017 0 0 9,46 6,94 2,44 1,28 9,38 7,55 11,11 5,97 5,88 10,94 7,81
100 13,85 1659 1659 15,77 1935 10,96 14,29 1345 11,31 137 12,14 12,99 1324 14,29 10,95 1151 1206 1397 16,79

13RcPR5 100 4385 48,02 30,36 38,67 7,00 12,39 10,62 12,03 14,06 15,04 11,19 15,75 14,68 168 125 1732 1667 14,96
1RCPR5 100 53,88 31,33 40,17 6,02 175 16,67 15,38 11,03 11,89 1,11 12,03 13,16 12,21 9,63 125 11,28 11,94

2RcPR-5 100 37,61 40,09 124 20,35 18,58 146 14,88 17,19 1473 17,09 1717 15,52 1417 1803 2017 20
11RcPR-5 100 44,07 13,49 16,67 16,67 14,89 16,94 17,56 15,15 13,01 125 11,48 13,01 14,4 16,39 13,01
19RcPR-5 100 9,38 1552 1552 13,99 127 12,03 11,04 128 15,09 121 128 1732 1855 184
5.1RcPR-1 100 12,61 13,45 14,558 14,49 11,41 9,93 10,85 11,32 11,54 1053 1314 1504 14,18
14.1RcPR-4 100 92,25 67,61 1322 19,83 19,67 11,11 16,35 11,86 18,18 1475 1583 16,67
14.2RcPR-4 100 67,61 14,05 19,01 19,67 11,11 17,31 11,02 18,18 1557 16,67 175
15RcPR-4 100 1316 1317 1558 14,86 20 13,42 22,37 1711 1678 18,67
10RcPRB1-3 100 4327 454 4351 40 37,66 4304 4586 4231 44,87
16RcPR-1 100 51,12 4438 41,18 35,62 42,07 362 3013 41,61
17RcPR-1 100 4375 375 39,38 4756 4695 4845 48,45
5.2RcPR-1 100 55,15 54,43 478 5150 47,77 52,23
18RcPR-1 100 50 4667 4662 4586 46,62
4RPR-1 100 56,25 53,8 54,43 50,63
9RcPR-6 100 5652 66,46 58,39
7RcPR-1 100 67,08 67,7
6RCPR-1 100 60,57
8RCPR-1B 100
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Tabela Suplementar 5. Elementos cis presentes na regido promotora dos genes das Proteinas Relacionados a Patogéneses

em Ricinus communis L.

GENE NOME FUNCAO POSICAO I\IIELIiI\Iéll\E/ISIF;(N)TDOE ELE'\SENSOS
RcPR-1a AE-box Light responsiveness 63+ 1
RcPR-1a Box 4 Light responsiveness 1152-, 698+ 2
RcPR-1a G-Box Light responsiveness 1341- 1
RcPR-1a G-box Light responsiveness 776+, 1070- 2 °
RcPR-1a MRE Light responsiveness 630+, 723+ 2
RcPR-1a TCT-motivo Light responsiveness 99- 1
Cell cycle control in
RcPR-1a MYB eukaryotes 396-, 681- 2
4
RcPR-1a Myb-binding site prgl‘i'é%%f] f‘ensdpgflie 396-, 681- 2
RcPR-1a MYC Drought response 309+, 525- 2
RcPR-1a as-1 Drought response 1125+ 1 ’
RcPR-1a Myb Water response 351+, 1323-, 727+ 3 3
RcPR-1a ABRE ABA response 1070-, 1342+, 777+ 3
RcPR-1a ABRE3a ABA response 1070- 1 5
RcPR-1a ABRE4 ABA response 1070+ 1



RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a

RcPR-1a
RcPR-1a
RcPR-1a

RcPR-1a
RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

GARE-motivo

CAT-box

ERE

TCA

TATA

TATA-box

CAAT-box

CGTCA-motivo
TGACG-motivo
Unnamed_2

Unnamed_4
AAGAA-motivo

Box4

gibberellin-responsive
element

Meristem specific
activation

Ethylene-responsive
element

Nutrient starvation
stress response

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element

around -30 of
transcription start

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

MeJA-responsiveness

MeJA-responsiveness

Light responsiveness

Light responsiveness

395+, 680+ 2
781- 1

53+, 216-, 55-, 245+ 4
867+, 1402+ 2
1057+ 1

27-, 166+, 214+, 232+, 234-, 240+, 491-,
492+, 495+, 496-, 497+, 639+, 836-,
875+, 876-, 877-, 892-, 893-, 993-, 994-,
1045+, 1046-, 1047-, 1056+, 1057-, 37
1093+, 1094-, 1095-, 1157-, 1164+,
1165-, 1166-, 1199-, 1200-, 1201-,
1250+, 1413-

10+, 26+, 150-, 255+, 310-, 414-, 449-,
467-, 482-, 539-, 562-, 675+, 718+, 740-,
786+, 794+, 795+, 855+, 897+, 908-,

1013+, 1023+ 1024+, 1080+, 1131-, 32

1144-, 1181-, 1234+, 1255-, 1276-,
1298+, 1347+

1125- 1

1125+ 1

630+ 1

314-. 1464+, 1436+ 3

1442- 1

50+, 1461- 1002- 3

37

32

14
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RcPR-1b.1
RcPR-1b.1
RcPR-1b.1
RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1
RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

G-Box
G-box
GATA-motivo
GT1-motivo

chs-Unit 1 m1

MYB

Myb-binding site
MYC
as-1

MBS

Myc

MBSI

Myb
ABRE

ABRE3a
ABRE4

Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness

Light responsiveness

Cell cycle control in
eukaryotes

Cell cycle and cell
proliferation response

Drought response
Drought response
Drought-inducibility

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

Flavonoid biosynthetic
genes regulation

Water response
ABA response

ABA response

ABA response

404+
403+, 1143+, 424-, 1145-, 404+, 426+

575-

1288+

989+

766+

766+

81-, 1029-, 727-, 414-, 877-
959-
1433+

1318+, 656+

1281+

1063+, 1433+
1145-, 402+, 405+, 404+, 427+

426+, 1145-

426-, 1145+

I = e

N N O DN
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RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1

RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

GARE-motivo
ARE

O2-site

TC-rich repeats

WRE3

box S
TGACG-motivo

CGTCA-motivo

AC-I|

TATA-box

CAAT-box

AT~TATA-box

Unnamed_1

Unnamed_10

Unnamed_12

Gibberellin-responsive
element

Anaerobic induction

Zein metabolism

766-

185-, 935-, 632+, 1437-

) 388+
regulation
Defense qnd stress 1439+
responsiveness
Wounding and
pathogenic response 996+
Wounding and
; 732-
pathogenic response
MeJA-responsiveness 959-
MeJA-responsiveness 959+
Tissue specific / 356+, 990+

preferential expressed

Core promoter element 17+, 1339-, 1055-, 1479-, 19+, 1477-,
around -30 of 1337+, 1481+, 18-, 1474-, 1056-, 1480-,
transcription start 968-, 1478-, 1338-, 1482-

322+, 324-, 81+, 483+, 484+, 506+, 521-
, 50+, 573+, 627-, 672+, 675-, 727+,
786-, 876+, 877+, 879-, 902+, 1029+,

1031-, 1037-, 1059-, 1099-, 1132+,
1246+, 1249-, 1455+, 1473+

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /

1480-, 1478-
enhancer element

60K protein binding site 406+, 1144-, 428+

424-, 1143+
424-, 1143+

1 1
4 4
1 1
1 1
1
2
1
1
2
1
2 2
16 16
28 28
2 2
3 3
2 2
2 2
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RcPR-1b.1
RcPR-1b.1
RcPR-1b.1

RcPR-1b.2
RcPR-1b.2

RcPR-1b.2
RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2
RcPR-1b.2
RcPR-1b.2
RcPR-1b.2
RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

Unnamed_14
Unnamed_4
Unnamed_8

AAGAA-motivo
AE-box
F-box
TCCC-motivo

MYB

MYB-like sequence

MY B recognition site

MYC
MBS
Myb

TGA-element

TCA-element

ERE

STRE

WRE3

GT1-motivo

Light response
Light response
Light response
Light response

Cell cycle control in
eukaryotes

Drought response

Drought response

Drought-inducibility

Water response

Auxin-responsive
element

Salicylic acid
responsiveness

Ethylene-responsive
element

Nutrient starvation
stress response

Wounding and

pathogenic response

Low-temperature
responsiveness

424-, 1143+

411+, 858-, 642-, 1104-, 458+, 745+

424-, 1143+

919+, 1036+
159-

1162+
1468+

7+, 1258+, 118+, 15-, 555+

555+

1176-

1234-
122+, 697+
122+, 697+

543-

982+

854+

442+, 1401-

982+

333-

P N N ODN

[ERN

N N R R e
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RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1b.2

RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c

LTR

TATA-box

CCAAT-box

AT~TATA-box

AT-rich element

CAAT-box

CAT-box
TATA

Unnamed_2

Unnamed_4

AAGAA-motivo

AE-box
Box 4

Low-temperature
responsiveness

Core promoter element
around -30 of
transcription start

Core promoter /
enhancer element

Binding site of AT-rich
DNA binding protein
(ATBP-1)

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

MYBHv1 binding site

Core promoter /
enhancer element

Light response
Light response

Light response

547- 1

194+, 809-, 192-, 810-, 823-, 824-, 825-,
826-, 850-, 851-, 862-, 863-, 864-, 865-,
873-, 874-, 875-, 876-, 906-, 907-, 909-, 30
934-, 989-, 1029+, 1030-, 1031-, 1205-,
1403+, 1405-, 1411-

1176+ 1
907- 1
1309- 1

150-, 170-, 129-, 207-, 302+, 303+, 464-,
513+, 514+, 590-, 636-, 660-, 675-, 723-,
727+, 751-, 795-, 817+, 829-, 892+,
893+, 953+, 955-, 973+, 999-, 1017+, 38
1046-, 1076+, 1146-, 1150-, 1198+,
1223-, 1234+, 1295+, 1296+, 1320+,
1321+, 1449+

62- 1

861-, 872-, 822- 3

1482+ 1

44-, 565+, 314-, 1469+, 143+, 576-, 416-

, 1486-, 99+, 573-, 375-, 1057+, 291-, 14
437-

666- 1

4- 1

95+, 982-, 882-, 1478- 4
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RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c

