
INSTITUTO AGRONÔMICO DE CAMPINAS 

AGRICULTURA TROPICAL E SUB TROPICAL 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO FOSFORILATIVA DAS 

PROTEÍNAS PR-1RK DO CACAUEIRO  

(Theobroma cacao) 

 

 

 

THALITA RAVAZO TOSARINI 

 

 

 

Orientador: Jorge Maurício Costa Mondego 

 

 

 

                                                        

Dissertação apresentada como 

requisito para a obtenção do título  

de Mestre em Agricultura Tropical  

e Subtropical, Área de Concentração  

                                                                                             em Genética, Melhoramento  

Vegetal e  Biotecnologia 

 

 

 

 

Campinas, SP 

2019 



2 
 

SUMÁRIO 
 
RESUMO ...................................................................................................................................... 1 
ABSTRACT .................................................................................................................................. 2 
1 INTRODUÇÃO GERAL ........................................................................................................... 3 
2 REVISÃO DE LITERATURA .................................................................................................. 5 
2.1 O cacaueiro .............................................................................................................................. 5 
2.2 Moniliophthora perniciosa e a Vassoura de Bruxa ................................................................. 7 
2.3 O Projeto Genoma Vassoura de bruxa e avanços no entendimento da doença ....................... 8 
2.4 Proteínas do tipo PR-1............................................................................................................. 9 
2.5 Proteínas PR-1 no cacaueiro ................................................................................................. 10 
2.6 Receptores do tipo kinase (RLKs) ........................................................................................ 11 
CAPÍTULO 1: ............................................................................................................................. 14 
CAPÍTULO 2: ............................................................................................................................. 34 
1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................................... 34 
2 MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................................... 36 
2.1 Digestão de proteínas ............................................................................................................ 36 
2.2 Análise MS (Mass Spectrometry) de massa intacta .............................................................. 37 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO .............................................................................................. 37 
4 CONSIDERAÇÕES ................................................................................................................. 39 
3 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 40 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO FOSFORILATIVA DAS PROTEÍNAS PR-1RK DO 

CACAUEIRO (Theobroma cacao) 

 

RESUMO 

 

Dentre as principais culturas perenes do Brasil, a cacauicultura tem destaque especial 

por gerar empregos diretos e indiretos relacionados à produção de chocolate. No ano de 

1989, a maior região produtora do país, o sul do estado da Bahia, sofreu o ataque de 

uma grave doença, denominada Vassoura-de-Bruxa, causada pelo fungo basidiomiceto 

Moniliopthora perniciosa. Com a queda acentuada da produção do fruto, houve uma 

mobilização com o intuito de buscar soluções para a doença. Foi quando surgiu o 

projeto “Genoma Vassoura-de-Bruxa”, que busca entendimento sobre a bioquímica e 

expressão gênica do fungo e do cacaueiro. Além disso, a publicação do genoma do 

cacaueiro vem gerando ferramentas de anotação de genes que podem ser usadas no 

melhoramento genético dessa espécie. Um dos genes mais estudados, relacionados aos 

mecanismos de defesa vegetal, codifica uma proteína conhecida como PR-1 

(pathogenesis related protein 1). A partir da anotação do genoma do T. cacao foram 

identificadas 14 proteínas PR-1, sendo que, duas delas (TcPR-1f e TcPR-1g) dispõem de 

uma expansão C-terminal com similaridade às proteínas quinases, indicando que tais 

proteínas seriam receptoras do tipo quinase (conhecidas como RLK). TcPR-1g é 

altamente expressa durante a infecção do M. perniciosa e pouco se sabe sobre suas 

funções. Sendo assim, o objetivo do projeto foi realizar uma análise funcional, 

expressando e purificando os domínios intracelulares das proteínas TcPR-1f e TcPR-1g.  

Ensaios funcionais de fosforilação foram realizados, a fim de verificarmos a atividade 

quinase hipotética das mesmas. Verificarmos, por meio da técnica de espectrometria de 

massas, que as proteínas TcPR-1f e TcPR-1g se auto-fosforilam, ou seja, tal função 

descoberta, tem o potencial para “ativar” ou “desativar” moléculas-alvo importantes 

atreladas ao fungo, podendo reduzir ou paralisar o efeito da doença na planta. 

Acreditamos que estudos in vivo possam endossar a importância das quinases PR-1 no 

entendimento do mecanismo de defesa vegetal contra patógenos. 

 

Palavras-chave: receptor de proteínas quinases, PR-1, vassoura-de-bruxa, expressão de 

proteína, cacau 
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EVALUATION OF THE PHOSPORILATIVE FUNCTION OF PR-1PRK 

PROETINS FROM CACAO TREE (Theobroma cacao) 

 

ABSTRACT 

 

Among the main perennial crops in Brazil, cacao farming is particularly notable for 

generating direct and indirect jobs related to the production of chocolate. In 1989, the 

country's largest producing region, the southern state of Bahia, was attacked by a severe 

known as the Witches Broom disease, caused by the basidiomycete fungus 

Moniliopthora perniciosa. With the decline of fruit production, there was a mobilization 

with the intention of seeking solutions to the disease. The Witches´ broom genome 

project was released to understanding about the biochemistry and gene expression of the 

fungus and the cacao tree. In addition, the publication of the cacao genome has been 

generating gene annotation tools that can be used in the genetic breeding of this species. 

One of the most studied genes, related to plant defense mechanisms, encodes a protein 

known as PR-1 (pathogenesis related protein 1). From the genome of T. cacao, 14 PR-1 

proteins were identified, two of them (TcPR-1f and TcPR-1g) had a C-terminal 

expansion with protein kinase similarity, indicating that such proteins would be 

receptors of the kinase type (known as RLK). TcPR-1g is highly expressed during 

infection of M. perniciosa and little is known about its functions. Therefore, the 

objective of the project was to perform a functional analysis, expressing and purifying 

the intracellular domains of TcPR-1f and TcPR-1g proteins. Functional phosphorylation 

assays were performed in order to verify the hypothetical kinase activity of these 

proteins. Through the mass spectrometry technique, we found that TcPR-1f and TcPR-

1g proteins self-phosphorylate. Therefore, we suggest that these proteins has the 

potential to "activate" or "deactivate" important target molecules tied to fungus, and can 

reduce or paralyze the effect of the disease on the plant. We believe that in vivo studies 

may endorse the importance of PR-1 kinases in understanding the mechanism of plant 

defense against pathogens. 

 

Keywords: receptor-like protein kinase, pathogenesis-related protein 1, broom disease, 

protein expression, Cacao 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O cacaueiro é uma das principais plantas frutíferas cultivadas no Brasil, e 

através de seu derivado principal, o chocolate, gera milhares de empregos diretos e 

indiretos, além de muitos dividendos ao Brasil. Ademais, a cacauicultura é responsável 

pela preservação da Mata Atlântica, já que o cultivo da fruta depende de sombreamento 

e, por essa razão, sua maior produção acontece nos corredores florestais no sul do 

estado da Bahia.  

A principal causa da perda de produtividade do cacaueiro são doenças causadas 

por fungos e oomicetos. Dessa forma, o entendimento dos mecanismos de defesa 

vegetal é deveras importante a fim de buscar estratégias de combate aos patógenos. O 

Projeto Genoma Vassoura-de-Bruxa, que agrupa uma série de instituições de pesquisa 

no Brasil, é o principal esforço científico no enfrentamento da doença. O cerne do 

projeto é o entendimento da interação M. perniciosa-cacaueiro e a busca por moléculas 

que possam servir de alvo para combater o grande problema da cultura do cacau 

atualmente.  

O presente trabalho busca o conhecimento acerca das proteínas PR-1 expressas 

no cacaueiro, especialmente os genes TcPR-1f e TcPR-1g que codificam proteínas do 

tipo RLK. Proteínas PR-1 têm sido o foco de muitos estudos com o objetivo de 

compreender o mecanismo que determina a interação patógeno-hospedeiro, tanto em 

plantas (Van Loon et al., 2006; Gamir et al., 2016), quanto em animais (Gibbs et al., 

2008; Cantacessi et al., 2009). Um grande número de proteínas dessa família tem sido 

identificado e descrito em diversas espécies de plantas e animais, exibindo variação em 

sequências, estrutura e/ou bioquímica, indicando uma grande diversificação na função 

dessa família proteica. Destacamos que proteínas do tipo PR-1 são consideradas 

marcadoras de mecanismos de defesa vegetal e podem inibir o desenvolvimento de 

fungos e oomicetos (Van Loon et al., 2006).  

O estudo desta família de proteínas torna-se relevante no cacaueiro pelos dados 

preliminares alcançados pelo grupo de pesquisa do Instituto Biológico da Unicamp, 

voltado ao entendimento e combate à Vassoura de Bruxa. A anotação das proteínas PR-

1 no cacaueiro, indicou a presença de 14 proteínas nesse vegetal (Theobroma cacao – 

TcPR-1) e que, quatro delas, são altamente expressas durante a interação com M. 

perniciosa (Teixeira et al., dados não publicados). Curiosamente, uma delas TcPR-1g, e 

outra com tamanho próximo, possuem expansões em direção ao C-terminal, similares às 
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proteínas do tipo serina-treonina quinase. Tal conformação, domínio PR-1 fusionado ao 

domínio quinase, conforme figura 1, somente foi anotada em arroz e trigo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: TcPR-1f e TcPR-1g são proteínas modulares contendo um peptídeo sinal (SP), um 

domínio extracelular SCP/TAPS, uma região transmembrana (TM) e um domínio quinase, 

intracelular – como representado pelas caixas. 

