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RESUMO

J4

A caatinga ¢ um bioma brasileiro que abriga plantas nativas com potencial
biotecnoldgico pouco explorado, incluindo a manicoba (Manihot pseudoglaziovii
Pax & K. Hoffm.), sendo esta frequentemente utilizada como forrageira. As
proteinas semelhantes a taumatina (TLPs) sdo proteinas expressas por plantas em
casos de estresse bidtico que vém sendo alvo de interesse biotecnoldgico por suas
fungdes antimicrobianas. Este trabalho tem o objetivo de prospectar e caracterizar
TLPs a partir de dados de sequenciamento da manigoba. Para identificar as
sequéncias de potenciais TLPs, foi construida uma base de dados contendo
sequéncias de TLPs a partir da base de dados do UNIPROT. Em seguida, o tblastn
foi utilizado para obter as sequéncias codificantes de proteinas similares as da base
de dados construida. As fases de leitura aberta foram obtidas a partir da ferramenta
getorf. As potenciais TLPs foram caracterizadas por meio de diferentes ferramentas
de bioinformatica para a identificagdo de dominios conservados, previsdo de
peptideo sinal, localizagao subcelular, predi¢do da atividade antimicrobiana,
predicdo de toxicidade, andlise de propriedades fisico-quimicas e modelagem
tridimensional. Os resultados demonstraram que 30 sequéncias apresentaram pelo
menos 15 cisteinas em sua composicao, com 10 delas apresentando oito ligagdes
dissulfeto. Dessas TLPs, todas apresentaram atividade antimicrobiana, 23 proteinas
apresentaram natureza acida e sete natureza bésica. Além disso, 13 proteinas foram
classificadas como estaveis, oito apresentaram probabilidade de presenca de
peptideo sinal do tipo Sec/SPI e 12 TLPs foram classificadas como extracelulares. A
busca de dominios conservados revelou que 28 proteinas apresentaram dominios
especificos, incluindo taumatina, TLP-PA e THN, duas sequéncias apresentaram
dominio da superfamilia GH64-TLP-SF. Em relac¢do a toxicidade, seis TLPs nao
apresentaram toxicidade. A modelagem tridimensional das TLPs revelou a presenca
de estruturas caracteristicas nas TLPs avaliadas. No final, considerando todos os
parametros, foram identificadas trés possiveis TLPs candidatas para uso como
antimicrobiano. Dessa maneira, os resultados obtidos reforgam o potencial da
manicoba como fonte de moléculas bioativas com potencial biotecnologico, mas que
necessitam de estudos posteriores para a validagdo de sua atividade.

Palavras-chave: Bioprospeccdo; Bioinformatica; Peptideos antimicrobianos



ABSTRACT

The Caatinga is a Brazilian biome that is home to native plants with underexplored
biotechnological potential, including manigoba (Manihot Pseudoglaziovii Pax & K.
Hoffm.), which is often used as fodder. Thaumatin-like proteins (TLPs) are proteins
expressed by plants in case of biotic stress that have been the subject of
biotechnological interest due to their antimicrobial functions. This study aims to
prospect and characterize TLPs from manicoba sequencing data. To identify the
sequences of potential TLPs, a database containing TLP sequences was constructed
from the UNIPROT database. Next, tblastn was used to obtain the protein-coding
sequences similar to those in the constructed database. The open reading frames
were obtained using the getorf tool. Potential TLPs were characterized using
different bioinformatics tools to identify conserved domains, predict signal peptides,
subcellular localization, antimicrobial activity, toxicity, analyze physicochemical
properties, and perform three-dimensional modeling. The results showed that 30
sequences had at least 15 cysteines in their composition, with 10 of them having
eight disulfide bonds. Of these TLPs, all showed antimicrobial activity, 23 proteins
were acidic in nature, and seven were basic in nature. In addition, 13 proteins were
classified as stable, eight showed a probability of Sec/SPI-type signal peptide
presence, and 12 TLPs were classified as extracellular. The search for conserved
domains revealed that 28 proteins had specific domains, including thaumatin, TLP-
PA, and THN, and two sequences had the GH64-TLP-SF superfamily domain.
Regarding toxicity, six TLPs showed no toxicity. Three-dimensional modeling of
the TLPs revealed the presence of characteristic structures in the TLPs evaluated. In
the end, considering all parameters, three possible TLP candidates were identified
for use as antimicrobials. Thus, the results obtained reinforce the potential of
manicoba as a source of bioactive molecules with biotechnological potential, but
further studies are needed to validate their activity.