RcPR-1c
RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

Box I
G-box
GATA-motivo
GT1-motivo

I-box
MYC

MBS

Myc

Myb
ABRE
ABRE3a
ABRE4

ERE
ARE

W box

WRE3

Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Drought response
Drought-inducibility

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,

together, allow efficient
proliferation of somatic

cells.
Water response
ABA response
ABA response
ABA response

Ethylene-responsive
element

Anaerobic induction

Wounding and
pathogenic response

Wounding and
pathogenic response

1189+

1190-
840-
599-

838-
39+, 795-

173+

1217+

173+, 294-
1190-
1190-
1190+

264+

158-, 507-

1281+

1290-

N PR R R R
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RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c

RcPR-1c
RcPR-1c
RcPR-1c

RcPR-1c
RcPR-1c

CTAG-motivo

circadian

AT-rich element

TCA

AT~TATA-box

TATA-box

CAAT-box

Unnamed_1

Unnamed_10
Unnamed_12
Unnamed_14

Unnamed_4

Unnamed_8

Determinant for
repressor binding

Circadian control

Binding site of AT-rich
DNA binding protein
(ATBP-1)

Nutrient starvation
stress response

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element
around -30 of
transcription start

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

60K protein binding site

147+

274+

371+

1205-

368+, 546+, 542+, 544+

45-, 545+, 544+, 546+, 46+, 547+, 543+,
548+, 53+, 551+, 66-, 552-, 68+, 553+,
367+, 558+, 368+, 568-, 370+, 611-, 424-,
612-, 430+, 613-, 440+, 614+, 441-, 1017-,
442+, 1019-, 487-, 1045-, 488-, 1239-, 489-,
1240-, 490+, 540+, 541-, 542+

40-, 185+, 189+, 209-, 244+, 289+, 338-,
365+, 379+, 411-, 474-, 499-, 505-, 658-,

770+, 771+, 795+, 916+, 1014+, 1053+,
1054+, 1082-, 1104-, 1150-, 1159-, 1234-,
1277+, 1280-, 1335-, 1339+, 1346-, 1418+,

1446-, 1476+
998-

1188+
1188+
1188+

36+, 1294-, 710+, 283-, 964+

1188+
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RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d
RcPR-1d

RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

Box 4
G-Box
G-box
GT1-motivo
MRE
ATC-motivo
TCCC-motivo

MYB
Myb-binding site

MYB recognition site

MYC
Myb
ABRE

P-box
ARE

W box

AT-rich element

AT~TATA-box

Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response

Light response

Cell cycle control in
eukaryotes

Cell cycle and cell
proliferation response

Drought response
Drought response
Water response
ABA response

Gibberellin-responsive
element

Anaerobic induction

Wounding and
pathogenic response

Binding site of AT-rich
DNA binding protein
(ATBP-1)

Core promoter /
enhancer element

237+
836-

833-, 835-, 834-, 836-

383+
1073-, 1175-
887-
1374+

82+

82+
327-

1009-, 1458-
85-, 424+
834-, 837+, 836-

378-

6-, 428-

1194-

52+

390-, 1430-, 392+

R R N RPN R R
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RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d

RcPR-1d
RcPR-1d
RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

TATA

WUN-motivo

CAAT-box

CCAAT-box
Unnamed_1

Unnamed_2
Unnamed_4
AAGAA-motivo
ACE
Box 4
G-box
I-box
MRE

TCT-motivo

MYB

MYC

MBS

Core promoter /
enhancer element

Wound-responsive
element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

MYBHv1 binding site

60K protein binding site

Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness

Cell cycle control in
eukaryotes

Drought response

Drought-inducibility

311+, 1243+, 573+

805+

60+, 103-, 115-, 146-, 211-, 248-, 360+,
397-, 434+, 534+, 585-, 606+, 612+,

638-, 727-, 748+, 754+, 766-, 821-, 825-,
852-, 948-, 965-, 1009+, 1011-, 1054-,
1135+, 1136+, 1197+, 1419-, 1452+,

1458+
327+

835-

1172-

33-, 1375+, 511-, 452-, 983-
671+, 1197-, 788+, 1201-

1259-
52+, 216+,

97+

603+, 1001-

7-, 1356+

779-
303+
868+

22+, 1375+,

486+

279+

P R N N W~ O
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RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be
RcPR-1Be

RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

Myc

Myb
ABRE
ABRE3a

ABRE4
AT~ABRE
CAT-box

ERE
ARE

O2-site

W box

circadian

AT-rich sequence

AT~TATA-box

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

Water response
ABA response
ABA response
ABA response
ABA response

Meristem expression

Ethylene-responsive
element

Anaerobic induction

Zein metabolism
regulation

Wounding and
pathogenic response

Circadian control

element for maximal
elicitor-mediated
activation (2copies)

Core promoter /
enhancer element

980+

486+, 1097+, 1083-

600-, 604+, 603+
603+

603-
603+
1002+

469+, 547-

1491+

640-

1137+, 1363-

637+, 1019-

580+

399+, 415+, 407+, 541+, 405+, 419+,
411+, 1143-, 401+, 417+, 409+, 440+,

403+, 413

14

14
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RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be

RcPR-1Be
RcPR-1Be
RcPRB1-3f
RcPRB1-3f
RcPRB1-3f
RcPRB1-3f
RcPRB1-3f

RcPRB1-3f
RcPRB1-3f

7-, 23-, 42+, 45-, 101-, 141-, 198+,
199+, 206-, 213+, 240-, 280-, 327-,

Common cis-acting g0, " 553" 724- 805+, 854-, 934+,

CAAT-box g'rfdmeen”rfamef:g”?g;esr 962+, 998-, 1110-, 1135-, 1159-, 1181+, sl
9l 1222+, 1249-, 1295-, 1303-, 1330-,
1366+
MYB-like sequence 868+ 1
TATA Core promoter / 578+ 1
enhancer element
66+, 178+, 180+, 398+, 399+, 400+,
401+, 402+, 403+, 404+, 405+, 406+,
407+, 408+, 409+, 410+, 411+, 412+,
413+, 414+, 415+, 416+, 417+, 418+,
Core promoter element 419+, 420+, 421+, 438-, 440+, 442+,
TATA-box around -30 of 541+, 542+, 543+, 545+, 578+, 622+, 63
transcription start 624+, 650+, 851-, 885-, 886-, 887-, 936-,
937+, 939-, 940-, 941-, 942-, 943-, 984-,
985-, 994-, 1037-, 1047+, 1048-, 1143-,
1144-, 1145-, 1184-, 1185-, 1213+,
1450+, 1452-
Unnamed_4 373-, 753+, 662+, 840+ 4
Unnamed_6 936- 1
AAGAA-motivo Light response 1011+ 1
AE-box Light response 958-, 1
AT1-motivo Light response 120+, 450+, 214- 3
ATCT-motivo Light response 329- 1
Box 4 Light response 837-, 1173-, 1090-, 1457- 4
Box Il Light response 1138+ 1
GATA-motivo Light response 328+ 1

31
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RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f
RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

TCT-motivo

MYB

dOCT
MYC

as-1

Myc

TCA-element
CAT-box

ERE

O2-site

TC-rich repeats

WRE3

AT-rich element

Light response

Cell cycle control in
eukaryotes

Cell cycle and cell
proliferation response

Drought response

Drought response

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

Salicylic acid
responsiveness

Meristem expression

Ethylene-responsive
element

Zein metabolism
regulation

Defense and stress
responsiveness

Wounding and
pathogenic response

Binding site of AT-rich
DNA binding protein
(ATBP-1)

366-

547-, 1153+

1239-,

726-, 1379+, 1253+

276-,

204-

178-

1245-

70-, 947+, 461+, 160+, 872+

1039-

366-, 1329+

1346+

694-
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RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f

RcPRB1-3f
RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1g

CGTCA-motivo

TGACG-motivo

WUN-motivo

AT~TATA-box

CAAT-box

MYB-like sequence

TATA

TATA-box

Unnamed_4
AAGAA-motivo
AE-box
Box 4
G-Box
G-box
GATA-motivo

MeJA-responsiveness

MeJA-responsiveness

Wound-responsive
element

Core promoter /
enhancer element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element
around -30 of
transcription start

Light response
Light response
Light response
Light response

Light response

Light response

276+

276-

1013-, 1095+,

380+, 981-, 406+, 1442-

62+, 63+, 114-, 226-, 246-, 258+, 336-,
413+, 428-, 543-, 603+, 726+, 810-, 823+,
846-, 918-, 940-, 969+, 1108-, 1112-, 1156+,
1157+, 1171+, 1254-, 1352+, 1428-, 1465+,
1473+

547-

888+

379+, 765-, 764-, 766-, 380+, 767-, 722+,
782+, 382+, 783-, 404-, 784-, 406+, 825+,
407+, 826-, 408+, 827-, 432+, 869-, 444+,
882-, 451+, 887+, 452-, 888-, 453+, 937-,
463-, 981-, 468+, 982-, 469+, 983-, 526+,
1156+, 527-, 1442-, 528+, 1444-, 633+, 634-
, 635+, 702+, 718-, 721-

156-, 1357+, 186-
714-
1048+

374+, 1174-, 1124-
513+

508-, 510-
159-

28
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RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g
RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g

TCT-motivo
MYC
ABRE

P-box

TCA-element

ERE

AuxRR-core

ARE

STRE

HD-Zip 1

WUN-motivo

CAAT-box

AT~TATA-box

Light response
Drought response
ABA response

Gibberellin-responsive
element

Salicylic acid
responsiveness

Ethylene-responsive
element

Auxin responsiveness
Anaerobic induction

Nutrient starvation
stress response

Palisade mesophyll
cells

Wound-responsive
element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /
enhancer element

146+, 1084-
474-
513-

644-

458-

740+, 1367-, 1162+

882-
1027+, 1360+

1435-

748-

1011-

176+, 177+, 38-, 199+, 211-, 298+, 299+,
310+, 431-, 450-, 545+, 564+, 616+, 664+,
676+, 677+, 748+, 753-, 832-, 850+, 864-,

911+, 917+, 982-, 1042-, 1092-, 1156+,
1184+, 1270-, 1282+, 1285-, 1301+, 1363+,

1364+, 1407-

322+, 818-, 407+, 1420-, 320-, 820-, 495+,

59+, 388+
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RcPR-1g

RcPR-1g

RcPR-1g
RcPR-1g
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h
RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h
RcPR-1h

TATA-box

Unnamed_1

Unnamed_4
Unnamed_6
AAGAA-motivo
ACE
AT1-motivo
Box 4
GATA-motivo
GT1-motivo
LAMP-element
TCCC-motivo
TCT-motivo