 

Levando em conta a novidade da presença de receptores quinases contendo um 

domínio do tipo PR-1, é possível que a caracterização dessas proteínas possa gerar 

evidências sobre uma nova via de regulação de transdução de sinal. O estudo de 

proteínas compostas de domínios PR-1 conectados ao domínio quinase intracelular, 

formando uma arquitetura similar a RLKs, pode gerar inferências sobre as vias de 

transdução de sinal abaixo da ação das proteínas PR-1, sendo, portanto, ‘elos perdidos’ 

entre a atividade das proteínas PR-1 e as respostas de defesa celular e sistêmica dos 

vegetais. Além disso, a expressão desses genes durante a interação cacau - M. 

perniciosa sugere uma possível interação das proteínas PR-1 com o patógeno, no intuito 

de tentar bloquear seu desenvolvimento.  

Tendo em vista a importância das proteínas PR-1 no mecanismo de defesa 

vegetal e a descoberta de receptores quinases contendo domínio do tipo PR-1, o 

presente projeto teve por objetivo expressar e purificar o domínio quinase das proteínas 

TcPR-1f e TcPR-1g, a fim de realizar  ensaios funcionais de fosforilação, para obter 

respostas sobre a hipotética função dessas proteínas.  

 

 

 

 

Domínio 
extracelular 

Domínio  
Transmembrana

a 

Domínio  
Intracelular 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O cacaueiro 

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie de árvore tropical pertencente à 

família Malvaceae (Alverson et al., 2009). Seu centro de origem está localizado na América 

do Sul, nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco (Motamayor et al., 2002). A partir destas 

regiões, o cacaueiro dispersou em dois grupos: o Criollo cultivado a oeste da cordilheira dos 

Andes indo até o México (Sounigo et al., 2003) e o Forasteiro que é cultivado a leste da 

cordilheira, no norte do Brasil e nas Guianas (Marita et al., 2001). O tipo Trinitário é o 

terceiro grupo sendo obtido pela hibridização entre Criollo e Forasteiro (Motamayor, 2001). 

Uma das características mais marcantes do cacaueiro é a presença de pequenas flores no 

tronco, sendo que o número de flores por planta é de 3000 a 5000. Apesar desse grande 

número de flores, a produção de frutos maduros chega ao máximo de 120. Os frutos são 

utilizados na produção de cosméticos, bebidas finas, geléias, sorvetes e sucos. Entretanto, a 

principal unidade econômica do cacaueiro são suas sementes, matéria prima para a produção 

de chocolate (Purdy e Schmidt 1996).  

O cacaueiro está adaptado a climas quentes e úmidos, sendo cultivado 

principalmente nas Américas Central e do Sul, África e Ásia (Purdy e Schmidt 1996). Os 

principais países produtores de cacau são Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria, Brasil, 

Camarões e Equador que dão origem a mais de 90% da produção de amêndoas. O cultivo no 

Brasil se dá nos estados do Pará, Rondônia, Espírito Santo e principalmente no sul da Bahia, 

região cuja produção corresponde a 75% do total nacional. Uma importante característica do 

cacaueiro é a necessidade de sombra para o seu desenvolvimento. Um dos sistemas de cultivo 

do cacaueiro mais aplicados é conhecido como cabruca no qual são utilizadas árvores nativas 

para sombreamento. Este sistema de cultura tem papel importante na preservação de trechos 

de Mata Atlântica nas áreas de produção (Lobão et al. 2007). O plantio do cacaueiro no meio 

da mata acarreta em um manejo manual, o que leva a uma forte inserção e fixação do homem 

a esta cultura agrícola.  

A maior preocupação das indústrias chocolateiras mundiais é a manutenção dos 

suprimentos de cacau. Alguns fatores como pressões sócio-econômicas para o crescimento de 

outras culturas, alterações no clima gerando maiores períodos de seca e principalmente a ação 

de pragas e patógenos acarretam no declínio da produção de cacau. Até o ano de 1994 o 

Brasil ocupava a segunda posição no ranking de países produtores de sementes de cacau, 

chegando a produzir 400 mil toneladas por ano (ICCO 2009). De 1991 até o ano 2000 o Brasil 
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teve sua produção anual reduzida de 320,5 mil toneladas para 191,1 mil toneladas, caindo a 

sua participação no mercado internacional de 14,8% para 4%. A redução na produção de 

cacau gerou impacto econômico para o Brasil, que não foi capaz de suprir a demanda da 

indústria chocolateira nacional e passou da condição de exportador para importador de cacau. 

O principal motivo desta queda produtiva foi o aparecimento na Bahia da doença conhecida 

como Vassoura de Bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa. Na década dos anos 

1970 a cacauicultura foi uma das fontes de divisas mais importantes do Brasil, atingindo uma 

produção de 405 kilotoneladas de sementes de cacau em 1986. A produção era concentrada no 

sul da Bahia, pelo clima úmido bastante favorável a cacauicultura, e principalmente, por ser 

essa uma região livre de Vassoura-de-bruxa, a qual foi sempre considerada um limitador de 

produção para o cacau na Amazônia. Esse quadro, associado aos baixos preços do produto 

praticados no momento da introdução da doença, fragilizaram consideravelmente a situação 

sócio-econômica e o equilíbrio ecológico das regiões produtoras do cacau no país, onde cerca 

de 2,5 milhões de pessoas dependem dessa atividade. Além do estado da Bahia, o Estado de 

São Paulo, onde é produzida grande parte do chocolate nacional, também foi afetado por este 

problema. Com o aumento da demanda mundial derivada da ascensão de economias como a 

China e o próprio Brasil existem previsões que o ritmo atual de produção não atenderá a 

procura por chocolate. Logo, iniciativas visando melhorias ao cacaueiro, desde o manejo 

agrícola até estudos avançados visando melhor qualidade e resistência a doenças, são 

importantes para a cacauicultura nacional.  

Buscando avanços no melhoramento genético do cacaueiro, o aumento de estudos 

relacionados à genômica do cacaueiro tem sido considerável. No ano de 2011 foram 

publicados dois genomas de T. cacao. O consórcio coordenado pelo centro de pesquisa 

francês CIRAD, seqüenciou o genótipo Criollo de Belize (B97-61/B2), altamente homozigoto 

resultante de muitas gerações de auto-fertilização durante o processo de domesticação, o que 

reduz bastante a complexidade o processo de montagem do genoma (Argout et al., 2011). 

Esta variedade é muito utilizada na fabricação de chocolate fino. O outro consórcio liderado 

pela chocolateira Mars seqüenciou o genótipo Forasteiro (Matina 1-6), representativo do 

background genético mais cultivado no mundo (aproximadamente 80%) e também altamente 

homozigoto.  Os dados de ambos os projetos genoma estão acessíveis através dos sítios da 

internet http://cocoagendb.cirad.fr e http://www.cacaogenomedb.org, respectivamente.  

 

 

 

http://cocoagendb.cirad.fr/
http://www.cacaogenomedb.org/
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2.2 Moniliophthora perniciosa e a Vassoura de Bruxa  

 

Como mencionado anteriormente, as doenças do cacaueiro são as principais causas 

de perdas produtivas na cacauicultura. Atualmente, as principais doenças do cacaueiro são 

causadas por oomicetos do gênero Phytophthora causadores das podridões parda do cacaueiro 

e pelos fungos basidiomicetos Moniliophthora roreri e Moniliophthora perniciosa causadores 

da podridão gelada (monilíase) e da Vassoura de bruxa do cacaueiro, respectivamente. Essas 

três doenças são consideradas a “trilogia de doenças do cacau” (Fulton, 1989). Apesar de uma 

série de avanços no manejo da Vassoura de bruxa, esta doença ainda é uma grande ameaça 

para cacauicultura nacional. Ao infectar o cacaueiro, Moniliopthora perniciosa invade um 

local entre as células do cacau chamado espaço apoplástico. Lá, ele secreta proteínas que 

interagem com outras da planta. Como consequência, o ramo do cacaueiro hipertrofia e seca, 

ficando com a aparência de uma vassoura - daí a origem do nome. Esse processo fisiológico 

leva à exaustão da planta, ocasionando a redução da produção de frutos. 

 Moniliophthora perniciosa é um fungo basidiomiceto hemibiotrófico, que possui duas 

etapas de desenvolvimento miceliar bastante distintas. A primeira é monocariótica na qual os 

micélios são mais espessos, sem grampos de conexão. A segunda etapa é dicariótica na qual 

os micélios são delgados contendo grampos de conexão. Essas fases estão correlacionadas 

com fase de desenvolvimento da vassoura de bruxa. A infecção se inicia a partir da entrada 

dos basidiósporos em tecidos meristemáticos do cacaueiro, que penetram pelos estômatos, 

ferimentos ou diretamente pela epiderme sem formação de haustórios. As hifas 

monocariótiocas de M. perniciosa agem como parasitas, habitando o espaço intercelular 

vegetal (apoplasto). Essa etapa de desenvolvimento do fungo é considerada como biotrófica. 

Durante essa fase, a zona de infecção entumece e alonga, resultado de intensa divisão celular 

(hipertrofia) e do aumento do tamanho celular (hiperplasia), respectivamente. Ocorre perda de 

dominância apical, intensa proliferação de brotos laterais e o aparecimento de folhas grandes 

e retorcidas. Essa estrutura apresenta coloração verde clara bastante intensa. Esse fenótipo 

tem aspecto de uma vassoura verde. Após três a seis semanas pós-infecção, o fungo muda a 

fase, produzindo grampos de conexão que propiciam a dicariotização das hifas, que se tornam 

mais finas e com maior capacidade de divisão. Essas hifas colonizam o espaço intracelular 

causando a necrose e senescência dos tecidos infectados, originando uma vassoura com 

aspecto necrótico, conhecida como vassoura seca. Pela capacidade de degradação das 

estruturas vegetais, essa etapa de desenvolvimento do fungo é reconhecida como uma fase 

saprotrófica. Após um período de latência que pode chegar a 9 meses, as hifas saprotróficas 
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produzem basidiocarpos, que reiniciam o ciclo de vida do fungo a partir da liberação de 

basidiósporos com potencial de infecção. 