Keywords: Bioprospecting; Bioinformatics; Antimicrobial Peptides
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1. INTRODUCAO

A Caatinga ¢ um dominio fitogeografico exclusivo do territério brasileiro,
abrangendo uma area de 912.000 km?, sendo localizado quase que totalmente na regidio
nordeste do pais (Fernandes; Queiroz, 2018). Esse bioma ¢ caracterizado pelos baixos
indices pluviométricos, variando de 250 a 900 mm anuais, além de apresentar, em geral,
solos com pouca capacidade de retengdo de agua, pedregosos e ricos em minerais
(Alves; Aratjo; Nascimento, 2009). A sua vegetacdo ¢ composta por plantas xerofilas,
predominantemente caracterizadas por arvores baixas, arbustos e cactaceas (Alves;
Araujo; Nascimento, 2009).

Dentre as espécies nativas da Caatinga, destaca-se a manigoba (Manihot
pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm., 1924) que ¢ amplamente utilizada como forrageira,
apesar de conter acido cianidrico, capaz de causar toxicidade nos animais dependendo
da quantidade ingerida (Costa et al., 2007).

Diante das condigdes adversas desse bioma, plantas como a manigoba
desenvolveram mecanismos de defesas eficientes contra estresses bidticos e abidticos,
como a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PRs), incluindo as proteinas
similares a taumatina (TLPs), pertencentes ao grupo PR-5 (Jesus-Pires et al., 2020).
Essas proteinas apresentam dominio conservado da taumatina (Pfam: PF00314) em
aproximadamente 95% do seu tamanho (Petre et al., 2011). As TLPs sdao amplamente
distribuidas nas plantas, sendo encontras nas algas verdes, briofitas, gimnospermas e
angiospermas e, apresentam fungdes fisioldgicas e antimicrobianas que tem atraido o
interesse biotecnoldgico (Faillace et al., 2019).

Nesse contexto, diversos estudos tém buscado caracterizar essas moléculas,
especialmente em espécies adaptadas a ambientes extremos, utilizando diferentes
abordagens de andlise. A bioinformatica tem se consolidado como uma area essencial
para a andlise de dados bioldgicos, permitindo a identificacdo e caracterizacdo de
diferentes moléculas, incluindo as TLPs, a partir de dados de sequenciamento
gendmico. Embora as TLPs ja tenham sido estudadas em outras espécies vegetais, ainda
existe uma escassez de estudos em plantas nativas da Caatinga, como a manigoba. Essa
abordagem pode revelar novas proteinas com potencial de aplicagdo e valoriza a
exploracdo da biodiversidade regional. Dessa forma, o presente trabalho busca
identificar e caracterizar TLPs através de dados genomicos da manigoba utilizando

ferramentas de bioinformatica.



2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar e caracterizar TLPs a partir de ferramentas de bioinformdtica na
manicoba (Manihot pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm., 1924) com foco em
identificacdo, caracterizagdo estrutural e avaliagdo do potencial para aplicacdes

biotecnoldgicas.

2.2 Especificos

e Analisar sequéncias codificantes para TLPs na espécie Manihot pseudoglaziovii
Pax & K. Hoffmn, 1924;

e Caracterizar in silico as propriedades fisico-quimicas, toxicidade, atividade
antimicrobiana e dominios conservados das sequéncias identificadas;

e Realizar a predi¢do da estrutura tridimensional das sequéncias identificadas para
comparar a similaridade com TLPs ja descritos.

e Selecionar sequéncias com maior potencial para uso como agentes antimicrobianos

em aplicacdes biotecnoldgicas.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Mani¢oba (Manihot pseudoglaziovii Pax & K. Hoffm., 1924)

A familia de planta Euphorbiaceae ¢ amplamente distribuida no territério
brasileiro, com diversas espécies economicamente importantes, que podem ser
utilizadas na medicina e na alimentagdo humana (Nina et al., 2021). Dentre os seus
géneros, Manihot se destaca pela capacidade de produzir glicosideos cianogénicos, que
em determinadas condigdes, pode causar intoxicagdo se consumida em grandes
quantidades (Moraes et al., 2007). Apesar disso, o género inclui espécies
economicamente importantes, como a Manihot esculenta Crantz, popularmente
conhecida como mandioca, macaxeira ou aipim, frequentemente utilizada na
alimentacdo humana (Ciarini, 2019). Outra espécie ¢ a Manihot pseudoglaziovii Pax &
K. Hoffmn., 1924, conhecida popularmente como mani¢oba, que ¢ utilizada como
forragem para alimentacao de rebanhos (Ciarini, 2019).