MYB

MYC
Myb

Core promoter element

around -30 of

transcription start

60K protein binding site

Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response

Light response

Cell cycle control in

eukaryotes

Drought response

Water response

59+, 388+, 234-, 318-, 232-, 405+, 313+,

389+, 61+, 406-, 306+, 390+, 233-, 407+,

314+, 408+, 60+, 409+, 235+, 418-, 231-,

494-, 311-, 495+, 496+, 497+, 386+, 320-,
552+, 387-, 553+, 319-, 691-, 321-, 817-,

322+, 818-, 324+, 819-, 820-, 821+, 822-,
903-, 927-, 988+, 989-, 990-, 1033-, 1035-,
1118-,1119-, 1120-, 1121-, 1138-, 1139-,
1140-, 1141-, 1158-, 1159-, 1188-, 1420-,

1421+, 1422-

8+, 512-

16-, 240+, 130+, 266+
228-
1440+
599+
527-,910+
844-, 81+, 198+, 1366-
308+
396+, 521-
113-
1195+
1481+

504+, 522+

12+, 1359+, 1289-, 97+, 1352-
4+, 634-, 65-, 1125+

63
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RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

RcPR-1h

ABRE

TCA-element

ERE
ARE

O2-site

STRE

TC-rich repeats

W box

WUN-motivo

AT~TATA-box

CAAT-box

MYB-like sequence

TATA

ABA response

Salicylic acid
responsiveness

Ethylene-responsive
element

Anaerobic induction

Zein metabolism
regulation

Nutrient starvation
stress response

Defense and stress
responsiveness

Wounding and
pathogenic response

Wound-responsive
element

Core promoter /
enhancer element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /
enhancer element

1425+

1072+

550+, 1111-, 1109+, 1460+
25+, 1136-, 630+

176+

311+

877+

1068+, 1217+

588+

159+, 835-, 223+, 1388-, 221+, 837-, 225+

87-, 364-, 195+, 407+, 99-, 232+, 196+,
408+, 97+, 434+, 139+, 440+, 441+, 443-,
469+, 499+, 508+, 525+, 526+, 595-, 663-,

709+, 760+, 812-, 958-, 1016+, 1023+,
1026-, 1057-, 1067-, 1086-, 1098-, 1134-,
1142+, 1155+, 1158-, 1216-, 1304+, 1351+,

1352+, 1354-, 1360-

522+

692-

42
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RcPR-1h

RcPR-1h
RcPR-1i

RcPR-1i
RcPR-1i

RcPR-1i
RcPR-1i

RcPR-1i
RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i
RcPR-1i
RcPR-1i
RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

Unnamed_1
Unnamed_4
3-AF1 binding site

ACE
AE-box

Box 4
GATA-motivo

TCT-motivo
CGTCA-motivo

TGACG-motivo

MYB

Myb-binding site

MYC
as-1
MBS
Myb

ERE
ARE

STRE

60K protein binding site

Light responsive
Light responsive
Light responsive
Light responsive
Light responsive
Light responsive

MeJA-responsiveness

MeJA-responsiveness

Cell cycle control in
eukaryotes

Cell cycle and cell
proliferation response

Drought response
Drought response
Drought-inducibility
Water response

Ethylene-responsive
element

Anaerobic induction

Nutrient starvation
stress response

555+

1049+, 1200+, 1196+
300+

480+
1298+

939-, 1104-, 1023-
1385+

299-, 654+, 437+
1447+

1447-

164-

164-

709+
1447-
330+
1173-, 330+, 757+

732+, 885-

1137-, 1456+

1420-
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RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

RcPR-1i

TC-rich repeats

LTR

WUN-motivo

AP-1

AT~TATA-box

TATA

CAAT-box

Myc

TATA-box

Defense and stress
responsiveness

Low-temperature
responsiveness

Wound-responsive
element

Cadmium (Cd)
response

Core promoter /
enhancer element

Core promoter /
enhancer element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

Core promoter element
around -30 of
transcription start

181-

110+

1266+

178+

802-

816-

57+, 84-, 189-, 313+, 314+, 512-, 520-,
628-, 699+, 709+, 711-, 718-, 763-, 780-,
834-, 919-, 972-, 1036-, 1087+, 1112+,
1239-, 1306-, 1362-, 1441+, 1450+

300-, 652+

209+, 210+, 265+, 360-, 453-, 455+,
497-, 498-, 499-, 500-, 501+, 565-, 567+,
634+, 668+, 767-, 800+, 801-, 802-,
803+, 804-, 810-, 811-, 812-, 813-, 817-,
818-, 819-, 820-, 861+, 862-, 863-, 868-,
869-, 870-, 871-, 872-, 883+, 945-, 946-,
947-, 948-, 967+, 968-, 992-, 1007+,
1008-, 1009-, 1027-, 1028-, 1029-, 1030-,
1041+, 1042-, 1061-, 1062-, 1064+,

67

25

67
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1075+, 1076-, 1077-, 1180-, 1181-,
1261+, 1262-, 1263-, 1461+, 1462-

129

RcPR-1i Unnamed_4 203-, 1227-, 473-
RcPR-1i Unnamed_6 948+
RcPR-4a.1 AAGAA-motivo Light response 780-
RcPR-4a.1 ATC-motivo Light response 1378+
RcPR-4a.1 Box 4 Light response 121+,1122-,988-,1218-,973-,1000-
RcPR-4a.1 chs-Unit 1 m1 Light response 909+
RCPR-4a.1 MYB Cell cycle control in 245+
eukaryotes

RcPR-4a.1 MYC Drought response 750-,145+

Myc is a renowned

transcription factor

controlling disparate
RcPR-4a.1 Myc aspects of cell 1368-

physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.
RcPR-4a.1 ERE Ethylene-responsive 195+
element

RcPR-4a.1 ARE Anaerobic induction 1489-



RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1

RcPR-4a.1
RcPR-4a.2
RcPR-4a.2
RcPR-4a.2

RcPR-4a.2
RcPR-4a.2

TCA

box S
GCN4_motivo

WUN-motivo

CAAT-box

MYB-like sequence

AT~TATA-box

TATA-box

Unnamed_4
4cl-CMA1b
Box 4
GATA-motivo
F-box
GT1-motivo

Nutrient starvation
stress response

Wounding and
pathogenic response

Endosperm expression

Wound-responsive
element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element
around -30 of
transcription start

Light responsive
Light responsive
Light responsive

Light response

Light responsive

653+ 1
820+ 1
1174- 1

74+ 1

44+ A5+ 144+ ,145+,147-
,183+,239+,240+,277-,319-,392-
,A457+,497+,503+,508+,695+,745+,750+,800 27
-,845-,963-,1063-,1144+,1279-
,1290+,1291+,1314-

245+ 1

1070-,1155-,1149-,1403-,1134-,1153-,1151-
,309+,1147-

229+,270+,269+,309+,242+,310+,243+,311
+,462+,536+,949-,1050-,1069-,1070-,1072-
,1116-,1117-,1118-,1119-,1134-,1135-
,1136-,1146-,1147-,1148-,1149-,1150- 44
,1151-,1152-,1153-,1154-,1155-
,1156+,1157-,1213+,1214-,1215-,1397-
,1398-,1401+,1402-,1403-,1404+,1405-

223-,1473-,1227-,617-,1288+
971+
121+, 987-, 629+, 1463-, 164+, 1152-, 668+
1071-

183+
1037+

[ N s,

27
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RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2
RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

RcPR-4a.2

MYB
MYC

MBS
Myb

TGA-element
CAT-box

ERE

STRE

CTAG-motivo
MYB-like sequence

AT~TATA-box

CAAT-box

TATA-box

Unnamed_4

Cell cycle control in 1036-
eukaryotes

Drought response 145+, 1202-, 638-, 212+, 1185+

Drought-inducibility 934+
Water response 934+, 1362+
Auxin-responsive 1232- 375-
element
Meristem expression 1403+, 1415-

Ethylene-responsive 253+, 1268+, 405-, 255-, 893+

element
Nutrient starvation 1059+
stress response
Determlna_nt for 544-
repressor binding
1036-

Core promoter /

242-, 244+, 818-
enhancer element

144+, 321-, 171+, 495+, 145+, 484+, 213-,
529+, 85-, 382-, 147-, 531-, 411-, 723+,
734-, 757-, 812+, 868+, 912-, 974+, 975+,
1033-, 1107-, 1122+, 1130+, 1141+, 1142+,
1150+, 1202+, 1250+, 1256+, 1257+,
1258+, 1331+, 1332+, 1450+, 1467-

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

13+, 1004-, 1002-, 1299-, 240-, 1006+, 929-,
241-, 242-, 243-, 244+, 246+, 261+, 262+,
449+, 647+, 714+, 715+, 769-, 770-, 771-,

772-,817-, 818-, 819-, 820-, 895-, 901-,
928-

517+, 1295+

Core promoter element
around -30 of
transcription start

29

37

29
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RcPR-4a.2
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b

RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b
RcPR-4b

RcPR-4b

Unnamed_6
AAGAA-motivo
AE-box
ATC-motivo
ATCT-motivo
Box 4
Box I
G-Box
LAMP-element
Spl
TCT-motivo
chs-CMA2a

CCGTCC motivo

MYB

DRE core

MYB recognition site

MYC

as-1

Myb
ABRE

TGA-element

Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response

Light response

Cell cycle and cell
proliferation response

Cell cycle control in

eukaryotes
Drought response
Drought response
Drought response
Drought response
Water response

ABA response

Auxin-responsive
element

237-
250+, 900-, 635+
328+
1282+
484+, 910+
354+, 1050-, 365+, 358+, 728+
17+
839+
280-
1260+
1194-
1405-

1135-

797+
1098+
1438-

50-, 1181-, 761+, 52+, 778-
1119-
949+
839-

241-
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RcPR-4b

RcPR-4b
RcPR-4b

RcPR-4b
RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

RcPR-4b

CAT-box

CCGTCC-box
CGTCA-motivo

TGACG-motivo
ARE

STRE

TC-rich repeats

W box

WRE3
GCN4_motivo

A-box

CAAT-box

CCAAT-box

HD-Zip 1

MYB-like sequence

Meristem expression

Meristem expression
MeJA-responsiveness
MeJA-responsiveness

Anaerobic induction

Nutrient starvation
stress response

Defense and stress
responsiveness

Wounding and
pathogenic response

Wounding and
pathogenic response

Endosperm expression

Cis-acting regulatory
element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