 

2.3 O Projeto Genoma Vassoura de bruxa e avanços no entendimento da doença 

 

No ano de 2000, o Prof. Dr. Gonçalo Amarante Guimarães Pereira lançou o projeto 

Genoma Vassoura de Bruxa. O intuito do projeto era a busca de maior entendimento dos 

mecanismos infectivos de M. perniciosa a partir do conhecimento de seu conteúdo genômico. 

Tal iniciativa amparava estudos não somente relacionados à genômica, mas também à 

bioquímica da doença (Scarpari et al., 2006), avaliação da variabilidade do fungo (Rincones 

et al., 2006), avaliação da expressão gênica dos micélios (Rincones et al., 2008) e estudos 

funcionais sobre proteínas do fungo (Garcia et al., 2007; Zaparoli et al., 2009, 2011).  

No ano de 2006, iniciou-se um esforço dos pesquisadores em biologia molecular e 

bioinformática para enfim obtermos um panorama do genoma do fungo. Naquele momento o 

grupo tinha sequências derivadas de Whole Genome Shotgun obtidas pela tecnologia Sanger. 

No ano de 2008, o trabalho foi finalizado gerando um manuscrito que descreve o genoma do 

fungo e faz inferências sobre mecanismos de adaptabilidade e patogenicidade, a partir dos 

genes únicos, famílias gênicas e expansões encontradas no genoma de M. perniciosa 

(Mondego et al, 2008).  

  Como exemplos, podemos destacar o grande número de genes codificando 

proteínas relacionadas à retrotransposição, produção de espécies reativas de oxigênio, efluxo 

de drogas e degradação de parede celular, especialmente de pectinases e pectato liases. A 

grande quantidade de genes codificando proteínas do tipo P450 indicou grande potencial para 

detoxificação e síntese de toxinas e hormônios. Também descobrimos novos genes 

codificando proteínas secretadas ricas em cisteína, genes relacionados à metilotrofia e à 

biossíntese de hormônios vegetais (auxina e giberelina). Além disso, análises comparativas 

indicaram que M. perniciosa possui semelhante repertório de proteínas que degradam a 

parede celular quando comparado a outros hemibiotróficos como Fusarium graminearum e 

Magnaporthe oryzae (Mondego et al., 2008). Outra descoberta interessante foi a da presença 

no genoma de muitos genes codificando proteínas do tipo PR (‘pathogenesis related protein’) 

como PR-5 (taumatina) e PR-1, proteínas estudadas em vegetais como induzidas durante a 

interação entre plantas e patógenos.  
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2.4 Proteínas do tipo PR-1 

 

As proteínas PR-1 são consideradas proteínas marcadoras de defesa em plantas 

correspondendo a 10% do total de proteínas expressas durante a HR nas folhas infectadas 

(Cornelissen et al., 1986). Além disso, a expressão dos genes PR-1 tem sido associada ao 

estabelecimento à resistência mediada por ácido salicílico (Leon-Reyes et al. 2009; Gaudet et 

al. 2010). A expressão das PR-1 também ocorre em regiões não infectadas da planta, 

provavelmente incentivada pela SAR (‘Systemic Acquired Resistance’). Os primeiros 

membros da família PR-1 foram descritos como proteínas de peso molecular variando entre 

15 a 17 kDa e atividade biológica pouco compreendida. Alguns estudos in vitro demonstram 

que proteínas PR-1 possuem capacidade de inibição de oomicetos e fungos (Niderman et al., 

1995; Rauscher et al., 1999; Kiba et al., 2007). Em sua grande maioria essas proteínas 

possuem um peptídeo sinal para secreção para o meio extracelular e contêm quatro a seis 

cisteínas. A formação das pontes dissulfeto geradas por essas cisteínas torna essas proteínas 

mais compactas e resistentes, fator importante para proteínas secretadas e que devem superar 

a ação de proteases do meio extracelular. Proteínas PR-1 foram inicialmente purificadas de 

fluidos extracelulares de plantas de tabaco e tomate infectadas por patógenos, sendo 

posteriormente classificadas como ácidas ou básicas baseadas no seu ponto isoelétrico (van 

Loon and van Strien 1999). Análises recentes indicaram que existem 22 genes PR-1 like em 

Arabidopsis. Estudos de microarranjo indicaram que apenas um gene AtPR-1 (At2g14610, 

Uknes et al. 1992) é induzido sob o ataque de patógenos, enquanto que outros genes da 

família PR-1 são expressos em plantas sadias com certa especificidade tecidual (van Loon et 

al. 2006). As famílias gênicas de PR-1 são comuns em vegetais. Tendo como exemplo 

mocotiledêoneas, existem 32 proteínas PR-1 em arroz e 23 em trigo (van Loon et al. 2006, Lu 

et al., 2011). Tal retenção de um grande número de homólogos indica fortemente que 

proteínas PR-1 teriam papel importante em vegetais. Indo além dessa afirmação, esta 

importância parece se estender para eucariotos em geral. Genes que codificam proteínas 

similares a PR-1 foram identificados em fungos (Schuren et al., 1993; Braun et al., 2000), 

insetos (Lu et al., 1993; Schreiber et al., 1997), moluscos (Milne et al., 2003), nematódeos 

(Asojo et al., 2005), e vertebrados, incluindo humanos (Serrano et al., 2004). Todas estas 

proteínas possuem um domínio comum conservado 

{CGHYTQVVW[R/K]X[S/T][V/T][R/S]XGC} abrangendo a quarta alfa hélice e a primeira 

parte da terceira folha beta. Essa é uma das características que levou à formação da 
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superfamília SCP/TAPS (‘Sperm-coating protein - Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7’) que abarca 

proteínas em todos os eucariotos.  

As proteínas SCP/TAPS de mamíferos e répteis venenosos possuem um domínio C-

terminal rico em cisteína denominado CRISP (‘Cysteine rich secreted protein’). Apesar da 

distância evolutiva entre os organismos que as possuem, as proteínas SCP/TAPS tem uma 

pequena, porém, notável região conservada.  As variações nas seqüências que existem fora da 

região conservada, podem ser responsáveis pela diferença na atividade dessas proteínas 

(Gibbs et al., 2008). Asojo et al., (2005) determinaram a estrutura da Na-ASP-2, uma proteína 

similar a PR-1 presente no nematódeo causador da ancilostomose (Necator americanus). Não 

obstante, estes autores relataram a semelhança entre a Na-ASP-2 e a PR-1 like protein de 

Ancilostoma caninum, denominada NIF (Neutrophil Inhibitory Factor), que é uma proteína 

secretada que se liga aos receptores CR3 de células de defesa do hospedeiro. Isso afeta a 

migração das mesmas e promove o bloqueio do sistema imune (Moyle et al., 1994). 

Curiosamente, Na-ASP-2 também possui similaridade estrutural às quimiocinas, havendo a 

possibilidade de essa proteína ser um ligante antagonista dos receptores que ativam o sistema 

imune do hospedeiro (Asojo et al., 2005). Portanto, em vermes parasitas, proteínas contendo o 

domínio SCP/TAPS parecem estar envolvidas em mecanismos de inibição das defesas do 

hospedeiro, garantindo o sucesso da infecção (Chalmers et al., 2008; Cantacessi et al., 2009). 

No fungo Candida albicans, linhagens knockout para o gene da família SCP/TAPS conhecido 

como RBT4, não apresentam patogenicidade a animais em testes in vivo (Braun et al., 2000), 

também indicando papel na patogenicidade.  

 

2.5 Proteínas PR-1 no cacaueiro 

 

A fim de catalogarmos proteínas PR-1 do cacaueiro, a sequência da proteína PR-1 

conhecida como P14 (GenBank P04284) foi usado como isca numa busca tBLASTn nos 

bancos de sequencias genômicas do cacau. Treze membros, com sequencia significativamente 

similar a P14, foram identificadas através das buscas no banco de dados da MARS, enquanto 

quatorze PR-1 foram identificadas no banco do CIRAD. Esses genes foram nomeados como 

TcPR-1a a TcPR-1n. Existem algumas variações quanto às sequencias preditas pelos dois 

projetos principalmente relacionadas à anotação da primeira metionina. Algumas 

características desses genes estão descritas na tabela 1. Dois destes genes, denominados como 

TcPR-1f e TcPR-1g possuem um tamanho maior que os outros, contendo uma extensão na 

direção 3´ dos genes. Tais extensões para a porção C-terminal da proteína predita, tem 
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similaridade a domínios serina-treonina quinase, presente em receptores do tipo quinase 

(Receptor Like Kinase). Análises executadas usando ferramentas de análise do UNIPROT 

(http://www.uniprot.org) indicaram a presença de uma sequência de 23 aminoácidos 

hidrofóbicos localizada entre o domínio SCP-TAPS clássico de proteínas PR-1 e um domínio 

quinase. Essa conformação é característica de receptores celulares com o domínio quinase 

voltado para o citoplasma celular e outro domínio exposto para fora da célula.  