A manigoba ¢ uma planta nativa da Caatinga, sendo encontrada no Semiarido do
nordeste do Brasil (Beltrao et al., 2006). Segundo Beltrao et al. (2006), a manicoba ¢

uma planta helidfila capaz de crescer em diversos tipos de solos, incluindo solos



calcarios, drenados ou pedregosos. A manigcoba, quando submetida ao processo de
silagem, apresenta caracteristicas quimicas e bromatoldgicas para a alimentacdo de
ruminantes, sendo uma alternativa importante em épocas de seca (Silva et al., 2024).
Apesar de sua importancia ecoldgica e econdmica, especialmente em regides que
apresentam condigdes adversas, ainda sdo escassos os estudos moleculares envolvendo
a manigoba, limitando o conhecimento acerca dos mecanismos genéticos envolvidos na

resisténcia aos estresses desse ambiente.

3.2 Proteinas relacionadas a patogénese em plantas

As plantas que vivem em ambientes com condi¢des adversas, como ¢ o caso da
manigoba, desenvolvem mecanismos para a sua sobrevivéncia. Um deles, as proteinas
relacionadas a patogénese (PR), sdo proteinas produzidas pelas plantas em resposta a
ataques causados por patdgenos, nematoides, insetos ou herbivoros (Sudisha et al.,
2012). Segundo Loon, Rep e Pieterse (2006), as PRs sdo classificadas em 17 familias.
Dentre esses grupos, as proteinas PR-1 s3o as mais abundantes, apresentando um
percentual de 1% a 2% do total de proteinas da folha, sendo detectadas no tomate,
tabaco, milho, cevada e muitas outras plantas (Sudisha et al., 2012). As caracteristicas
das outras familias incluem as proteinas que apresentam atividade de B-1,3 glucanase
(PR-2), as quitinases (PR-3, PR-8 e PR-11), as proteinas Win e heveinas (PR-4), as
semelhantes a taumatina (PR-5), os inibidores de proteinases (PR-6), as com atividade
endoproteinase (PR-7), as com atividade semelhante a da peroxidase (PR-9), as com
atividade e estrutura semelhantes a ribonuclease (PR-10), as defensinas (PR-12), as
tioninas (PR-13), as proteinas transportadoras de lipideos (PR-14), as semelhantes a
oxalato-oxidase (PR-15 e PR-16) e as proteinas identificadas na cevada que apresentam
dominios semelhantes aos de metaloproteinases (PR-17) (Sudisha et al., 2012).

As moléculas do grupo PR-5 sdo conhecidas como proteinas semelhantes a
taumatina, devido a sua similaridade estrutural a taumatina, proteina com sabor doce e
que foi purificada pela primeira vez em Thaumatococcus danielli Benth, planta
originada na Africa Ocidental (Jesus-Pires et al., 2020). Apesar de possuirem estrutura
semelhante, as TLPs ndo possuem sabor doce, mas desempenham diferentes funcdes
nas plantas, como a inibi¢ao do crescimento de micélios e reducao do crescimento dos
esporos dos fungos (Nawrot et al., 2021). Em geral, as TLPs apresentam peso molecular
variando de 10 a 34 kDa e sdo compostas por cerca de 200 residuos de aminoacidos

(Smole et al., 2007). Dentre esses, 16 sdo residuos de cisteinas que formam oito



ligacdes dissulfeto as quais conferem alta estabilidade estrutural, tornando-as resistentes
a degradacdo por proteases (Smole et al., 2007), a altas temperaturas e a mudangas no
pH (Rydzynska et al., 2025). Por outro lado, algumas TLPs sdo pequenas e apresentam
apenas 10 residuos de cisteinas, devido a delecao interna de seu peptideo, sendo
encontradas principalmente em coniferas e cerais (Liu; Sturrock; Ekramoddoullah,

2010).

3.3 Potencial biotecnolégico das TLPs

Do ponto de vista biotecnolégico, as TLPs podem ser aplicadas na agricultura,
devido a atividade antifingica e a estabilidade que essas proteinas apresentam, sendo
promissoras para obter plantas melhoradas capazes de ter uma melhor produgdo sob
estresse bidtico ou abidtico (Feng; Wei; Li, 2024). No trabalho de Archarya et al.
(2012), plantas transgénicas de batata expressando o gene de uma TLP da planta
Camellia sinensis apresentaram maior resisténcia aos fungos Macrophomina faseolina e
Phytophthora infestans, quando comparadas as plantas selvagens. Por outro lado, as
TLPs também podem atuar em situacdes de estresse abidtico, como demonstrado no
trabalho de Li et al (2020), onde plantas que tiveram uma superexpressao de genes da
GhTLP19 apresentaram maior resisténcia a estresse hidrico.