MYBHv1 binding site

Palisade mesophyll
cells

990+, 1002-

1135-
1119+

1119-
375-, 620+

1258+

287-

250-, 1164-, 1158-

211+

93+, 460+

1135-

46-, 98+, 107+, 112-, 152-, 260-, 278-,
310+, 369-, 552+, 602-, 623+, 624+, 656+,
682+, 706+, 718+, 778+, 824+, 830+, 831+,

832+, 908+, 918+, 919+, 960-, 1037+,
1047+, 1054-, 1181+, 1228-, 1314+, 1373-,

1386+

1438+

107+

797+

34

34
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Core promoter element

82-, 83+, 168+, 301+, 302+, 378-, 379-,
380+, 429-, 430-, 431-, 432+, 437+, 517-,

134

RcPR-4b TATA-box around -30 of 518-, 519-, 520+, 531-, 532-, 533-, 534+, 33 33
transcription start 589+, 590-, 591+, 615+, 616-, 617+, 794-,
795-, 886-, 1224-, 1225-, 1329-
RCPR-4b TATA Core promoter / 530- 1 1
enhancer element

RcPR-4b Unnamed_4 156-, 1400-, 513+, 1442-, 493+, 1277+ 6 6
RcPR-4b Unnamed_1 60K protein binding site 838- 1 1
RcPR-5a ARE Light responsiveness 305-, 1105+, 634+ 3
RcPR-5a ATCT-motivo Light responsiveness 674+ 1
RcPR-5a Box 4 Light responsiveness 131+, 513+, 391+, 1350- 4
RcPR-5a CCAAT-box Light responsiveness 417- 1

22
RcPR-5a G-Box Light responsiveness 201+, 313+, 266+, 809-, 4
RcPR-5a G-box Light responsiveness 201+, 411-, 266+, 226-, 313+ 5
RcPR-5a GATA-motivo Light responsiveness 696+, 1377- 2
RcPR-5a LAMP-element Light responsiveness 1185+ 1
RCPR-5a MYB Cell cycle control in 1164+ 1 1

eukaryotes

RcPR-5a MYB recognition site Drought response 417+ 1

3
RcPR-5a MYC Drought response 593-, 923 2



RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

RcPR-5a

Myc

Myb

TATC-box

TCA-element

LTR

STRE

AT~TATA-box

TATA-box

CAAT-box

CAG-motivo

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

Water response

Gibberellin-
responsiveness

Salicylic acid
responsiveness

Low-temperature
responsiveness

Nutrient starvation
stress response

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element
around -30 of
transcription start

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

MYBHv1 binding site

1258- 1
214+, 1334- 2
95+ 1
716- 1
1470- 1
185+, 293+ 2
1355- 1

385-, 899-, 387+, 1135-, 7+, 1114+,
845-, 1357-, 286-, 1003-, 621-, 1355-,

386-, 1115-, 898-, 1363-, 8+, 900-, 24
620-, 1354-, 384-, 1002+, 622+,
1356+

45+, 50+, 54+, 88+, 104-, 151-, 364-,
445+, 481-, 493-, 498-, 602-, 651+,
673+, 737+, 738+, 747+, 795+, 913-, 28
923+, 1012-, 1069+, 1077-, 1201+,
1203-, 1405-, 1430-, 1484-

64+ 1

24

28
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136

RcPR-5a Unnamed_1 60K protein binding site 265- 1 1
162-, 561-, 402+, 1152+, 193-, 724-,
RePR-3a Unnamed_4 505, 1211+, 188-, 598, 240-, 859- 12 12
RcPR-5b AAGAA-motivo Light responsiveness 1454+, 452+
RcPR-5b Box 4 Light responsiveness 53+, 811-, 175+, 819-, 47+, 815-, 676+
11
RcPR-5b GATA-motivo Light responsiveness 1199+
RcPR-5b GT1-motivo Light responsiveness 1171-
) Cell cycle and cell
RCPR'Sb CCGTCC motivo pro”feration response 121+
3
RcPR-5b MYB Cell cycle control in 1222-, 1172+
eukaryotes
RcPR-5b MYC Drought response 63-, 1176+
3
RcPR-5b as-1 Drought response 1238-
Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
) aspects of cell i
RcPR-5b Myc physiology that, 1376 1
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.
RcPR-5b Myb Water response 78+ 1
RCPR-5b CCGTCC-box Meristem specific 121+ 1
activation
RcPR-5b ERE Ethylene-responsive 365-, 997- 2
element
RcPR-5b ARE Anaerobic induction 243+, 489- 2



RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b
RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5b

RcPR-5c

W box

CGTCA-motivo

TGACG-motivo

MYB-like sequence

A-box

AT~TATA-box

TATA

TATA-box

CAAT-box

Unnamed_4

AAGAA-motivo

Wounding and

: 323+, 1
pathogenic response

MeJA-responsiveness 1238+ 1

MeJA-responsiveness 1238- 1

1172+, 1222- 2

Cis-acting regulatory 121+ 1

element

Core promoter /
enhancer element

28+, 1006-, 1004-, 1302-, 774-, 1008-,
840-, 1362-, 92+, 776- 10

Core promoter /

702+, 559+ 2
enhancer element

28+, 92+, 72+, 311-, 29+, 310-, 91+,
27+, 64-, 30+, 312-, 73+, 93+, 313+,
94+, 345+, 346+, 362+, 363+, 392+,
436+, 542-, 544-, 545-, 546+, 556-, 557-,
558-, 559+, 632+, 683+, 701+, 702+,
773-, 774-, 775-, 776-, 777+, 778-, 839-, 69
840-, 841-, 842-, 878-, 879-, 883+, 884-,
885-, 925-, 926-, 927-, 928-, 929-, 1001-
, 1003-, 1004-, 1005-, 1006-, 1007-,
1008-, 1009-, 1010-, 1302-, 1303+, 1304-
, 1360-, 1362-, 1363+, 1364-

Core promoter element
around -30 of
transcription start

113+, 874-, 495+, 1401+, 155+, 1177-,
Common cis-acting 758+, 1489-, 150+, 1018-, 591+, 1426+,
element in promoter 246+, 1313-, 765+, 1408+, 63+, 942+, 27
and enhancer regions 299+, 209-, 1435+, 723+, 151+, 247+,
1258+, 1061-, 1339+

162-, 561-, 402+, 1152+, 193-, 724-,
505-, 1211+, 188-, 598-, 240-, 859-

Light response 580+ 1

12

12

69

27

12

12
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RcPR-5c

RcPR-5c
RcPR-5c¢
RcPR-5c

RcPR-5c¢

RcPR-5c¢
RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c¢

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c

Box 4

G-box
I-box

TCT-motivo

MYB

as-1

ABRE

P-box

TCA-element

ARE

STRE

W box

CGTCA-motivo

TGACG-motivo

WUN-motivo

AT-rich element

AT~TATA-box

Light response

Light response
Light response
Light response

Cell cycle control in
eukaryotes

Drought response
ABA response

Gibberellin-responsive
element

Salicylic acid
responsiveness

Anaerobic induction

Nutrient starvation
stress response

Wounding and
pathogenic response

MeJA-responsiveness

MeJA-responsiveness

Wound-responsive
element

Binding site of AT-rich
DNA binding protein
(ATBP-1)

Core promoter /
enhancer element

298+, 335+, 166+, 912-, 197+, 446+, 306+,
1401-

1454-
1225-
1385-

454+

736-
1455+

1359+

1017+
1009+

513+

1334-
736+

736-

272-

364+

267+, 980-, 227+

138



RcPR-5c

RcPR-5c

RcPR-5c¢

RcPR-5c
RcPR-5d
RcPR-5d
RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d
RcPR-5d
RcPR-5d

RcPR-5d

CAAT-box

MYB-like sequence

TATA-box

Unnamed_4
Box 4
G-box

LAMP-element
MYB
MYC
MBS
Myb

MYB-like sequence

Myc

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter element

around -30 of
transcription start

Light responsiveness
Light responsiveness
Light responsiveness

Cell cycle control in
eukaryotes

Drought response

Drought-inducibility

Water response

Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
aspects of cell
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.

85+, 180-, 195+, 262-, 333+, 418+, 435+,

463-, 543+, 641-, 669+, 727+, 787+, 815+,

989-, 1001+, 1013+, 1153+, 1161+, 1200-,
1305+, 1331-, 1396-, 1412+

454+

99+, 982-, 980-, 1344-, 226-, 1139-, 979-,
1137+, 98+, 1185+, 227+, 228+, 229+,
243+, 266+, 267+, 268+, 269+, 294+, 323+,
324+, 339-, 340-, 341-, 342+, 378-, 379-,
380+, 450+, 451-, 452+, 459+, 460+, 527+,
528-, 529+, 614+, 711+, 712+

94-, 1311+, 1087-
776-
1397-
173+

577+, 1323-

936+, 467+

386+
190+, 386+, 276+
577+

1171-

39

N N )

24

39

139



RcPR-5d
RcPR-5d
RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d
RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d

ABRE
ABRE3a
ABRE4

P-box

TATC-box

TCA-element

CAT-box
ARE

W box

CAAT-box

TATA

AT~TATA-box

TATA-box

ABA response
ABA response

ABA response

Gibberellin-responsive
element

Gibberellin-responsive
element

Salicylic acid
responsiveness

Meristem expression
Anaerobic induction

Wounding and
pathogenic response

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

Core promoter /
enhancer element

Core promoter /
enhancer element

Core promoter element

around -30 of
transcription start

1397- 1
1397- 1
1397+ 1
1351+ 1
1421+ 1
566- 1
625+ 1
813- 1

464-, 860- 2

17-, 44+, 58+, 162-, 269+, 298-, 360-, 405-,
423+, 467+, 469-, 483+, 495+, 526-, 532-,
593+, 633+, 719-, 750+, 810-, 907+, 937-, 31
1125+, 1126+, 1160+, 1207-, 1248-, 1275+,
1299-, 1321-, 1335+

827+, 1436+ 2

272+, 1026- 2

61+, 133+, 134+, 158-, 159+, 170-, 247-,

248-, 249-, 250+, 271+, 272+, 273+, 274+,

305-, 307+, 349-, 400-, 401-, 402+, 424-,

454+, 455-, 456+, 684+, 685-, 686+, 784-, 48
786-, 797-, 820-, 821-, 822-, 827-, 871-,