 

 

 

Tabela 1: Anotação dos genes PR-1 em Theobroma cacao 

a – Crom. = Cromossomo 

  

2.6 Receptores do tipo kinase (RLKs) 

 

Receptores do tipo quinase (RLKs – do inglês Receptor Like Kinases) são um 

grande grupo de receptores transmembranas que percebem sinais extracelulares, que são 

transduzidas através da ativação da fosforilação e levam à respostas intracelulares 

(Walker, 1994). Em plantas, RLKs sofreram uma intensa diversificação principalmente 

nos domínios extracelulares, indicando a necessidade por variação no domínio externo 

levando ao reconhecimento de uma miríade de estímulos extracelulares (Chen et al., 

2006). Fusões entre diversos domínios extracelulares e domínios quinase levaram a 

TcPR-1 

Código 

MARS 

‘Matina 1-6’ 

Código CIRAD 

‘Criollo’ 
Crom.

a
 

proteína 

‘Matina 1-

6’ (#aa) 

Proteína 

‘Criollo’ 

(#aa) 

Gene 

‘Matina 1-

6’ (#bp) 

Gene 

‘Criollo’ 

(#bp) 

TcPR-1a CGD0027643 Tc02_g002420 2 159 159 477 477 

TcPR-1b CGD0027642 Tc02_g002390 2 156 156 468 468 

TcPR-1c CGD0027635 Tc02_g002410 2 162 162 486 486 

TcPR-1d CGD0027628 Tc02_g002430 2 164 164 492 492 

TcPR-1e CGD0027640 Tc02_g002400 2 165 161 495 495 

TcPR-1f CGD0008870 Tc02_g010380 2 619 623 1857 1869 

TcPR-1g CGD0006833 Tc10_g000980 10 582 571 1746 1713 

TcPR-1h CGD0021343 Tc01_g034430 1 173 214 519 642 

TcPR-1i CGD0021746 Tc05_g005530 5 236 236 708 708 

TcPR-1j CGD0031974 Tc09_g000720 9 185 185 555 555 

TcPR-1k CGD0013072 Tc09_g016580 9 195 195 585 585 

TcPR-1l CGD0000407 Tc01_g003940 1 177 177 531 531 

TcPR-1m CGD0027644 Tc02_g002380 2 159 159 477 477 

TcPR-1n - Tc09_g016590 9 - 167 501 501 

http://www.uniprot.org/
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inovação nas redes de sinalização por ligarem novos inputs a redes de resposta celulares 

pré-existentes. Estudos mais recentes indicaram que essas expansões coincidem com o 

estabelecimento das plantas no ambiente terrestre. A maioria das subfamílias de RLKs 

tendem a ter membros envolvidos em respostas de defesa, sugerindo que sua rápida 

expansão foi provavelmente uma conseqüência de uma adaptação a patógenos com 

rápida taxa de evolução (Lethi-Shiu et al., 2009). 

Muitos receptores do tipo quinase tem sua expressão aumentada após a 

percepção de um patógeno durante interações compatíveis, o que foi chamado por 

Lehti-Shiu e colaboradores como ‘Swarm hypothesis’ (Boller e Felix, 2009; Greeff et 

al., 2012; Monaghan E Zipfel, 2012). Alguns estudos demonstraram que a perda da 

função de RLKs aumenta a suscetibilidade a patógenos (Chen et al., 2006; Wan et al., 

2008; Zipfel et al., 2004). 

Focando nesses dois genes, TcPR1-f e TcPR1-g, uma comparação entre as 

amplificações genômicas e de cDNA revelaram que TcPR-1RKs não contêm introns 

abrangendo as suas sequências de codificação. Teixeira et al. (2013), examinaram as 

sequências proteicas TcPR-1f e TCPR-1g para características de serina-treonina 

quinases (S-TKcs) descritas por Walker (1994). A região citoplasmática de ambas as 

proteínas contém 11 subdomínios quinase típicos de S-TKcs incluindo o subdomínio I 

(o local de ligação de ATP; consenso GXGXXG) e subdomínios Vib (consenso 

DxKxxN) e VIII (consenso GTxxYxAPE), mostrando que ambas são candidatas à S-

TKcs.  

O mesmo autor ainda apresenta mais um dado complementar à TcPR1-g. Uma 

busca nos dados de RNAseq para verificar o nível de expressão desses genes durante a 

interação M. perniciosa – cacaueiro detectou quatro TcPR-1s (TcPR-1c, d, g  e l) como 

expressos durante a infecção e todos os outros genes não tiveram expressão detectada 

nesta etapa da doença. Devido à novidade e pertinência da descoberta dos genes com 

características de RLKs com domínio extracelular do tipo PR-1 (denominados de PR-

1RK), foram avaliados os dados de RNAseq de cinco réplicas biológicas de vassoura 

verde e também cinco réplicas de amostras não infectadas (controles). Na Figura 2 pode 

ser visto que TcPR-1f não teve sua expressão significativamente alterada durante a 

infecção por M. perniciosa, entretanto TcPR-1g foi mais expresso em vassoura verde do 

que em plantas não infectadas.  
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Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2013 

 

 
Figura 2: Análise da expressão gênica através de RNA seq dos genes TcPR-1f e TcPR-1g 

durante o estágio de vassoura verde. Os valores de expressão são dados em RPKM (reads per 

kilobase of exon model per million mapped reads).  
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CAPÍTULO 1: 
 

‘Cloning, expression and purification of kinase domains of cacao PR-1 

receptor-like kinase’ 
 

 

Esse artigo descreve a expressão e purificação em larga escala dos domínios 

quinases das proteínas TcPR-1f e TcPR-1g, publicado na revista Protein Expression and 

Purification.  
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Abstract  

 

The PR-1 proteins (pathogenesis-related protein 1) are involved in plant defense 

mechanisms against various pathogens. The genome of cacao (Theobroma cacao) encodes 

14 PR-1 proteins, named TcPR-1a to TcPR-1n. Two of them, TcPR-1f and TcPR-1g, have a 

C-terminal expansion with high similarity to protein kinase domains, suggesting a receptor-

like kinase (RLK) protein architecture. Moreover, TcPR-1g is highly expressed during cacao 

response to Witches’ Broom Disease, caused by the fungus Moniliopthora perniciosa. Here 

we describe a structural genomics approach to clone, express and purify the kinase domains 

of TcPR-1f and TcPR-1g. Escherichia coli BL21(DE3)-R3 cells were used for protein 

expression and co-expression of Lambda Protein Phosphatase was critical for successfully 

obtaining soluble recombinant protein. We expect that the ability to express and purify the 

kinase domains of TcPR-1f and TcPR-1g will further our understanding of the role these 

proteins play during cacao defense response. 
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Introduction 

Cacao tree (Theobroma cacao L.) is a very important crop for providing almonds that 

are processed to chocolate, a treat valued worldwide. Cacao generates a series of direct and 

indirect jobs, primarily related to the cacao harvest, processing of almonds and chocolate 

production. The attack of pathogens, especially fungi and oomycete, is a major cause of 

productive decay, menacing cacao production in countries of Africa (i.e., Ivory Coast, Ghana, 

Nigeria, Cameroon) and South America (i.e., Brazil, Colombia, Ecuador). The main cacao 

diseases in the New world are Witches' Broom Disease (WBD) and Frosty Pod Rot (FPR) 

caused by the basidiomycete fungus Moniliopthora perniciosa and Moniliophthora roreri, 

respectively [1–3] .Other pathogens such as the oomycete from the Phytophthora genera, are 

responsible for extreme losses in Africa cacao production [4]. One of the most studied gene 

families related to the plant defense mechanisms encodes proteins known as PR-1 (pathogenesis 

related protein 1) [5,6]. These proteins are part of the plant arsenal against pathogens - specially 

oomycetes [7]; and are also involved in signaling during systemic acquired resistance (SAR) 

[5]. Proteins similar to PR-1 were identified in many eukaryotes, from fungi to humans forming 

the superfamily SCP/TAPS (Sperm coating protein/Tpx-1 - Ag5 - PR-1- Sc7) [8]. In recent 

years, their mechanism of action was elucidated by demonstrating that SCP/TAPS proteins bind 

sterols and fatty acids [7,9,10]. Through data mining in the sequences of cacao genome, 14 PR-

1 proteins were identified (TcPR-1 proteins) [11,12]. Interestingly, two of these proteins, TcPR-

1f and TcPR-1g, have C-terminal expansions bearing conserved sequence motifs found in 

eukaryotic serine/threonine protein kinase domains (herein referred to as KD). Both TcPR-1f 

and TcPR-1g proteins contain a stretch of 23 hydrophobic amino acids that forms a membrane-

spanning helix between their PR-1 and kinase domains, strongly suggesting that these proteins 

are anchored in a cell membrane. Such protein architecture (i.e. PR-1 extracellular region, a 

hydrophobic stretch and a kinase domain) is characteristic of receptor-like kinases (RLKs). 

TcPR-1f and TcPR-1g are the founding members of a sub-family, named as PR-1RK (PR-1 

Receptor-like Kinases) within the larger PR-1 protein family [13] and also found in the genome 

of wheat [14]. RLKs are important as key pattern-recognition receptors (PRRs) for microbe- and 

plant-derived molecular patterns that are associated with pathogen infection [15,16]. 

Interestingly, TcPR-1g expression was increased during M. perniciosa infection suggesting its 

participation in cacao defensive arsenal [13]. In addition, Lu and colleagues [14] have 

demonstrated the expression of PR-1RKs expressed during biotic and abiotic stress in wheat. 

The importance of both PR-1 and RLK proteins in plant defense response, the novel RLK 

protein architecture (extracellular SCP/TAPS domain fused to a kinase domain), and the up-

regulation of TcPR-1g under M. perniciosa infection, motivated us to undergo the cloning, 

expression and purification of the kinase domains from both TcPR-1f and TcPR-1g. Here we 
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employed a structural genomics approach to select the best constructs and to optimize protein 

expression conditions. Our work represents the first step towards the biochemical 

characterization of both KD-containing TcPR-1 from cacao and indicates possible protocols for 

efficient cloning, expression and purification of other members of the PR-1RK sub-family. 