Na industria de alimentos e na area da satde, o uso peptideos antimicrobianos
tém despertado interesse como alternativa para o controle de microrganismos. Nesse
contexto Viktorova et al. (2017), demonstraram o potencial da osmotina, proteina
pertencente a familia PR-5, em fungos patogénicos e contaminantes de alimentos. Essa
proteina apresentou atividade inibitoria contra Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Debaryomyces hansenii e Saccharomycodes Iudwigii, sendo os dois
primeiros patogénicos e os dois Ultimos contaminantes de alimentos. Na satide, também
foi observado que uma TLP extraida da magd Annurca apresentou propriedades
neuroprotetivas, ao inibir as enzimas acetilcolinesterase € monoamina oxidase A, além
de inibir a agregac¢do de peptideos beta-amiloide em ensaios in vitro, indicando que
essas proteinas também podem ser aplicadas a saude humana (D’Errico et al., 2024).

Dessa maneira, as TLPs podem ser moléculas potenciais para atuarem como
novos antimicrobianos. Seu uso no combate a microrganismos resistentes ¢
particularmente interessante, uma vez que sua atuacdo ocorre principalmente na

membrana celular o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia (Lima et al., 2021).
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Apesar do seu potencial para o desenvolvimento de drogas, o custo de produgao
e a dificuldade de extracdo sdo fatores limitantes para a produgdo em larga escala (Boto;
Lastra; Gonzalez, 2017). Como alternativa, o desenvolvimento de peptideos sintéticos
por meio de modificacdes quimicas ou através do design racional de peptideos
antimicrobianos (AMPs) naturais tém se mostrado uma alternativa promissora. Essas
mudangas sdo realizadas para obter moléculas que sdo mais faceis de produzir, que
apresentam maior estabilidade, biodisponibilidade, atividade antimicrobiana ou menor
toxicidade (Tossi, 2011). Para que essas alternativas sejam desenvolvidas, ¢
fundamental uma compreensao inicial dos peptideos de interesse. Dessa forma, a
obtenc¢do e caracterizacdo das sequéncias primarias das TLPs ¢ um passo importante
para definir sequéncias com propriedades desejadas, além de permitir a defini¢do de
possiveis alvos para modificagdes. Apesar de demonstrarem potencial biotecnologico,
algumas TLPs de plantas ja foram descritas como alergénicos, embora seu efeito ainda

nao seja muito bem compreendido (Rydzynska et al., 2025).

3.4 Papel da bioinformatica na prospecciao de TLPs

O avango nas tecnologias de sequenciamento permitiu a geracdo de um volume
muito grande de dados bioldgicos, especialmente nas areas das ciéncias dmicas. Em
func¢do disso, a bioinformatica apresenta um papel fundamental para organizar, analisar,
manipular e interpretar esses dados, aplicados para solucionar problemas na area da
biologia e biotecnologia (Altman; Dugan, 2003).

As técnicas de bioinformatica também permitem a prospecc¢ado e design de TLPs
e de outros peptideos antimicrobianos. As técnicas de triagem in silico utilizando dados
de gendmica, transcriptomica, protedmica e metaboldmica tem permitido a identificagao
e caracterizacdo de genes codificadores de TLPs de maneira mais répida e precisa,
apesar de necessitar validagdo experimental posterior (Pestana-Calsa; Ribeiro; Calsa,
2010). Essa triagem descarta a necessidade de andlises robustas iniciais e torna o
processo economicamente mais vidvel. Por causa disso, diversos estudos tém sido
realizados para identificar peptideos de interesse biotecnologico em espécies adaptadas
a ambientes extremos. Entretanto, ainda sdo escassos os estudos moleculares em

plantas da Caatinga, que enfrentam severas condigdes bidticas e abidticas.

4. MATERIAL E METODOS
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Inicialmente foi montado um banco de dado local, com sequéncias de peptideos
antimicrobianos do tipo taumatina de plantas pertencentes @ mesma familia taxondmica
da manicoba (tabela 1). Essas sequéncias foram obtidas no UNIPROT
(https://www.uniprot.org/). Por sua vez, os dados brutos de sequenciamento gendmico
de Manihot pseudoglaziovii Pax & K. Hoffmn (1924) foram obtidos na base de dados
do SRA (Sequence Read Archive) do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), utilizando o codigo de acesso SRR2847457.

Tabela 1 — Codigos de acesso de sequéncias obtidas no UNIPROT para montagem de banco de dado local.