920-, 921-, 922-, 923-, 947-, 1025-, 1026-,

1028-, 1200-, 1435+, 1436-, 1475-, 1477-

31

48
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RcPR-5d

RcPR-5d

RcPR-5d
RcPR-5e

RcPR-5e

RcPR-5e

RcPR-5e

RcPR-5e
RcPR-5e
RcPR-5e
RcPR-5e
RcPR-5e
RcPR-5e
RcPR-5e

RcPR-5e

RcPR-5e

RcPR-5e

Unnamed_1

Unnamed_1

Unnamed_4
ACE

Box 4

CCGTCC motivo

Myb-binding site

MYB
MYC
MBS
Myb
TATC-box
CAT-box
CCGTCC-box

ARE

TC-rich repeats

A-box

60K protein binding site

60K protein binding site

Light responsiveness

Light responsiveness

Cell cycle and cell
proliferation response

Cell cycle and cell
proliferation response

Cell cycle control in
higher eukaryotes

Drought response
Drought-inducibility
Water response

Gibberellin-
responsiveness

Meristem expression
Meristem expression

Anaerobic induction

Defense and stress
responsiveness

Cis-acting regulatory
element

825-

1275+

69-, 1307-, 320-, 1387+, 225-, 664+
837+

919-

181+

620+

249-, 1310+, 620+, 1314+, 334-, 1306+
406+, 1318-, 832-
139-, 349+
139-, 1055-, 349+
6+
948+
181+

533+

688-

181+
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Core promoter / 1426-, 1442-, 1432-, 1448-, 1428-, 1444-,
RcPR-5e AT~TATA-box enhancper element 1436-, 1452-, 1150-, 1440-, 1434-, 1450-, 16 16
1430-, 1446-, 1438-, 1454-

. . 27+, 55-, 65-, 79-, 84+, 130+, 213-, 236+,
Common cis-acting

. 331-, 407-, 480+, 486+, 677-, 751-, 783+,
RCPR-5e CAAT-box g':" e ProrioleT 832+, 935+, 1043+, 1177+, 1188+, 1197+, 25 25
9 1264-, 1336+, 1356-, 1481+
RcPR-5e CARE GA response 75- 1 1
RcPR-5e MYB-like sequence 249-, 1306+, 334- 3 3
Myc is a renowned
transcription factor
controlling disparate
RcPR-5e Myc aspects of cell 818- 1 1
physiology that,
together, allow efficient
proliferation of somatic
cells.
29+, 30+, 319+, 320+, 337-, 338+, 355-,
356-, 357-, 358+, 372-, 416+, 417-, 418+,
558+, 764+, 765-, 766-, 930-, 1021+, 1022-,
1023-, 1071-, 1096+, 1097-, 1098-, 1104+,
Core promoter element 1150-, 1151-, 1152-, 1351+, 1352-, 1353-,
1381-, 1419-, 1420-, 1421-, 1424+, 1425-,
RcPR-Se TATA-box y arfour’i’dti'%? ‘if " 1426-, 1427-, 1428-, 1429-, 1430-, 1431-, 70 70
anscription sta 1432-, 1433, 1434-, 1435-, 1436-, 1437-,
1438-, 1439-, 1440-, 1441-, 1442-, 1443-,
1444-, 1445-, 1446-, 1447-, 1448-, 1449-,
1450-, 1451-, 1452-, 1453-, 1454-, 1455-,
1456-
RcPR-5e Unnamed_16 176+ 1 1
RcPR-5e Unnamed_4 587+, 1036+, 891+ 3 3
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RcPR-6
RcPR-6
RcPR-6
RcPR-6
RcPR-6
RcPR-6
RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

RcPR-6

AE-box
Box 4
I-box
MRE

Pc-CMA2a
TCCC-motivo
TCT-motivo

MYB

Myb-binding site
Myb
ERE
ARE

TC-rich repeats

LTR

AT~TATA-box

CAAT-box

MYB-like sequence

Light response
Light response
Light response
Light response
Light response
Light response

Light response

Cell cycle control in
eukaryotes

Cell cycle and cell
proliferation response

Water response

Ethylene-responsive
element

Anaerobic induction

Defense and stress
responsiveness

Low-temperature
responsiveness

Core promoter /
enhancer element

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

582+
4+, 990-, 154+
1450+
882-
614+
1337-
523-, 390+

827-, 815-

815-

1261-

458+, 974+, 503+, 465+, 505-

28-,1012-

343+, 386+

1151+

1395-, 1407-, 1401-, 1413-, 1397-, 1409-,
1403-, 1415-, 733+, 1405-, 1399-, 1411-

74+, 537+, 411-, 618+, 302+, 617+, 536+,

703-, 129+, 578+, 373-, 762-, 587+, 836+,

850-, 872-, 913+, 927+, 943-, 961-, 988+,

1000-, 1010-, 1140+, 1164+, 1165+, 1213-
1252+, 1361-

827-
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Core promoter /

144

RcPR-6 TATA 81-, 396+, 170- 3 3
enhancer element
82-, 83-, 84-, 85+, 163-, 164-, 165-, 166+,
171-,172-,173-, 174+, 256+, 257+, 396+,
439+, 440-, 441+, 447-, 497+, 498+, 732+,
733+, 734+, 735+, 777-, 778-, 779-, 780-,
Core promoter element 781-, 839-, 840-, 841-, 842-, 867-, 994-,
RcPR-6 TATA-box around -30 of 995-, 996-, 997-, 1041-, 1042-, 1043-, 1095- 70 70
transcription start , 1096-, 1394-, 1395-, 1396-, 1397-, 1398-,
1399-, 1400-, 1401-, 1402-, 1403-, 1404-,
1405-, 1406-, 1407-, 1408-, 1409-, 1410-,
1411+, 1412-, 1413-, 1414-, 1415-, 1416-,
1417-, 1428+, 1430-
RcPR-6 Unnamed_1 60K protein binding site 854+ 1 1
RcPR-6 Unnamed_4 1339-, 1102+, 1426+ 3 3
RcPR10-STH21 ATCT-motivo Light responsiveness 1418+ 1
RcPR10-STH21 Box 4 Light responsiveness 699+ 1
4
RcPR10-STH21 G-box Light responsiveness 592+ 1
RcPR10-STH21 GT1-motivo Light responsiveness 714+ 1
RcPR10-STH21 ABRE ABA response 593+ 1
RcPR10-STH21 ABRE3a ABA response 592+ 1 3
RcPR10-STH21 ABRE4 ABA response 592- 1
RcPR10-STH21 ARE Anaerobic induction 562+, 38- 2 2
) Zein metabolism
RcPR10-STH21 0O2-site 520+ 1 1

regulation



RcPR10-STH21

RcPR10-STH21

RcPR10-STH21

RcPR10-STH21

RcPR10-STH21

RcPR10-STH21
RcPR10-STH21

TC-rich repeats
circadian

AT~TATA-box

TATA-box

CAAT-box

Unnamed_2

Unnamed_4

Defense and stress

responsiveness
Circadian control

Core promoter /

enhancer element

Core promoter element

around -30 of
transcription start

Common cis-acting
element in promoter
and enhancer regions

650+
668+
692+, 694+, 543+
52-, 600+, 338+, 694+, 95+, 692+, 544+,
696+, 53+, 674+, 543+, 695+, 319+,
693+, 545+, 673+, 51+, 691+, 339-, 94-,
340+

228+, 706-, 375+, 1422+, 281+, 787+, 472-,
1445-, 159+, 770-, 406-, 1421+, 372-, 584+

713-, 529+
509+, 802+, 609+, 575+, 749-

21

14
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Figura suplementar 6. Alinhamento mdultiplo entre Proteinas Relacionadas a
Patogénese em Ricinus communis (RcPRs), Nicotiana tabacum (NtPRs) e
Arabidopsis thaliana (AtPRs).

PR-1 R.communis = = =--commmmmmmmm o 17
PR-1 R.communis ML--SCGALGTFLLF--LLLASASEVSS 33
PR-1 N.tabacum MKPFFFLLFPLFFLSKITSIHTL-QIPSKSLLPSLDQTTLNKNLDNDTIYKISKQLCWNC 59
PR-1 R.communis MKPHSFLLLFIFLITIFIT-NNL-LVTSQ--SPSPPAETPLNKRNNDTIYKVSKQLCWGC 56
PR-1 R.communis MRTYCYYCVAIISIS--LFLTTR-ATQSSA 40
PR-1 A.thaliana ----MFHKVAIETLVLLLLINYLTQIDVSS----- 35
PR-1 R.communis MYL------- NDFFA-ATVMVGTVLVHI - === = = o e s e e e e e e e e e e e 23
PR-1B N.tabacum MGFFLFSQMPSFFLV-STLLLFLIISHS - =-----ccmmmmmmiiacceeeee 30
PR-1 A.thaliana MNFTGYSR----FLI-VFVALVGALVLP--- 26
PR-1 A.thaliana MKVTSYSR-==-ILI-TLAALVGALVVP - - - - - c e e e e 26
PR-1 A.thaliana MKIFNSSQ----NLF-LAITFFLVLIVH----commmm oo 26
PR-1 N.tabacum ---MGFLT----TIV-ACFITFAILIHS--- 23
PR-1 R.communis MAMPKVSL - - - -PLF-YFMIMSLALLFS--- 26
PR-1 R.communis --MLSLKI----SAA-LSFLISLSLILS--- 24
PR-1 R.communis --MKQFDP----SLA-LVCIISIALIFS--- 24
PR-1 R.communis ---MGFNK----FIV-ALCLMTLTITPV--- 23
PR-1 R.communis ---MGFTN----LVI-ALCLVASALSPT-- 23
PR-1 R.communis QSLLFSSLWSLWLFRNDITFNTCTPNWGFSSWINAVEPAFPYSGSQLVFSLMGAKDWESR 77
PR-1 R.communis RETIKQYLKPHNRERAKL 72
PR-1 N.tabacum LGEAIQFLFHHNLVRATK- - - 98
PR-1 R.communis IGEALQFLYAHNLVRASK-~-~--- WELPLTWDSQLE 95
PR-1 R.communis LSTANQFLGPHNAARAAL - - ----- RMPPLIWDTRLA 79
PR-1 A.thaliana HEYPDSYLRPHNAARAAV - - - - - - -KVKPLRWDFGIA- - - 74
PR-1 R.communis QNSPQDYVNAHNTVRAEI - - - - - - -GVGPITWNKTVA- - - 62
PR-1B N.tabacum QNSQQDYLDAHNTARADV - - - - - - -GVEPLTWDNGVA- - - 69
PR-1 A.thaliana QDSPQDYLRVHNQARGAV - - - - - - -GVGPMQWDERVA- - - 65
PR-1 A.thaliana QDSQQDYVNAHNQARSQI - - - - - - -GVGPMQWDEGLA- - - 65
PR-1 A.thaliana QDSPQDFLAVHNRARAEV- - - - - - -GVGPLRWDEKVA- - - 65
PR-1 N.tabacum QNSPQDYLNPHNAARRQV - - - - - - -GVGPMTWDNRLA- - - 62
PR-1 R.communis QDTNQDYINSHNDARVAVGA- 67
PR-1 R.communis QNLPQDYINAHNAARAAV 63
PR-1 R.communis QDTQQDYLNAHNSARGDV 63
PR-1 R.communis QNSQKDYVAAHNEVRAEL - - - 62
PR-1 R.communis RNSRGDYLDAHNAVRAEV 60
< * ®: i *
PR-1 R.communis Remmmmmmmeeee e KSPVNVVWSPMDWWRPPYNFR- - - - - - - - - NFETIKESDSTIQ 112
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PR-STH21 N.tabacum MGVTTYTHEASTTVAPTRLFKALVLDADNLIPKLMPQUWKNIETVEGDGGVGSIKKMNFY 60