 

2 Materials and methods  

 

2.1 Strains and plasmids  

T1 phage-resistant Escherichia coli Mach-1 cells (Invitrogen, Carlsbard, USA) were 

used for general cloning. Bacterial host strains used for protein expression were derived from 

BL21(DE3) and Rosetta 2 (Merck Millipore, Burlington, USA) and consisted of the 

chloramphenicol-resistant strains BL21(DE3)-R3-pRARE2 and BL21(DE3)-R3-lambda-PPase. 

Both strains are phage resistant derivatives of BL21(DE3) and carry plasmid pRARE2. 

BL21(DE3)-R3-lambda-PPase also carries a plasmid for co-expression of Lambda Protein 

Phosphatase [17]. Both strains were a kind gift of SGC-Oxford. 2.2 Cloning of TcPR-1f and 

TcPR-1g kinase domains into expression vector All PCR amplifications utilized cDNAs for 

TcPR-1f (GenBank accession no. MG272466) and TcPR-1g (GenBank accession no. 

MG272467) cloned into plasmid vector pCAMBIA as templates. Both genes were isolated by 

PCR from T. cacao plants (cv. Cacao comum). Multiple fragments encompassing the KDs of 

TcPR-1f and TcPR-1g were amplified by PCR and cloned into expression vector pNIC28-Bsa4 

(GenBank accession no. EF198106), using ligation independent cloning (LIC) [18,19], 

following the procedures previously described by Gileadi and colleagues [17] and Strain-

Damerell and colleagues [20]. Oligonucleotide sequences can be found on Table S1. Detailed 

information about the constructs, such as primer sequences, PCR fragment lengths and protein 

molecular weights, is available on Table S2. PCR products were analyzed by electrophoresis on 

a 1.5% agarose gel and purified using the PureLink PCR Purification kit (Invitrogen). All 

inserts were amplified with primers that included the LIC sequence specific to the target vector. 

The pNIC28-Bsa4 vector is derived from the pET28a vector (Merck), with Lac-regulated T7 

promoter and kanamycin resistance. Proteins cloned in this vector are fused to an amino-

terminal tag of 22 residues (MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQ�SM), including a 

hexahistidine (His6) and a TEV-protease cleavage site (marked with *). LIC sites are separated 

by a “stuffer” fragment that contains the B. subtilis sacB gene, which allows negative selection 

on agar plates containing 5% sucrose [19]. PCR fragments were annealed to the linearized 

vector through complementary single stranded regions generated by the T4 DNA polymerase 

3’-exonuclease activity. Vector cloning sites were generated by cleavage at two sites by the 

restriction enzyme BsaI, followed by T4 DNA polymerase treatment in the presence of dGTP. 

The inserts were treated in the presence of dCTP. Clones were screened by colony PCR and 
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verified by DNA sequencing, using primers specific to the vector: pLIC-F (5’-

TGTGAGCGGATAACAATTCC-3’) and pLIC-R (5’- AGCAGCCAACTCAGCTTCC-3’). All 

DNA sequencing was performed at the Laboratório Central de Tecnologias de Alto 

Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) at UNICAMP.  

 

Table S1. Oligonucleotide sequences for generating constructs 

Oligonucelotide 

name  
Sequence 5´ - 3´ 

F1 5'- TACTTCCAATCCATGAAGGACAACAAATTAGATGATCACATAAATGATGTCTTC-3' 

F2 5'-TACTTCCAATCCATGGGACCTAAGAAATTTTCCCTCGTAGAATTAGTTAAAG-3' 

F3 5'-TACTTCCAATCCATGAGGAAGTTTTCATTGAATGAACTGGC-3' 

F4 5'-TACTTCCAATCCATGTCAAGACGGAAAAGGAAGAGAGAAAACG-3' 

F5 5'-TACTTCCAATCCATGAAGAGAGAAAACGAATTTGATGATACTGTTTTCG-3' 

F6 5'-TACTTCCAATCCATGACTGTTTTCGATATGTTCTTTGGCGATG-3' 

F7 5'-TACTTCCAATCCATGGGAAATGGAATGGGACCAAGGAAG-3' 

R1 5'-TATCCACCTTTACTGATTAAGGACCTGAATTGCCTGCCTTATCG-3' 

R2 5'-TATCCACCTTTACTGAGCCTCAAAATTAAGGACCTGAATTGCCTG-3' 

R3 5'-TATCCACCTTTACTGACCTGGAAGATTTGGCAATGAAGCC-3' 

R4 5'-TATCCACCTTTACTGTTAACGCGGGACTGTTATAGTCAAAGTAG-3' 

R5 5'-TATCCACCTTTACTGCTCGAAATTAAGAACTTGAATGACTTGCCTTATTG-3' 

R6 5'-TATCCACCTTTACTGCTAACGTGGGATCGTGATAGTAATATTAGATATAAGTGG-3' 

R7 5'-TATCCACCTTTACTGTACATCATTATAATTGGGAATAGGCATGCTACC-3' 

R8 5'-TATCCACCTTTACTGGCTACCTGGAAGATTTGGCAATGG-3' 
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Table S2. Detailed information for TcPR-1 KD constructs 

Construct ID 

Primers 

Amplicon (bp) 

Molecular Weight 

(kDa) Expression 

Levels 
Forward 

a
 Reverse 

a
 No TAG 

With 

TAG 

TcPR-1f-cb001 F1 (270) R1 (578) 927 35.0 37.6 * 

TcPR-1f-cb002 F1 (270) R2 (581) 936 35.2 37.9 N/A 

TcPR-1f-cb003 F1 (270) R3 (588) 957 35.9 38.6 N/A 

TcPR-1f-cb004 F1 (270) R4 (619) 1053 39.2 41.9 N/A 

TcPR-1f-cb005 F2 (292) R1 (578) 861 32.5 35.1 N/A 

TcPR-1f-cb006 F2 (292) R2 (581) 870 32.8 35.5 N/A 

TcPR-1f-cb007 F2 (292) R3 (588) 891 33.5 36.2 *** 

TcPR-1f-cb008 F2 (292) R4 (619) 987 36.8 39.4 * 

TcPR-1g-cb009 F3 (255) R5 (542) 864 32.7 35.4 N/A 

TcPR-1g-cb010 F3 (255) R6 (582) 987 36.7 39.4 ** 

TcPR-1g-cb011 F3 (255) R7 (560) 918 34.6 37.3 *** 

TcPR-1g-cb012 F3 (255) R8 (551) 891 33.6 36.2 N/A 

TcPR-1g-cb013 F4 (225) R5 (542) 954 36.3 39.0 - 

TcPR-1g-cb014 F4 (225) R6 (582) 1077 40.3 43.0 * 

TcPR-1g-cb015 F4 (225) R7 (560) 1008 38.2 40.9 ** 

TcPR-1g-cb016 F4 (225) R8 (551) 981 37.1 39.8 * 

TcPR-1g-cb017 F5 (230) R5 (542) 939 35.6 38.3 N/A 

TcPR-1g-cb018 F5 (230) R6 (582) 1062 39.6 42.3 * 

TcPR-1g-cb019 F5 (230) R7 (560) 993 37.5 40.2 - 

TcPR-1g-cb020 F5 (230) R8 (551) 966 36.4 39.1 N/A 

TcPR-1g-cb021 F6 (238) R5 (542) 915 34.6 37.2 - 

TcPR-1g-cb022 F6 (238) R6 (582) 1038 38.6 41.3 - 

TcPR-1g-cb023 F6 (238) R7 (560) 969 36.4 39.1 N/A 

TcPR-1g-cb024 F6 (238) R8 (551) 942 35.4 38.1 - 

TcPR-1g-cb025 F7 (249) R5 (542) 882 33.2 35.9 - 

TcPR-1g-cb026 F7 (249) R6 (582) 1005 37.2 39.9 * 

TcPR-1g-cb027 F7 (249) R7 (560) 936 35.1 37.8 N/A 

TcPR-1g-cb028 F7 (249) R8 (551) 909 34.1 36.8 - 

a numbers in parentheses indicate first and last amino acid within the TcPR-1 KD.  

b N/A - not applicable; asterisks indicate TcPR-1 KD expression levels, a dash indicates 

expression of TcPR-1 KD was not detected. Shaded lines indicate failed cloning events as 

determined by colony-PCR. 
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2.3 Test expression  

Vectors pNIC28-Bsa4 carrying TcPR-1 KD constructs were transformed into E. coli 

BL21(DE3)-R3-pRARE2 and BL21(DE3)-R3-lambda-PPase cells to generate expression 

clones. Small-scale test expressions followed the 1-ml expression system described previously 

[21,22]. Briefly, overnight cultures of expression clones were prepared in 1 ml of Lysogeny 

broth (LB) medium containing antibiotics (50 µg/ml kanamycin and 34 µg/ml chloramphenicol) 

in a 96- well deep well block (Sarstedt), and cultures were grown overnight in a microplate 

shaker (Titramax 101, Heidolph) at 37 °C, shaking at 700 rpm. Overnight cultures (20 µl) were 

inoculated into 1 ml of Terrific broth (TB) medium containing only kanamycin (50 µg/ml) and 

incubated at 37 °C, shaking at 900 rpm, until an optical density at 600 nm (OD600) of 2-3. 