Espécie Codigo de acesso

AOA6A6LCO04, AOA6A6NHR4, AOA6A6K6R3, AOA6AGLIP4,
AOA6A6MRUS, AOA6A6KC45, AOAGA6MUKS, AOA6A6LP26,
AOAG6A6LCN4, AOAG6A6LPM9, AOAOM3TCA9, AOA6A6MLL7,
AOAGA6MIR2, AOAGA6M8WS, AOAGA6N5US, AOAG6AG6LCEDY,
AOAGAGLIWO0, AOA6A6KP52, AOAGA6NHTO, AOAGAGLPH7, AOA6A6N487,
Hevea AOAGA6MOV7, AOAGA6M4M3, AOAG6AGLSP2, AOA6GA6NS61,
brasiliensis AOA6AG6KKS7, AOA6A6N398, AOA6A6KXL3, AOAGA6KXNI,
AOA6A6MWOIS, AOAGAGNG6US, AOAGA6M664, AOA6A6N3S6,
AOAG6A6L659, AOA6A6LDP9, AOAGA6NHS2, AOA6AG6KMA49,
AOAG6AGLOW1, AOA6A6KX94, AOAGAGLAMS, AOA6A6NHS6,
AOA6A6M8RO, AOA6A6KTZS, AOA6A6NDK?2, AOA6A6MWCO,
AOAGA6LAP7, AOAGA6MBU2 ¢ AOAG6A6MI05
AOA067KWHS, AOA067KABS, AOA067K080, AOAO67KXA9, AOA067KCRA4,
AOAO067KYH3, AOAO67LES9, AOA067JPQ1, AOAO67LPG9, AOA067KRYO,
Jatropha AOA067KLV1, AOA067LL33, AOAO67LIS7, AOAO67LAK9, AOAO67TWIO,
curca AOA067KBM3, AOA067KK59, AOAO67KNP2, AOA067KQP6, AOAO67KLF3,
AOAO067LKF6, AOA067INBO, AOA067L4U0, AOAO67JSE7, AOAO67LH15,
AOA067JRM3, AOA067KXG4, AOA067KKGO, AOA067KK 54.
AO0A2COVWS80, AOA2COUZW3, AOA2CIVYHS, AOA2CITZVO,
AOA2C9VHM4, AOA2CIVYRO, AOA2COWMS54, AOA2CITZQI,
A0A2COWD37, AOA2CIWI0S5, AOA2CIWCSI1, AOA2CIVTXO0,
Manihot AO0A2COWMAS, AOA2COWED2, AOA2COWEV7, AOA2COUHY3,
A0A2COUMU2, A0OA2CIV239, AOA2CIW2LS5, AOA2COUMUY,
A0A2COVM36, AOA2COUUAL, AOA2CIV999, AOA2COVLTO,
AOA2COWIES, AOA2C9TZV2, AOA2CIWHO09, AOA2C9VCH4,
AO0A2C9UTF2, AOA199UB31, AOA2CIWBS9, AOA2COWBUS3,
AOA2COWIE6 e AOA2COWABS.
o B9RJ48, B9T7D35, BOR8AG6, B9SOV1, BORSAS, BOSUI9, BOT6D4, BISRI3,
Ricinus B9T382, B9SDY3, BORUJS, BOR7P7, BOSZES, B9SZY6, BOSLL4, B9S0C7,
communis B9SLM3, BORHGS5, B9S0C6, BORC64, BORC66, BORMS54, BOSLM1 ¢
BY9RHIJ7.

esculenta

Vernicia

A0A1Z1G63
fordii G639
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Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Ao longo do trabalho, muitas anélises foram realizadas na plataforma Galaxy
Europe (Afgan et al., 2018), tais como visualizagdo da qualidade do sequenciamento no
FastQC (Andrews, 2010) e tratamento dos dados com qualidade inferior a 20 (Q20) no
Trimmomatic (Bolger; Lohse; Usadel, 2014). A ferramenta Fastq interlacer foi utilizada
para intercalar as reads pareadas, unindo as sequéncias das extremidades opostas dos
diferentes fragmentos da biblioteca. O arquivo resultante foi convertido no formato
FASTA, com auxilio da ferramenta FASTQ to FASTA converter. Esse arquivo foi
analisado no tblastn, utilizando como referéncia (seed) o banco de dados local
previamente obtido, para identificar potenciais genes de TLPs na mani¢coba. Com base
no resultado, a ferramenta Filter Sequence by ID foi aplicada para filtrar e selecionar as
reads com potenciais genes de TLPs do genoma. Em seguida, essas reads foram
montadas em contigs com o auxilio do CAP3. As analises posteriores foram realizadas
fora do ambiente do Galaxy Europe. A ferramenta getorf, do pacote EMBOSS
(European Molecular Biology Open Software Suite) (Rice; Longden; Bleasby, 2000),
foi utilizada para obter as matrizes de leitura aberta (ORF) nos contigs obtidos. As
sequéncias foram nomeadas no formato TLPX Y, em que X corresponde ao nimero do
contig e Y ao nimero da ORF identificada pelo getorf.