PR-185TH21 R.communis MGVSTFTQEFTSPU&PSRMFKﬁLILDSNILIPKLLPQFIKSVDVIQGGDGﬁGTIEQVNFT 68
PR-5TH21N. tabacum EGGPIKYLKHKLHVIDDKNLVTKYSLIEGDVLGDKLESITYDVKFETSAKGGCICKTSTE 128
PR-1@5TH21 R.communis EASDFKYIKNRIEELDKDNLVCKYTLIEGGPLGDKLDSIAYEUKFEﬁﬁSDGGCICKITSN 120
PR-STH21N. tabacum YHTKGDYVFKEEEHNEGKEKAMELFKVVEDYLLANSTVYA 168

PR-185TH21 R.communis YFTLGKFTIKEEDIEDGKGK&LGIYRVVE&YLLENPQVYA 168
Aminoacidos idénticos sdo indicados por um asterisco (*), substituicdes
conservativas por dois pontos (1) e substituicbes semiconservativas por um

ponto (.).
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Figura Suplementar 7. Motivos conservados. MEME Suits.
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ARTIGO 2

Resolucao da estrutura proteica das Proteinas Relacionadas a

Patogénese (PRs) via modelagem por homologia em Ricinus communis L.

LArtigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Plus One, em versao
na lingua inglesa.
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Resolucao da estrutura proteica das Proteinas Relacionadas a

Patogénese (PRs) via modelagem por homologia em Ricinus communis L.

RESUMO: A mamona (Ricinus communis L.) € um importante oleaginosa onde
mamonocultura é prejudicada devido ao ataque de moléstias e pragas. Portanto,
nosso trabalho teve por objetivo realizar a construgéo, de forma computacional,
de provaveis modelos de cinco Proteinas Relacionadas a Patogénese (Proteinas
PR), nomeadas neste trabalho como RcPR-1c; RcPR-4b; RcPR-5a; RcPR-6 e
RcPR10-STH21. A anotacao existente no PHYTOZOME V 12.1 do genoma de
R. communis permitiu a identificacdo de 20 genes e suas respectivas proteinas
classificados em cinco diferentes familias: PR-1; PR-4; PR-5; PR-6 e PR-10
STH21. A partir disso, foi escolhida uma proteina PR de cada familia génica que
apresentou boa identidade com outras PR ja depositadas no Protein Data Bank
— PDB. Os modelos tridimensionais previstos foram obtidos usando o servidor
SWISS-MODEL e o programa Swiss-Pdb Viewer v.3.7. A visualizacdo das
estruturas sobrepostas das proteinas RcPRs com as depositadas no PDB, foi
realizada no programa PyMOL v. 2.3.3. A qualidade estereoquimica das
proteinas RcPRs foi calculada pelo Procheck versédo 3.4 e no servidor Protein
Structure Analysis - ProSa, pelos indices: escore-Z; ERRAT e VERIFY3D. O grau
de identidade variou de 49,37 a 76,23%, com uma semelhanca de 44 a 56% e
uma cobertura de 60 a 99%. A qualidade estereoquimica de acordo com o
Diagrama de Ramachandran mais de 90% dos residuos de aminoéacidos das
cincos proteinas PR encontram-se nas regides favorecidas. Os demais indices
de avaliacdo da qualidade dos modelos tridimensionais — 3D, que levam em
consideracao a interacdo entre as moléculas gerados de forma in silico, permite
afirmar que sdo dignos de confianca. Estes resultados fornecem informagdes
importantes para futuros estudos de interacdo molecular das proteinas com
possiveis farmacos-receptor/sitio ativo. Pois possibilitam o melhor
direcionamento nos processos de acoplamento molecular com receptores alvo
de forma a auxiliar no controle de a moléstias como o mofo-cinzento na cultura
da mamona.

Palavras-Chaves: Analise in silico, Modelo tridimensional, Qualidade
esterioquimica
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Resolution of the protein structure of Pathogenesis-Related Proteins

(PRs) via homology modeling in Ricinus communis L.

ABSTRACT: Castor bean (Ricinus communis L.) is an important oilseed where
mammonoculture is harmed due to the attack of diseases and pests. Therefore,
our work aimed to perform the computational construction of probable models of
five Pathogenesis-Related Proteins (PR Proteins), named in this work as RcPR-
1c; RcPR-4b; RcPR-5a; RcPR-6 and RcPR10-STH21. The existing annotation in
PHYTOZOME V 12.1 of the genome of R. communis allowed the identification of
20 genes and their respective proteins classified in five different families: PR-1;
PR-4; PR-5; PR-6 and PR-10 STH21. From this, a PR protein was chosen from
each gene family that showed good identity with other PRs already deposited in
the Protein Data Bank — PDB. The predicted three-dimensional models were
obtained using the SWISS-MODEL server and the Swiss-Pdb Viewer v.3.7
program. The visualization of the overlapping structures of the RcPRs proteins
with those deposited in the PDB was performed using the PyMOL v. 2.3.3. The
stereochemical quality of the RcPRs proteins was calculated by Procheck version
3.4 and in the Protein Structure Analysis - ProSa server, using the indices: Z
score; ERRAT and VERIFY3D. The degree of identity ranged from 49.37 to
76.23%, with a similarity of 44 to 56% and a coverage of 60 to 99%.
Stereochemical quality according to the Ramachandran Diagram more than 90%
of the amino acid residues of the five PR proteins are found in the favored regions.
The other indices for evaluating the quality of the three-dimensional models — 3D,
which take into account the interaction between the molecules generated in silico,
allow us to say that they are trustworthy. These results provide important
information for future studies of the molecular interaction of proteins with possible
drugs-receptor/active site. Because they enable better targeting of molecular
coupling processes with target receptors in order to help control diseases such as
gray mold in castor bean culture.

Keywords: Three-dimensional model, Steriochemical quality, in silico analysis
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INTRODUCAO

A imunidade das plantas é atribuida a diferentes camadas de mecanismos
de defesa que englobam a Resposta de Hipersensibilidade - RH que leva a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio - ERO e sintese de Proteinas
Relacionadas a Patogénese - Proteinas PR que funcionam como elementos
antimicrobianos. Essas proteinas PR atuam na Resisténcia Adquirida Sistémica
- RAS, aumentando a morte celular programada que reduz o crescimento de
patogenos, reduzindo assim a taxa de infeccdo (CHASSOT et al., 2007; VAN
BAARLEN et al., 2007).

Estas proteinas respondem a diferentes tipos de infec¢cdes causadas por
(bactérias, fungos, virus e nematdides), além de varios insetos. No total, 19
familias de proteinas PR foram identificadas em plantas mono e dicotiledéneas.
Sabe-se que as proteinas PR foram identificadas primeiramente no genoma de
Nicotiana tabaccum (tabaco) infectadas pelo virus do mosaico do tabaco. Desde
entdo, essa familia de proteinas tem sido exaustivamente estudada no Reino
Plantae, em diferentes culturas, a exemplo da Manihot esculenta Crantz
(mandioca); Solanum tuberosum (batata); Allium sativum L. (alho) e no Glycine
max (soja) (IRIGOYEN et al., 2020; ARORA et al., 2020; ZAYNAB et al., 2021;
ANISIMOVA et al., 2021; ALMEIDA-SILVA et al., 2022).

Em Ricinus communis L. (Mamona), esta classe de proteina sera
caracterizada pela primeira vez. Apesar de ser uma cultura de grande
importancia econémica, tendo o seu 6leo como matéria prima para a producao
de mais de 400 coprodutos, os estudos com as proteinas PR ainda séo infimos.
Assim, esforcos tem se mantido através do Programa de Melhoramento Genético
gue visa investir em pesquisas que agregam o uso da Bioinformética, como
ferramenta Gtil no auxilio do melhoramento genético da espécie.

As linhagens que tém sido conservadas e estudadas no Nuacleo de
Biotecnologia Melhoramento Genético — NBIO da Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia — UFRB tem sido caracterizada de forma morfoagronémicas
e molecular. Os estudos in silico auxiliam positivamente no melhoramento por ser
um tipo de experimentacédo que utiliza a simulacdo computacional com rapidez
na execucao e de baixo custo computacional, devolvendo resultados confiaveis

e dignos de aceitacdo. Contudo, este tipo de abordagem né&o visa
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substituir os experimentos in vivo, tradicionais, e sim ser uma ferramenta a mais
gue se deve ser explorada, principalmente pelo baixo a zero custo financeiro
envolvido.

Assim, nosso trabalho tem por objetivo realizar a modelagem por
homologia de cinco proteinas-PR, de diferentes familias génicas (PR-1, PR-4,
PR-5, RcPR-6 e RcPR10-STH21), anteriormente caracterizadas em nivel de
gene e proteina, identificadas no genoma de Ricinus communis L. e por meio

disso, descrever de forma detalhada as caracteristicas de cada proteina.

MATERIAL E METODOS

Identificacdo das proteinas-PR no genoma de Ricinus communis L.

A anotacdo existente no Banco de Dados PHYTOZOME V 12.1
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) do genoma de Ricinus communis
permitiu a identificacdo de 20 genes e suas respectivas proteinas classificados
em cinco diferentes familias: PR-1; PR-4; PR-5; PR-6 e PR-10 STH21.