Then, expression was induced by adding 0.1 mM IPTG and cultures were incubated overnight at 

18 °C, shaking at 700 rpm. Cells were harvested by centrifugation (3,500x g for 20 min) and 

suspended in 200 µl of lysis buffer [50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) pH 7.5, 0.5 M NaCl, 10% glycerol, 10 mM imidazole, 0.5 mM tris-(2-carboxyethyl) 

phosphine hydrochloride (TCEP)], containing 0.1% dodecyl maltoside (DDM), protease 

inhibitor cocktail EDTA-free (cat. Number 539134 - Merck Millipore; 1:200), 0.5 mg/ml 

lysozyme and 50 units/ml benzonase. After freezing the cell suspensions at -80 °C for 20 min, 

the block was placed in a water bath for approximately 15 min at room temperature, allowing 

slight thawing. Samples were mixed and an aliquot (5-10 µl) of the total lysate fraction was 

removed from each well for future analysis. The lysate was clarified by centrifugation (3,500x g 

for 10 min) and the supernatant collected in a fresh 96-well deep well block and incubated with 

25 µl of preequilibrated Ni-sepharose resin (GE Healthcare Life Sciences) in lysis buffer in a 

microplate shaker (Titramax 101, Heidolph) at 18 °C for 1 hour at 300-400 rpm. The contents of 

each well were transferred to a 96-well filter plate (Thomson), the resin was washed with 200 µl 

of wash buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 0.5 M NaCl, 10% glycerol, 30 mM imidazole, 0.5 mM 

TCEP) and centrifuged at 300x g for 1 min. The wash procedure was repeated three more times. 

Finally, 40 µl of elution buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 0.5 M NaCl, 10% glycerol, 300 mM 

imidazole, 0.5 mM TCEP) were added to each well and proteins were eluted from the resin by 

centrifugation at 300x g for 3 min. To evaluate the recombinant protein expression, total lysate 

and eluted fractions were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). Stain and destain of gels were performed according to standard 

procedures [23]. 

 

2.4 Large-scale protein expression and purification  

Overnight starter cultures were grown in LB medium containing kanamycin (50 µg/ml) 

and chloramphenicol (34 µg/ml) in an incubator shaker at 37°C, 140 rpm. 50 ml of the starter 

culture was used to inoculate 1.5 liters of TB medium supplemented with kanamycin (35 µg/ml) 
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in a 5- liter plastic bottle. Cells were cultivated at 140 rpm, and 37°C until an OD600 ~1.8. The 

culture was then transferred to an incubator shaker at 18 °C and kept under 140 rpm. After a 30 

min cool-down period, IPTG was added to a final concentration of 0.2 mM. Cells were further 

cultivated for 16 h at 18°C and 140 rpm. Cells were collected by centrifugation (15 min, 4,000 

rpm at 4°C). The pellet was suspended in 2x lysis buffer (1 ml per gram of cells) (1x lysis buffer 

is 50 mM HEPES pH 7.5, 0.5 M NaCl, 5.0 % (v/v) glycerol, 10 mM imidazole and 1 mM 

TCEP) supplemented with protease inhibitor cocktail EDTA-free (Merck Millipore; 1:200). 

Cells were stored at -80°C until use. Cells were lysed by sonication (Sonics Vibra Cell VCX750 

ultrasonic cell disrupter) on ice for 5 min (5 seconds on, 10 seconds off - amplitude = 35%). 

Polyethyleneimine (PEI - 1 ml of a 5% (w/v) per 40 ml lysate) was added to the cell lysate prior 

to clarification by centrifugation (60 min, 15,000 rpm, 4°C). Recombinant proteins were 

enriched from the clarified lysate by gravity-flow metal ion affinity chromatography (IMAC). 

Chelating Sepharose Fast Flow resin (cat. Number 17057502 - GE Heathcare) was loaded with 

Ni2+ according to the manufacturer´s instructions. A total of 3 ml of Ni2+-loaded resin was 

packed into Econo-Pac columns (cat. Number 7321010 – Bio-Rad) and equilibrated with 3 

column volumes (CV) of elution buffer (binding buffer supplemented with 300 mM imidazole - 

binding buffer is 50 mM HEPES, pH 7.5, 0.5 M KOAc, 10% glycerol, 50 mM arginine and 

glutamate, 10 mM imidazole, 1 mM TCEP) and 5 CV of binding buffer. Fractions for the flow-

through, 10 mM imidazole wash (in binding buffer, 10 CV), 30 mM imidazole wash (in binding 

buffer, 5 CV) and 300 mM imidazole elution (in binding buffer, 3 CV) were collected and 

analyzed by 12% SDSPAGE. Selected IMAC fractions were pooled together and dialyzed (MW 

cut off 10 kDa) against excess gel filtration buffer (GF buffer is 10 mM HEPES, 0.5 M KOAc, 

10% glycerol, 50 mM ArgGlu, 1 mM TCEP). TEV protease (in a mass ratio of 1:10) was added 

directly to the dialysis bag. TEV protease treatment was performed overnight at 4 
o
C. 

Recombinant proteins lacking the 6His tag were further purified via reverse IMAC using 0.8 ml 

Ni2+-loaded Chelating Sepharose Fast Flow resin packed into poly-prep® chromatography 

columns (cat. Number 7311550 – BioRad) and prepared as above. Fractions for the flow-

through, 10 mM imidazole wash (in GF buffer, 10 CV), 30 mM imidazole wash (in GF buffer, 5 

CV) and 300 mM imidazole elution (in GF buffer, 3 CV) were collected and analyzed by 12% 

SDS-PAGE. Reverse IMAC fractions containing the protein of interest were pooled together 

and concentrated to a final volume of 5.0 ml. Samples were clarified by centrifugation (10 min 

at 15,000 rpm and 4 oC) and injected onto a pre-equilibrated Hiload 16/600 Superdex 200 pg (in 

GF buffer) connected to an AKTApure system (GE Healthcare) set at 0.8 ml/min. Protein 

samples were concentrated by centrifugation using spin columns (MW cut off of 10 kDa) (cat 

number UFC501096– Merck Millipore). Protein concentration was estimated by UV using 

calculated extinction coefficients (42,400 mol/l-1.cm-1). Protein samples were flash-frozen in a 

liquid nitrogen bath and stored at -80 oC until use. 
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3. Results and discussion  

 

3.1 Cloning of TcPR-1f and TcPR-1g kinase domains into expression vector 

 

Designing constructs with appropriate domain boundaries is critical for the soluble expression 

of recombinant proteins in a heterologous system [24]. To design constructs for the kinase 

domains of TcPR-1f and TcPR-1g, we first identified the best match for these proteins in the 

Protein Databank (PDB) using BLAST [25]. This search identified BAK1; the 

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 from Arabidopsis thaliana 

(AtBAK1; PDB entry id: 3TL8) [26] as the closest homolog to cacao PR-1 kinase domains in 

the PDB. The multiple sequence alignment of TcPR-1f, TcPR-1g and AtBAK1 KDs was used 

to guide domain boundaries for a total of 28 different constructs for the two cacao PR-1 KDs 

(Figure 1). The sequence of the oligonucleotide primers utilized to generate the different 

constructs can be found in Table S1. 
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Figure 1. Schematic representation of KD-containing TcPR-1 proteins and multiple sequence 

alignment with AtBAK1 KD. A: TcPR-1f and TcPR-1g are modular proteins containing a 

signal peptide (SP), a SCP/TAPS-like extracellular domain (SCP), a transmembrane region 

(TM) and a kinase domain – represented by boxes. B: Multiple sequence alignment of the KD 

from AtBAK1, TCPR-1f and TcPR-1g. Top line shows the secondary structure observed for 

AtBAK1 structure (PDB ID: 3TL8); grey bars at the N- and C-terminus indicate residues not 

observed in the deposited structure. A star indicates the catalytic lysine. Black/white bars under 

specific residues indicate starting amino acids, whereas black circles indicate last amino acids 

from TcPR-1 KD for designed constructs. Black ovals are placed every ten residues. 

 

Amplicons for all designed truncations were obtained by PCR (Figure 2A) and 

introduced into a pET28-based expression vector via ligation-independent cloning (LIC). 

Seventeen out of 28 constructs were successfully cloned into expression vector pNIC28-Bsa4; 3 

out of 8 for TcPR-1f and 14 out of 20 for TcPR-1g (Figure 2B). At this point, we cannot offer a 

satisfactory explanation for repeatedly failing to obtain all designed constructs. As it will be 

discussed below, heterologous expression of TcPR-1 KDs might be detrimental to E. coli cells. 

Nevertheless, the bacterial strain used here for cloning of cacao PR1 kinase domains, Mach-1, 

lacks the RNA polymerase required for transcribing genes under control of the T7 promoter 

system in pNIC28-Bsa4. Thus, we do not expect Mach-1 to produce recombinant proteins under 
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T7 promoter control. This fact notwithstanding, there is plenty of anecdotal evidence that leaky 

expression of toxic genes leads to cloning failure or genetic instabilities due to strong negative 

selection.  

 

 

 

Figure 2. Cloning of cacao TcPR-1f and TcPR-1g kinase domains into expression vector 

pNIC28-Bsa4. A: Agarose gel analysis of the 28 kinase domain truncations amplified by PCR 

from TcPR-1f (top left) and TcPR-1g (top right) cDNA. Lanes 1-8: PCR products for constructs 

TcPR-1f-cb001 to TcPR-1f-cb008. Lanes 9-28: Amplified fragments for constructs TcPR-

1gcb009 to TcPR-1g-cb028. Samples were run on the same gel but were non-contiguous (white 

lines). Note that lanes 11-28 are interleaved. B: Agarose gel showing amplicons from positive 

clones by colony PCR screen. Samples are numbered according to their construct ID in panel A. 