A caracterizagdo fisico-quimica dos peptideos potenciais foi realizada na
ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005). Com base nos resultados, foi realizada
uma triagem inicial das potenciais TLPs, considerando como critério o nimero minimo
de 15 residuos de cisteinas, em referéncia ao padrdo conservado de 16 cisteinas das
TLPs (Rydzynska et al., 2025). A predicao das ligagdes dissulfeto entre as cisteinas das
TLPs  potenciais  foi  realizada  através da  ferramenta @~ CYS REC
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=cys_rec&group=programs&subgroup=pr
opt). Em seguida, o ToxinPred 3.0 (Rathore et al., 2024) e o Batch CD-Search (Wang et
al., 2023) foram utilizados para predizer toxicidade e realizar busca de dominios
proteicos conservados, respectivamente.

A atividade antimicrobiana foi predita utilizando o CAMPr3 (Waghu et al.,
2016), a partir de quatro algoritmos: Support Vector Machine (SVM), Random Forest
Classifier (RFC), Artificial Neural Network (ANN) e Discriminant Analysis Classifier
(DAC). As sequéncias candidatas a TLP foram caracterizadas utilizando o SignalP 6.0

(Teufel et al., 2022) para verificar a presenca e localizagdo de peptideo sinal, juntamente
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com a ferramenta BUSCA (https://busca.biocomp.unibo.it/) (Savojardo et al., 2018)
para localizacdo subcelular do possivel peptideo. A modelagem dos peptideos
candidatos foi realizada através do SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018) e os

modelos foram visualizados através do software Pymol (Delano, 2002).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tblastn indicou que 67.513 reads dos dados gendémicos brutos de M.
pseudoglaziovii apresentaram similaridade com genes codificadores de TLPs, com e-
value menor que 0,001. A montagem dessas sequéncias no CAP3 resultou em 151
contigs, os quais possuem 1.178 ORFs identificadas pelo getorf. Apds a caracterizagao
fisico-quimica dos peptideos no ProtParam e triagem pelo niamero de 15 residuos de
cisteinas, foram selecionadas 30 possiveis sequéncias de TLPs (tabela 2). O peso
molecular dessas sequéncias apresentou valores compativeis com aos descrito na
literatura (10 a 34 kDa) (Rydzynska et al., 2025).

Com base no ponto isoelétrico tedrico, 23 sequéncias apresentaram natureza
acida e 7 com natureza bdsica (tabela 2). A presenca de uma superficie carregada
negativamente nas TLPs &4cidas pode facilitar a atividade antifungica através da
interagdo da superficie da TLP com cations inorganicos (Tachi et al., 2009), os quais
sao capazes de aumentar a afinidade das TLPs com a parede celular dos fungos
(Salzman et al., 2004). Além disso, 13 proteinas demonstraram indice de instabilidade
abaixo de 40, sendo classificadas como estaveis (tabela 2). A presenca de TLPs estaveis
¢ importante, pois um dos principais desafios do desenvolvimento de produtos a base de
peptideos antimicrobianos € sua instabilidade (Marr; Gooderham; Hancock, 2006). De
acordo com os resultados do CYS REC (tabela 2), apenas 10 proteinas apresentaram o

nimero caracteristico das TLPs de oito ligagdes dissulfeto.

Tabela 2 — caracterizacdo fisico-quimica das sequéncias potenciais de TLPs. Sigla das abreviagdes dos
parametros: PM = peso molecular; PI = ponto isoelétrico; INS = indice de instabilidade; CIS = ntimero de
cisteinas.

Proteina  Comprimento PM (kDa) PI INS CIS Ligagoes dissulfeto

TLP1_16 248 26,41 7,48 33,02 16 7
TLP3 17 242 26,50 4,82 50,03 15 6

TLP4 7 253 26,65 4,45 51,76 16 7
TLPS_11 238 25,20 4,88 39,90 19 8
TLP21_9 231 24,36 7,52 40,08 17 8
TLP30_7 242 26,73 4,89 36,74 16 7
TLP31_18 264 27,83 4,58 46,19 16 7
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TLP35_6 227 23,75 540 37,96 16 7
TLP37_12 240 25,99 540 22,12 16 7