Modelagem molecular

Para escolha da proteina a ser modelada, as 20 sequéncias de
aminoacidos foram alinhadas individualmente com o Banco de Dados de
Proteinas — PDB (do inglés Protein Data Bank), usando a Ferramenta Basica de
Pesquisa em Alinhamento Local de Proteinas - BlastP
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Dentre as 20 RcPRs caracterizadas neste trabalho, foi escolhida uma
RcPR de cada familia identificadas neste trabalho (RcPR-1c; RcPR-4b; RcPR-
5a; RcPR-6 e RcPR10-STH21). A escolha foi baseada no maior grau de
homologia com proteinas ja depositadas no Protein Data Bank - PDB. A RcPR-
1c com 63,70% de identidade com a Proteina Relacionada a Patogénese P14A,
depositada no PDB sob o cédigo 1CFE; a RcPR-4b com 76,23% de identidade
com a Proteina de Dominio Barwin em sementes de cevada depositada no PDB
sob o cédigo 1BW3, a RcPR-5a com 53,67% de identidade com a Proteina
semelhante a Taumatina, isolada de cerejas maduras, depositada no PDB sob o
cbdigo 2AHN, a RcPR-6 com 67,41% também com o cddigo 1CFE e a RcPR10-


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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STH21 que apresentou 49,37% de identidade com a PR-10 de alérgeno de pdélen
de bétula Bet v 1, depositada no PDB sob o codigo 6ALK.

Os modelos tridimensionais previstos foram obtidos usando o servidor
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) e o programa Swiss-PdbViewer
v.3.7 (GUEX et al., 2009). A visualizacdo das estruturas sobrepostas das
proteinas RcPRs com as depositadas no PDB, foi realizada no programa PyMOL
v. 2.3.3 (DELANO, 2002). A qualidade estereoquimica das proteinas RcPRs foi
calculada pelo Procheck versao 3.4 (LASKOWSKI et al., 1993) e no servidor de
Andlise de Estrutura de Proteinas — ProSa (do inglés Protein Structure Analysis),
pelos indices: escore-Z (SIPPL, 1993); ERRAT e VERIFY3D, disponiveis no

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php).

Predicéo de Sitios Ativos

No servidor Protein Allosteric and Regulatory Sites
(http://bioinf.uab.cat/cgi-bin/pars-cgi/mainUploadPdb.pl?jobClass=pars), foi
previsto o sitio das cinco proteinas RcPR modeladas (RcPR-1c; RcPR-4b; RcPR-
5a; RcPR-6 e RcPR10-STH21). Inicialmente, foram preditas cavidades com
possiveis residuos de aminoacidos que potencialmente compdem os sitios de
ligacdo. A partir disso, foi considerada a cavidade de cada RcPR que apresentou
valores acima de 50% de conservacao da estrutura proteica, pois quanto maior
este valor, maior sdo as chances desta cavidade apresentar os residuos que
compde o potencial sitios ativo.

RESULTADOS
Modelagem Molecular das RcPRs

No servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org), 0s cinco
sequéncias-alvos foram alinhados com outras sequéncias proteicas contidas no
PDB, através da ferramenta BLAST, dessa forma, foram obtidos os modelos
tridimensionais das cinco RcPRs (Figura 1).

O grau de identidade entre as sequéncias-alvo e modelo foi de 49,37 a
76,23%, com uma semelhanca de 44 a 56% e uma cobertura de 60 a 99%. Os

resultados destes parametros permitiram escolher os modelos mais adequados


http://bioinf.uab.cat/cgi-bin/pars-cgi/mainUploadPdb.pl?jobClass=pars)
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para a determinacdo das estruturas proteicas tridimensionais - 3D das cinco
RcPRs (Tabela 1).

Tabela 1. indice de Qualidade de homologia das Proteinas com estruturas

tridimensionais depositadas no PDB com as Proteinas RcPR.

Identidade = Semelhanca  Cobertura

(%) (%) (%)
Proteina Relacionada a
1CFE Patogénese P14A RcPR-1c 63,7 52 84

1BW3 Proteina de Dominio Barwin em RCPR-4b 76,23 56 60
sementes de cevada

Proteina semelhante a

PDB Proteinas RcPRs

2AHN Taumatina, de cerejas maduras RCPR-5a 53,67 47 85
Proteina Relacionada a

1CFE Patogénese P14A RcPR-6 67,41 53 82

BALK PR-10 de alérgeno de pélende  RcPR10- 4937 44 99

bétula Betv 1 STH21

A andlise de validacdo via diagrama de Ramachandran (Tabela 1 e Figura
Suplementar 1) do modelo das cinco RcPRs mostrou que mais de 94% dos
residuos de aminoacidos estavam nas regides mais favorecidas e nas regifes
permitidas adicionais, que sdo consideradas aceitaveis, com excecao de 2% dos
residuos, que se encontraram em regiées com provavel incompatibilidade
estereoquimica.

Ademais, outros indicadores gerais de qualidade da estrutura da proteina
foram utilizados. Os valores do escore-Z, abaixo de -5,00, mostram que as cinco
proteinas RcPRs modeladas apresentam uma excelente qualidade do modelo
geral e se encontram dentro da faixa de pontuacdes normalmente encontradas
para proteinas nativas de tamanho semelhante (Tabela 2 e Figura Suplementar
2). Ja os graficos de energia, mostram a qualidade do modelo local, plotando
valores de energia em funcdo da posicao da sequéncia dos aminoéacidos, de
forma geral, os valores negativos correspondem também a uma boa qualidade
de estrutura (Tabela 2 e Figura Suplementar 2).

Além desses indices, pela analise do grafico ERRAT, mais de 74% dos
residuos encontram-se dentro da regido aceitavel (50<) (Tabela 2 e Figura
Suplementar 3). E pela analise do Verify3D, observa-se que mais de 82% dos
residuos apresentam compatibilidade de modelo atdmico (3D) com sua propria
sequéncia de aminoacido (1D), o que indica um ambiente aceitavel da cadeia
lateral, com 3D-1D > = 0,2 (Tabela 2 e Figura Suplementar 4).
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Tabela 2. Analise da Qualidade Estereoquimica das cinco proteinas RcPRs
modeladas por homologia. Regifes A, B, L mais favorecidas; Regides a, b, |, p

favorecidas.

Diagrama de Ramachandran (%)

Regibes Regibes Somatorio Regloes Escore- ERRAT Verify3D Valores
RcPRs ABL abl das Nao 7 (%) (%) de
T 0. L P Regibes Favorecidas 0 0 Energia
RcPR-1c 79,5 15,4 94,9 34 -5,57 85,16 94,89 0a-3
RcPR-4b 79,6 17,5 97,1 2,9 -5,3 78,22 99,18 0a-2
RcPR-5a 86,9 13,1 100 0,0 -6,75 88,83 97,27 0a-3
RcPR-6 80,8 15,8 96,6 2,5 -5,49 74,42 99,28 0a-3
RcPR10-
STH21 85,4 11,7 97,1 15 -6,14 78 82,28 la-2

A estrutura tridimensional das cinco proteinas RcPRs, ainda mostrou a
presenca das B-folhas e das a-hélices (Figura 2). Além disso, permitiu identificar

os residuos de cisteinas que formam as pontes dissulfeto (Figura3).
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Figura 1. Modelagem por Homologia das cinco RcPRs. A) Estruturas
sobrepostas da RcPR-1c de cor azul e da 1CFE de cor rosa. B) Estruturas
sobrepostas da RcPR-4b de cor dourada e da 1BW3 de cor azul. C) Estruturas
sobrepostas da RcPR-5a de cor amarela e a 2AHN de cor dourada. D) Estruturas
sobrepostas da RcPR-6 de cor rosa e a 1CFE de cor verde. E) Estruturas
sobrepostas da RcPR10-STH21 de cor verde e a 6ALK de cor dourada. Estas
imagens foram geradas no programa no PyMOL.

RcPR10-STH21 e 6ALK
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Figura 2. Estrutura 3D das cinco RcPRs. A) Estrutura da RcPR-1c com trés (-
folhas e cinco a-hélices. B) Estrutura da RcPR-4b com quatro B-folhas e a-
hélices. C) Estrutura da RcPR-5a com 12 B-folhas e cinco a-hélices. D) Estrutura
RcPR-6 com trés B-folhas e cinco a-hélices. E) Estrutura da RcPR10-STH21 com
sete B-folhas e trés a-hélices. Todas estas estruturas foram visualizadas no

programa PyMol.
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Figura 3. A estrutura 3D de quatro das cinco proteinas RcPRs modeladas que
apresentaram residuos de cisteinas, formando as pontes dissulfeto de cor
amarela. A, B e D) Estrutura da RcPR-1c; RcPR-4b e RcPR-6 com seis residuos
de cisteina, formando trés pontes dissulfeto, cada. C) Estrutura da RcPR-5a com
17 cisteinas formando oito pontes dissulfeto. Estas visualizacdes foram

realizadas no servidor Jmol (firstglance.jmol.org).

Predicao dos sitios ativos

Foi previsto um sitio ativo para cada uma proteina RcPR que teve a
resolugdo da sua estrutura tridimensional. Os residuos de aminoacidos que
compdem o sitio ativo da proteina RcPR-1c sdo a ALA 54, GLN 58, CYS 133,
ALA 134 e a LYS 135. Na proteina RcPR-4b sdo a VAL 74, ARG 75, ALA 76,
GLY 155 e 156; e a LEU 157. Na proteina RcPR-5a sdo a SER 80, GLY 81 e o
GLU 122. Na proteina RcPR-6 sédo a TYR 79, GLU 81 e a LEU 83. Na proteina
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RcPR10-STH21 séo a ILE 24, SER 27, GLU 55, ILE 72 e a TYR 84 (Figura 4).

Figura 4. Predicdo do sitio ativo das cinco proteinas RcPR. Cada RcPR
apresenta sua cavidade composta de residuos de amino&cidos que fazem parte

dos sitios ativos preditos de cor vermelha.

RcPR-1¢ RcPR-4b

RcPR10-STH21
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DISCUSSAO

A modelagem molecular permitiu confirmar que as proteinas modeladas,
RcPR-1c, RcPR-4b, RcPR-5a, RcPR-6 e RcPR10-STH21 sédo altamente
homologas com as proteinas com estruturas ja depositadas no PDB. Estas cinco
RcPRs modeladas, compartiham o mesmo dominio estrutural dos seus
respectivos modelos. Com isto, acredita-se que ambas apresentam funcgdes
semelhantes no contra-ataque a agentes fitopatogénicos. Além delas
desencadearem RH e RAS em plantas contra infeccbes por agentes
fitopatogénicos como ja descrito outrora.