Amplicons from colony PCR are larger (by ~300 bp) due to the use of vector-annealing primers. 

In panels A and B -M: molecular weight marker (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen). 

 

3.2 Test expression  

To find the best constructs and the optimal expression conditions for TcPR-1f and 

TcPR1g protein production, all positive clones were evaluated by small-scale test expression (1 

ml cultures) followed by IMAC purification from clarified cell lysates. Recombinant protein 

expression was performed in two different bacterial strains. The first, BL21(DE3)-R3-pRARE2 

failed to produce appreciable amounts of soluble proteins for all kinase domain constructs (data 

not shown). The growth of BL21(DE3)-R3-pRARE2 transformed with pNIC28-Bsa4 containing 

TcPR-1 KD constructs was severely impaired, especially after the addition of the inducing agent 

(IPTG) to the media (data not shown). 

The other E. coli strain utilized in this work, BL21(DE3)-R3-lambda-PPase, expresses 

the Lambda Protein Phosphatase Protein. Cell growth for this strain was less impacted by the 
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presence/expression of TcPR-1 KD. Our test expression results indicated that some of the 

TcPR-1-1f and TcPR-1-1g KD truncations could be produced in a soluble form in these cells 

(Figure 3). We assigned expression levels to individual constructs by comparing the amount of 

soluble protein eluted from Ni-NTA resins (asterisks in Figure 3). For the TcPR-1f KD, 

comparatively high expression levels of soluble protein were observed for constructs cb007 and 

low levels were produced by constructs cb001 and cb008. For the TcPR-1g KD, high levels of 

soluble protein were observed for construct cb0011, relatively medium expression for constructs 

cb010 and cb015, whereas constructs cb014, cb016, cb018 and cb026 were assigned low 

expression levels. No soluble protein was detected for the remaining TcPR-1g constructs 

(cb013, cb019, cb021-22, cb024-25 and cb028). In addition, presence of double bands following 

IMAC might be an indication that partial proteolysis is occurring for some constructs (cb001, 

cb015 and cb026, for example). It is worth noting that regardless of the assigned expression 

levels, the vast majority of recombinant protein is found in the total lysate fraction. 

 

 

Figure 3. SDS-PAGE analysis of total lysate (TL) and eluted (E) fractions obtained from small 

scale test expression in BL21(DE3)-R3-lambda-PPase strain for TcPR-1f and TcPR-1g kinase 

domains. M: molecular weight marker (Precision Plus Protein Unstained Protein Standards, 

BioRad, cat no. 161-0363). Samples are numbered according to their construct IDs. Lanes 1-11 

were run on the same gel but were noncontiguous (white line). The number of asterisks below 

the lanes indicates the relative levels of soluble protein eluted from Ni-NTA (*** high, ** 

medium and * low). 

 

Taken together, our results from cloning and small-scale test expression identified the 

best combination of TcPR-1 kinase domain truncation and bacterial strain for the production of 

these enzymes in a soluble form. Interestingly, the use of a bacterial strain expressing Lambda 

Protein Phosphatase was critical for the successful purification of soluble TcPR-1 KDs. 

Autophosphorylation is an important step in protein kinase activation of both mammals and 
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plant enzymes. It is not unusual for recombinant human kinases to undergo autophosphorylation 

in the bacterial host cell. Co-expression of Lambda Protein Phosphatase Protein improved the 

solubility of recombinant TcPR-1 KDs. This beneficial effect might be due to the removal of 

phosphate groups from sites that interfere with the folding of the recombinant proteins [27]. 

Likewise, co-expression of Lambda Protein Phosphatase might remove phosphate groups from 

host cell proteins that were spuriously targeted by TcPR-1 KDs, thus lessening the apparent 

toxicity of TcPR-1 genes to bacterial cells. 

 

3.3 Large-scale protein expression and purification  

To confirm the results from the small-scale test expression assays, we scaled up 

production of three selected TcPR-1 KDs: TcPR-1f-cb007, TcPR-1g-cb011 and TcPR-1g-

cb016. Large-scale protein production was performed in BL21(DE3)-R3-lambda-PPase 

cultivated in 1.5 liters of TB media. As in the small-scale experiments, IMAC was used as the 

first step during the purification of TcPR-1 KD from larger culture volumes. SDS-PAGE 

analysis of the IMAC step confirmed most of the recombinant protein was found in the 

insoluble fraction. Nevertheless, IMAC successfully enriched TcPR-1 KDs from clarified cell 

lysates (Figure 4A, 4E, 4I). Recombinant TcPR-1 KDs obtained from the first IMAC step were 

treated overnight at 4 oC with TEV protease (in a molar ratio of 30:1; TcPR-1 KD to TEV). 

This treatment efficiently removed the 6xHis tag from the N-terminus of all three TcPR-1 KDs 

(Figure 4B, 4F, 4J). Cleavage of the N-terminal tag from TcPR-1g-cb011 was somewhat less 

efficient than that for TcPR-1g-cb016 and TcPR-1f-cb007 (compare lanes R2 in Figure 4B, 4F, 

4J). To remove proteins that bound unspecifically during the first IMAC step, TEV-treated 

samples were submitted to a second Ni2+ affinity chromatography step. In this step, most of 

TcPR-1 KDs were found in the flow-through fraction (R3 lanes in Figure 4B, 4F, 4J), whereas 

most contaminants - including 6xHis tag-containing TcPR-1 KD and TEV protease; were eluted 

from the resin with buffer containing 300 mM imidazole (R5 lanes in Figure 4B, 4F, 4J - total 

protein concentration for these lanes are at least 5x that of those applied in lanes R3). A 

substantial amount of TcPR1f-cb007 and TcPR-1g-cb016 was found in the 30 mM wash 

fraction (R4 lanes in Figure 4B, 4F, 4J) and these were pooled together with their respective 

flow-through fractions for the final purification step - size exclusion chromatography. 

Chromatograms for the gel filtration step indicated the presence of a large symmetrical peak 

around an elution volume of 100 ml (Figure 4C, 4G, 4K). SDS-PAGE analyses of the gel 

filtration fractions assigned this peak to the elution of TcPR-1 KDs (Figure 4D, 4H, 4L). It is 

not uncommon for protein kinases to associate as dimers. Nevertheless, comparison of the 

obtained chromatograms with a standard curve suggested that all three TcPR-1-KDs are 

monomers in solution (data not shown). The identity of the purified proteins was further 

confirmed via mass spectrometry (Supplementary Figure S1).  
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Figure 4. Large-scale purification of TcPR-1f-cb007 (top panels), TcPR-1g-cb011 (middle 

panels) and TcPR-1g-cb016 (bottom panels). A, E, I: SDS-PAGE analysis of IMAC fractions: 

total lysate (1), soluble fraction (2), Ni-NTA flow-through (3), Ni-NTA wash in 10 mM 

imidazole (4), Ni-NTA wash in 30 mM imidazole (5) and Ni-NTA eluate with 300 mM 

imidazole (6). B, F, J: SDS-PAGE analysis of Ni-NTA eluted fractions before TEV protease 

treatment (R1) and after TEV protease treatment (R2). Fraction R2 was further purified in a 

second IMAC step using Ni2+ -charged Ni-NTA resin - Ni-NTA flow-through (R3), Ni-NTA 

wash in 30 mM imidazole (R4) and Ni-NTA eluate in 300 mM imidazole (R5). C, G, K: Gel 

filtration (GF) chromatograms of TEV-treated TcPR-1 KDs from the second IMAC step. D, H, 

L: SDS-PAGE analysis of gel filtration samples indicated in panels C, G K. Precision Plus 

Protein Unstained Protein Standards (Bio-Rad, cat no. 161-0363) was used as molecular weight 

marker. 
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Supplementary Figure S1. Mass spectrometry analysis for TcPR-1 KD purified from large-sale 

cultures. Purified proteins were analyzed by LC-ESI-MS in a XEVO G2 Sx Q-ToF (Waters). 

Deconvoluted mass/charge spectra are shown for A: TcPR-1f-cb007; B: TcPR-1g-cb011 and C: 

TcPR-1g-cb016. Expected and observed mass values are indicated. 

 

Final yields of purified TcPR-1-KD from 1.5 liters of culture media were 24.6, 13.2 and 

15.5 mg for TcPR-1f-cb007, TcPR-1g-cb011 and TcPR-1g-cb016, respectively. These yields 

are on par with our previous experience producing human [28] and plant [29] protein kinases 

using a similar E. coli heterologous system. Recombinant protein yields depend on the identity 

of the recombinant protein, as well as on the expression/purification conditions utilized. The use 

of different constructs, plasmids, promoter system, host strain, cell lysis and purification 

protocols have all been shown to be effective ways to increase the yields of poorly expressed 

proteins [30]. However, further efforts in optimizing production of TcPR-1 KD should take into 

account the apparent toxicity of the proteins to the bacterial cells. Despite the comparatively low 

yields obtained here, the present work paves the way for the further biochemical and structural 

characterization of TcPR-1 KDs. 

 

Conclusions  

In conclusion, here we identified DNA constructs and expression conditions for the 

soluble production and purification of two novel receptor-like kinases of cacao, TcPR-1f and 

TcPR-1g, in an heterologous E. coli system. The use of high-throughput cloning and test 

expression strategies, allied to the co-expression of Lambda Protein Phosphatase in the host 

bacterial cell were critical for the production of the recombinant proteins in soluble form. 

Further biochemical and functional analyses will focus on the activity of TcPR-1 KDs and on 

the roles these proteins play during cacao defense responses against pathogens.  
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                                           CAPÍTULO 2: 
                                             ENSAIOS DE FOSFORILAÇÃO 

 

Nesse capítulo abordamos os experimentos de fosforilação efetuados para comprovar a 

função fosforilativa das proteínas em estudo.  