TLP40_7 237 24,51 4,53 43,68 17 8
TLP41_17 230 24,53 8,92 4847 16 7

TLP43 6 245 25,56 4,48 39,82 17 8
TLPS1_17 254 27,50 5,19 45,772 17 6

TLPSS5_6 241 26,04 8,73 50,10 17 8
TLP78_16 242 25,70 890 43,62 16 7

TLP80_S 223 23,35 4,94 42,59 16 8
TLP85 17 247 26,17 6,10 39,23 16 7
TLP90 14 225 24,53 6,36 31,67 16 7
TLP97_13 244 25,45 4,37 46,99 17 8

TLP98 S 236 25,83 6,33 33,51 16 7
TLP101_6 242 25,48 491 46,54 17 7
TLP103_6 230 24,78 7,47 30,00 16 7
TLP106_5 247 25,77 4,40 42,55 16 8
TLP109_15 242 26,08 4,60 43,28 16 7
TLP112_14 223 23,39 4,73 39,54 16 7
TLP119_7 236 24,97 4,69 40,47 16 8
TLP120_19 263 28,89 6,31 5949 17 7
TLP126_7 273 29,68 7,95 51,65 17 7
TLP136_15 237 25,76 6,45 3642 17 7
TLP143 20 244 25,43 4,69 39,70 16 8

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A busca de dominios conservados, realizada com CD-Search, revelou que 28
proteinas apresentaram dominios especificos (tabela 3), como taumatina (pfam00314),
TLP-PA (cd09218) e THN (smart00205). A presen¢a do dominio da taumatina estd
relacionado com a atividade antiflingica, enquanto o dominio TLP-PA, que ¢ um
dominio semelhante ao dominio da taumatina, estd presente em proteinas alergénicas e
antifungicas (Alves; Souza; Silva, 2024). Além disso, observou-se que duas sequéncias
apresentaram dominios da superfamilia GH64-TLP-SF (tabela 3), que incluem os
glicosideos hidrolases (Alves; Souza; Silva, 2024). De acordo com os critérios do CD-
Search, os dominios classificados como specific hits indicam uma alta confianca na
anotacdo funcional baseado em modelos curados pelo NCBI, enquanto os dominios de
superfamilia se referem a um agrupamento amplo de modelos que representam
fragmentos proteicos homologos, apresentando menor especificidade (Marchler-Bauer

et al., 2010).
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Tabela 3 — Resultados obtidos no Batch CD-Search para a identificagdo de dominios conservados nas
proteinas analisadas.

Codigo de
acesso

Dominio Tipo Proteinas

TLP1 16, TLP3 17, TLP4 7,
TLP5 11, TLP21 9, TLP30 7,
TLP31 18, TLP43 6, TLP51 17,
TLP97 13, TLP106 5, e TLP109 15
TLP35 6, TLP40 7, TLP41 17,
TLP55 6, TLP78 16, TLP80 5,

TLP-PA Especifico  ¢d09218 TLP85 17, TLP101 6, TLP103 6,
TLP112_14, TLP119 7, TLP120 19,
TLP126 7, TLP136 15 e TLP143 20

Thaumatin Especifico  pfam00314

THN Especifico  smart00205 TLP90 14
GHO4-TLP-SK o o familia 02511 TLP37 12, TLP98 5
superfamily

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A partir dos dados do CAMPr3, todas as proteinas foram classificadas como
peptideos antimicrobianos pelos quatro algoritmos avaliados (Tabela 4). Esses
resultados sugerem que as TLPs avaliadas podem atuar como peptideos
antimicrobianos. Apesar de ndo existirem estudos investigando propriedades
antifungicas de M. pseudoglaziovii, outras plantas do género Manihot apresentam
propriedades antifungicas descritas, como M. esculenta (Ehiobu; Ogu, 2018), M.
glaziovii (Pereira et al., 1999) e M. multifida (Fabri et al., 2015). Esses resultados
demonstram a necessidade de estudos experimentais para confirmar as propriedades

antifungicas das TLPs da manicoba.

Tabela 4 — Predicdo de atividade antimicrobiana das sequéncias de potenciais TLPs identificadas no
genoma de Manihot Pseudoglaziovii. Sigla das abrevia¢des dos algoritmos: SVM = Support Vector
Machine; RFC = Random Forest Classifier; ANN = Artificial Neural Network; DAC = Discriminant
Analysis Classifier.