A presenca das B-folhas e das a-hélices nas cinco RcPRs sdo de suma
importancia, pois contribuem para estabilidade da molécula, sendo as B-folhas
formadas por uma estrutura rigida e as a-hélices conformacdes de interacao
entre o O da carboxila (C=0) de um residuo de aminoacido com o grupo amino
(-NH) de um outro residuo que estd a quatro posi¢cdes depois na cadeia
polipeptidica por meio das ligacdes de hidrogénio (H). Este padrdo de ligacéo
leva a estrutura helicoidal, isto é, volta entre as hélices, onde o agrupamento R
de cada aminoécido se fixa na parte externa da alfa hélice, onde ficam livres para
interagir (NELSON, 2014).

Em geral, a funcdo de uma proteina é especificada por sua estrutura
tridimensional (ALBERTS, 2002), assim, acredita-se que a resolucéo da estrutura
tridimensional das cinco RcPRs, permitira uma exploracdo mais completa da
funcéo especifica das PRs no sistema imune de plantas de Ricinuscommunis L.,
bem como, no auxilio de estudos in vitro e in vivo para obtencéo do conhecimento
mais completo sobre esta familia.

Ademais, a predicdo dos residuos de aminoacidos conservados que
compdem possivelmente os sitios ativos de cada uma das cinco RcPRs
modeladas, permite sugerir possiveis acoplamentos moleculares com moléculas
gue possam atuar como um recurso de reconhecimento de fitopatdgenos, e a
possivel ligagdo sugestiva de uma RcPR com ligantes, pode levar a inibicdo do
crescimento de fitopatdgenos, causando toxicidade, por exemplo, a
componentes da parede celular ou membrana plasmatica de fitopatdgenos
oportunistas, resultando na morte de suas células (NUSRAT et al., 2017; TELLIS
etal., 2017).
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Com base nisso, especificamente, espera-se um possivel acoplamento
entre a RcPR-4b e provaveis ligantes de reconhecimento ao Amphobotrys ricini
B., causador do mofo-cinzento em R. communis, considerada umas das doencas
de maior importancia econdmica na espécie (YAMUNA et al., 2015), que tenha
como alvo, por exemplo, componentes da matriz extracelular do fitopatégeno,
gue podem ocasionar a morte celular desse fungo, contribuindo desta forma para
que o A. ricini ndo tenha éxito no estabelecimento da relagéo parasitaria com a

espécie.

Perspectivas Futuras

Neste trabalho, a caracterizacdo realizada dos genes e sequéncias
proteicas das proteinas-PR na espécie de Ricinus communis L., que participam
de respostas ambientais, de desenvolvimento na planta e no combate a
fitopatdgenos, agora pode ser examinado em estudos experimentais sobre
diversas abordagens biotecnoldgicas ou por meio de marcadores de resisténcia.

Embora in silico, os dados apresentados neste trabalho representam um
ponto de partida para elucidar as complexas respostas das plantas em R.
communis, a estresses tanto de origem bidtica quanto abiotica. As cinco familias
das proteinas-PR aqui analisadas podem ser Uteis para verificar mecanismos de
imunidade inata na presente espécie, a fim de investigar se ha resisténcia
induzida/ndo hospedeira ou hospedeira a fitopatdgenos de importancia
econdmica na cultura que ocorre com a participacao destas proteinas.

Atualmente, o gerenciamento de doencas causadas por fitopatégenos,
principalmente os fungicos, em R. communis € alcancado principalmente por
aplicacdes de produtos quimicos com elevados custos anualmente, alguns dos
guais provavelmente serdo proibidos a sua aplicagdo em um futuro préximo.
Além disso, devido a rapida evolucdo da populacdo de fitopatdgenos, cepas
resistentes podem ser selecionadas também (GOODWIN et al., 1996).

Com o constante crescimento populacional, o efeito das mudancas
climaticas, o movimento de material contaminado, a prevaléncia de monoculturas
e 0 aumento da &rea total cultivada, a evolugcédo dos fitopatdégenos € cada vez
mais observada entre as espécies, dessa maneira, variedades e/ou cultivares

comerciais tornam-se cada vez mais susceptiveis a doencas.
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O presente estudo contribuira mais especificadamente nas pesquisas que
gue serdo desenvolvidas, in vivo, pelo grupo de pesquisa Nucleo de
Melhoramento Genético e Biotecnoldgico - NBIO, que visa identificar moléculas
que fazem parte do mecanismo de defesa em gendtipos descritos como
susceptiveis ao fungo Amphobotrys ricini B., causador da doenca mofo-cinzento.
Dentre as moléculas, espera-se identificar niveis de expressdo génica de
precursores das proteinas-PR. Esta possivel identificacdo abrirh novas
possibilidades para o desenvolvimento de genatipos resistentes ao A. ricini.

Em geral, estas pesquisas proporcionardo ao Melhoramento Genético da
Mamona avancgos significativos nos trabalhos que envolvem resisténcia ndo so
ao mofo-cinzento como também a outras doencas de importancia econémica na
espécie.

Entende-se que este conhecimento abrangente, tanto da variacao proteica
guanto da sua caracterizacao estrutural, agrega informacdes valiosas que podem
melhorar as estratégias de manipulacdo dessas moléculas, permitindo
compreender o papel e sistema regulador molecular no mecanismo imune de R.
communis. Além de gerar subsidios para o avanco no estudo sobreos padrdes
de expresséao destas familias génicas em diferentes tecidos na espécie e assim,
investigar melhor as fun¢@es bioldgicas dessa classe deproteinas e até sugerir o
envolvimento com outras moléculas também relacionadas aos processos de

resposta ao reconhecimento de infeccao por fitopatdgenos.

CONCLUSAO

As diferentes abordagens de verificacdo da estrutura modelada por
homologia permitiram a construgéo de cinco modelos tridimensionais confiaveis
das proteinas RcPR-1c, RcPR-4b, RcPR-5a, RcPR-6 e RcPR10-STH21 que
auxiliara na exploracdo mais completa da funcéo especifica das proteinas-PR no
sistema imune de plantas de Ricinus communis L.

Estes dados contribuirdo para o desenvolvimento de novas estratégias que

visam aumentar a resisténcia na espécie de R. communis contra agressores.
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Tabela Suplementar 1: Sequéncias de aminoacidos das Proteinas
Relacionadas a Patogénese em Ricinus communis L. Peptideo sinal: sublinhado;
Dominio Funcional Conservado: hachurada em cinza, Sitios de Fosforilacdo
(Serina, Treonina e Tirosina) em azul e os Sitios de N-glicosilagdo (Asparagina-
x-Serina/Treonina, em que x pode ser qualquer aminoacido, exceto a prolina) em

vermelho.

RcPR-1c

>30099.m001652
MLSLKISAALSFLISLSLILSSHAQNLPQDYINAHNAARAAVGVGPMTWDNTVAAYAQONYANQRINDCRL
VHSGGRYGENIAWS SGDLEGTAAVKLWVDEKAF YNYNSNTCAAGQQCGHYTQVVWRNSVRLGCAKVRCRN
GGTFITCNYDPPGNEFVNQRPY

RcPR-4b

>29598.m000459
MGSVVLMVVLLCSLGVAFGEQCGRQAGGKLCPNNLCCSQYGWCGSTDDYCSPSKNCQSNCKGGGGGESAS
NVRATYHFYNPQOHGWDLNAVSAYCSTWDANKPY SWRSKYGWTAFCGPAGPRGQTSCGKCLRVINTRTGA
ATTVRIVDQCSNGGLDLDVNVEFRQLDTDGIGYQQGHLIVNYQFVNCGDSENPLESIMDDQ

RcPR-5a

>30170.m013991
MHYKLIKSILAIIVCGTNLYFCVKFAGNFSNATVFTLONHCSYMIWPGTLSGNGAGTLGDGGFALPPGSS
IQLOAPPTWSGRFWARTGCTFDDLGNGKCDTGDCGGALKCTGGGAPPVSLAEFTIAPSSNEKDF YDVSLV
DGYNVGLGVKALGGSGDCQYAGCVADLNGNCPPELRVTDSVSGSVVACKSACAAFNAPEFCCTGDHS TPQ
TCSPTQYSALFKNACPSAYSYAYDDASSTCTCSGSDYMITEFCPTGSG

RcPR-6

>30099.m001658
MGSLKISQVLVSLLMGLALVVHPCHAQNSQQODYLDAHNAARAQVGVANIVWDNTVATYAQNYANSRIGDC
NLVHSSGSYGENLAKGSSSSLTGTAAVNLWVAEKPY YNYTSNSCTGGOQCLHY TQVVWSKSVRLGCARVQ
CTNGWWEVTCNYDPPGNYIGQKPY

RcPR10-STH21

>29726.m004110
MGVSTFTQEFTSPVAPSRMFKALILDSNILIPKLLPQFIKSVDVIQGGDGAGT IEQVNFTEASDEKY IKN
RIEELDKDNLVCKYTLIEGGPLGDKLDSIAYEVKFEAASDGGCICKITSNYFTLGKEFTIKEEDIEDGKGK
ALGIYRVVEAYLLENPQVYA
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Figura Suplementar 1. Grafico de Ramachandran. Verificador de qualidade
estereoquimica da estrutura proteica.
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Figura Suplementar 2. Fator de qualidade Escore-Z. Verificador de qualidade

estereoquimica da estrutura proteica.
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Figura Suplementar 3. Fator de qualidade

estereoquimica da estrutura proteica.
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Figura Suplementar 4. Verify 3D. Verificador de qualidade estereoquimica da

estrutura proteica.
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Figura Suplementar 5. Gréfico de energia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou resultados relevantes sobre a descricdao das
importantes familias génicas das RcPR, amplamente distribuidas no genoma de R.
communis, atuantes em respostas a ataque de pragas e doencas, além de contribuir a
respostas ligadas a outros tipos de estresses.

Este foi um trabalho pioneiro na cultura e contribuird para um melhor
entendimento do comportamento das Proteinas Relacionadas a Patogeneses no
genoma da referida espécie e assim propor, no futuro, a identificacdo de moléculas que
fazem parte do mecanismo de defesa em gendétipos descritos como susceptiveis ao
fungo Amphobotrys ricini B., causador da doenga mofo-cinzento.