1 INTRODUÇÃO 
 

A espectrometria de massas (MS, mass spectrometry) é uma técnica analítica na 

qual moléculas em uma amostra são convertidas em íons em fase gasosa, sendo estes 

subsequentemente separados no espectrômetro de massas de acordo com sua razão 

massa (m) sobre a carga (z), m/z.  

O espectro de massa é um gráfico que mostra a intensidade relativa de cada íon 

que aparece como picos com m/z definidos. O equipamento faz uma medida da razão 

massa sobre a carga (m/z) e não da massa em si. Se por exemplo, uma biomolécula é 

ionizada pela adição de um ou mais prótons (íons H+) o instrumento mede o m/z após a 

adição de 1 Da (Dalton) para cada próton adicionado. Moléculas também podem ser 

ionizadas perdendo um próton adquirindo carga negativa. Nesta situação o 

espectrômetro passa a detectar íons de carga negativa. 

Com o desenvolvimento de duas técnicas de ionização, o electrospray (ESI, 

electrospray ionization) e ionização/dessorção a laser assistida por matriz 

(MALDI,matrix-assisted laser desorption/ionization), tornou possível a determinação 

precisa de massas de compostos de alto peso molecular bem como de moléculas de 

baixo peso molecular e revolucionou a aplicabilidade da espectrometria de massas para 

quase todas as moléculas biológicas. As aplicações da técnica incluem a área da 

Proteômica bem como a de descoberta de drogas (Drug Discovery). Este último inclui 

química combinatorial onde um vasto número de compostos similares (bibliotecas 

combinatoriais) são produzidos e analisados para encontrar o composto mais efetivo 

dentre os vários do mesmo grupo de compostos orgânicos. 

A ionização por electrospray (ESI) envolve a produção de íons através da 

formação de um spray da solução contendo o analito em um campo elétrico. É uma 

técnica de ionização considerada branda que possibilita a análise de biomoléculas 

grandes na sua forma intacta, como proteínas e DNA. O eletrospray cria gotículas 

carregadas através de um processo de nebulização. O solvente (em geral uma mistura de 

água e solvente orgânico 50:50) é removido a medida que as gotículas entram no 

espectrômetro de massas. O processo de ionização no ESI ocorre devido à aplicação de 
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um forte campo elétrico que age sobre a superfície da gotícula. À medida que o solvente 

evapora na região de alto vácuo, o tamanho da gotícula diminui gradativamente até que 

sobre somente os íons livres do solvente. Moléculas pequenas em geral produzem íons 

monocarregados (com uma carga). Porém moléculas grandes como as proteínas 

adquirem múltiplas cargas no processo de ionização. Essa característica possibilita que 

moléculas grandes possam ser analisadas pelos espetrômetros de massas que em geral 

trabalham na faixa de massa máxima de 2000 a 3000 Da. 

Nesse capítulo abordamos os experimentos de fosforilação efetuados para 

comprovar a função fosforilativa das proteínas em estudo. Para tal usamos a técnica de 

espectrometria de massas de massa intacta a fim de verificamos os sítios de fosforilação 

das proteínas, indicando atividade autofosforilativa. 

 

 2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Digestão de proteínas 

 

Iniciando o processo de mudança do tampão para o passo de digestão com 

tripsina seguinte, 120 µl de proteína de amostra 1 µg/µl foram colocados em filtros 

centrífugos Amicon Ultra 0.5ml * (Ultracel 3K, ref. UFC500396), depois 280 µL de 

NH4HCO3 a 50 mM foram adicionados e centrifugados em 14000 g a 10 ° C até atingir 

120ul. Este passo foi repetido mais duas vezes. Foram recolhidos 50 µl da amostra de 

proteína e misturados com 10 µl de NH4HCO3 a 50 mM num tubo de microcentruga 

tampado. Foram adicionados 25 µl de soluo a 0,2% de RapiGest SF (Waters PART 

N186001861, 5 x 1 mg) e vortexados. O tubo foi colocado em um aquecedor de bloco a 

80°C durante 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 2,5 µL de ditiotreitol a uma 

concentração de 100 mM (15,4 µg/µL de DTT solubilizado em bicarbonato de amônio a 

50 mM). O tubo foi colocado num aquecedor de bloco a 60°C durante 30 minutos. Dois 

e meio (2,5) µL de iodoacetamida 300 mM (55,5 μg/μL de AAS solubilizado em 50 

mM de bicarbonato de amônio) foram adicionados e mantidos protegidos da luz durante 

30 minutos. Adicionou-se 10 µl de uma solução de Tripsina Promega em NH4HCO3 50 

mM à mistura (400 µl de NH4HCO3 50 mM a um frasco de 20 µg de Promega Tripsina, 

N.º da PARTE V511A, liofilizado). A digestão foi feita a 37°C em aquecedor de bloco 

durante a noite. Esta é uma razão de 1:100 em peso em uma razão de enzima:proteína. 
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Após a digestão, para hidrolisar o RapiGest, adicionaram-se 10 µL de 5% de TFA 

(Pierce, PART No. 53102) e agitou-se em vórtice. As amostras incubadas a 37°C 

durante 90 minutos foram então centrifugadas a 14.000 g, a 6°C durante 30 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para um Eppendorf de 0,6 ml Axygen (Axygen REF N ° 

MCT-060-L-C) para posterior análise LC-MSMS. 

2.2 Análise MS (Mass Spectrometry) de massa intacta 

 

A proteína purificada a uma concentração de 1 mg/ml foi diluída 40 vezes com ácido 

fórmico a 0,1% (FA) em água milliQ antes de ser submetida à análise de MS. 0,5 ul da 

proteína diluída foi analisado por HPLC-ESI-MS (cromatografia líquida de alta eficiência/ 

ionização por eletropulverização in tandem- espectrometria de massa) de fase reversa usando 

um sistema de HPLC de classe H Acquity (Waters Corp. Milford, MA, EUA) que está 

diretamente conectado ao XEVO G2 Sx Q-ToF (Waters) para determinar a massa intacta das 

proteínas de interesse e a presença de fosforilação. O HPLC é equipado com uma coluna C4 

(Coluna ACQUITY UPLC Protein BEH C4, 300Å, 1,7 µm, 2.1 mm X 100 mm, Waters) para 

separação da proteína, mantida a 45ºC.  O solvente da fase móvel A foi de 0,1% de FA em 

água, e o solvente B foi 0,1% de FA em 100% de Acetonitrilo (ACN). As amostras foram 

carregadas a um coeficiente de vazão de 0,5 ul/min e eluídas da coluna C4 a um coeficiente 

de vazão de 400 ul/min com um passo de gradiente linear de 10 a 90% do dissolvente B, 

durante 4 min. A coluna foi regenerada por lavagem a 90% do solvente B durante 1,5 min e 

reequilibrada a 10% do solvente B durante 3,5 min. A análise de massa exata foi realizada em 

electrospray de íons positivos no modo de resolução. 

 

3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
 

A análise de massa intacta mostrou fosforilações após uma hora de incubação das 

proteínas TcPR-1g-cb011 e TcPR-1F-cb007 com ATP. TcPR-1g-cb011 mostrou um 

deslocamento de 80 Da, valor e unidade correspondentes à uma fosforilação. Como mostrado 

na figura 3 abaixo, 100% da proteína é auto-fosforilada após uma hora de incubação. O sítio 

de fósforo está localizado na treonina 175 da proteína.  
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Figura 3: Análise gráfica de Massa Intacta da proteína TcPR-1g cb011 mostrando um 

deslocamento de massa de 80 Da (massa de uma fosforilação) após um período de uma 

hora de incubação com ATP.  

 

 

Por sua vez, a proteína TcPR-1F-cb007 apresentou dois estados de fosforilação no 

mesmo período de incubação: a taxa de autofosforilação pareceu não atingir 100%, pois ainda 

podemos observar proteína sem fosforilação (1-2%); o estado mono-fosforilado atinge 60% e 

o estado di-fosforilado cerca de 35% (Figura 4) . As duas fosforilações estão na posição 

Serina 174 e Treonina 176/177. O segundo sítio de fósforo mostrou problemas para ser 

precisamente localizados. De fato, devido ao tipo de fragmentação usado no MS/MS, nesse 

caso,  fragmentação CID, não foi possível usar a informação de espectro gerada para localizar 

em qual treonina ocorreu a fosforilação.  

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análise gráfica de Massa Intacta da proteína TcPR-1f cb007 mostrando um 

primeiro deslocamento de massa de 80 Da (massa de uma fosforilação) após uma hora 

de incubação, e outro deslocamento de massa de 80 Da após um período de uma hora de 

incubação com ATP. 

 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Até o presente momento, nossos esforços identificaram condições de clonagem e 

expressão para a produção e purificação de duas novas quinases receptoras no cacau - TcPR-

1f e TcPR-1g – o que nos permitiu realizar ensaios funcionais comprovando a função auto-

fosforilativa dessas proteínas. Esse papel das quinases tem potencial para “ativar” ou 

“desativar” moléculas-alvo importantes à maquinaria do fungo, podendo reduzir ou paralisar 

o efeito da doença na planta, por isso, é fundamental entender sua estrutura. 

Dentro do nosso estudo, a descoberta de uma das funções que essas proteínas 

desempenham é de extrema relevância, mas futuros estudos in vivo endossarão a importância 
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da atividade das TcPR-1 quinases e os papéis que essas proteínas desempenham nas respostas 

de defesa do cacau contra patógenos.  
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