Proteina SVM RFC ANN DAC
TLP1 16 1,000 0,9315 AMP 1,000
TLP3 17 1,000 0,8810 AMP 1,000

TLP4 7 1,000 0,9320 AMP 1,000
TLP5 11 1,000 0,8400 AMP 1,000
TLP21 9 1,000 0,9255 AMP 1,000
TLP30_7 1,000 0,9185 AMP 1,000
TLP31 18 1,000 0,9370 AMP 1,000
TLP3S 6 1,000 0,9415 AMP 1,000
TLP37 12 1,000 0,9485 AMP 1,000
TLP40_7 1,000 0,9335 AMP 1,000

TLP41_17 1,000 0,9250 AMP 1,000
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TLP43_6 1,000 0,9495 AMP 1,000
TLP51_17 1,000 0,9210 AMP 1,000

TLPSS5_6 1,000 0,9005 AMP 1,000
TLP78_16 1,000 0,9325 AMP 1,000

TLP80_5 1,000 0,9700 AMP 1,000
TLP8S_17 1,000 0,9390 AMP 1,000
TLP90_14 1,000 0,9360 AMP 1,000
TLP97_13 1,000 0,9375 AMP 1,000

TLP98 5 1,000 0,9565 AMP 1,000
TLP101_6 1,000 0,9285 AMP 1,000
TLP103_6 1,000 0,9420 AMP 1,000
TLP106_5 1,000 0,9285 AMP 1,000
TLP109_15 1,000 0,9515 AMP 1,000
TLP112_14 1,000 0,9475 AMP 1,000
TLP119 7 1,000 0,9605 AMP 1,000
TLP120_19 1,000 0,8795 AMP 1,000
TLP126_7 1,000 0,9395 AMP 1,000
TLP136_15 1,000 0,8810 AMP 1,000
TLP143 20 1,000 0,9415 AMP 1,000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A predicdo de peptideo sinal nas possiveis TLPs, verificada no SignalP 6.0,
revelou que oito sequéncias apresentaram alta probabilidade de conter peptideo sinal (>
0,90) do tipo Sec/SPI (tabela 5). Adicionalmente, outra sequéncia (TLP3 17)
apresentou probabilidade de 0,6024, indicando a possivel presenca do peptideo sinal
Sec/SPI. A presencga desse peptideo sinal sugere que essas proteinas sdo secretadas por
meio da via Sec, um mecanismo de translocacao pos-traducional conservado em todas
as formas de vida, em que as proteinas sdo mantidas desdobradas para serem
reconhecidas e translocadas através da maquinaria celular responsavel pela secregdo
(Owji et al., 2018).

A presenca desse peptideo sinal compativel com a via Sec pode representar uma
vantagem para a produgdo biotecnoldgica de TLPs de M. pseudoglaziovii, uma vez que
essa via reduz tempo de contato da cadeia proteica com proteases intracelulares

(Mordkovich; Okorokova; Veiko, 2015).

Tabela 5 — Andlise das sequéncias de proteinas utilizando o SignalP 6.0 para predi¢do de peptideos sinal.

Proteina Probabilidade
TLP3 17 0,6024

TLP4 7 0,9755
TLP37 12 0,9957
TLP51 17 0,9998

TLP90_14 0,9997
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TLP98_5 0,9995
TLP101_6 0,9995
TLP126_7 0,9124

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A predi¢do da localizagdo subcelular por homologia das TLPs avaliadas indicou
que 12 delas sdo extracelulares, 14 estdo localizadas na membrana plasmatica e quatro
no nucleo (tabela 6). Esses resultados, em conjunto com os obtidos na predicdo de
peptideo sinal, reforcam a natureza extracelular das proteinas TLP 4 7, TLP37 12 e
TLP51 17. Nesse sentido, as TLPs extracelulares sao importantes na defesa contra os
fungos fitopatogénicos, que infectam através da penetracdo pela membrana ou parede
celular das células vegetais suprimindo o sistema de defesa da planta (Munis et al.,
2010). Por outro lado, a presenga das TLPs na membrana plasmatica € no meio
intercelular pode estar relacionada a resisténcia a seca em plantas sob condigdes de
estresse hidrico, conforme descrito na literatura para outras TLPs (Muoki et al., 2021).

Uma vantagem das TLPs extracelulares para produgdo biotecnoldgica ¢ a
simplificagdo de etapas de purificacdo e a ndo acumulagdo das proteinas no interior das
células, o que pode evitar mudangas negativas no crescimento do microrganismo

utilizado para producdo da TLP (Zhang et al., 2021).

Tabela 6 — Predigdo de localizag@o subcelular das potenciais TLPs utilizando a ferramenta BUSCA.

Localizac¢ao subcelular Proteinas

TLP4 7, TLP5 11, TLP31 18, TLP35 6, TLP37 12,
LB 0 D 2 TLP41 17, TLP51 17, TLPS5 17, TLP103 6,
TLP109 15, TLP120_19, TLP143 20
» TLP1 16, TLP3 17, TLP21 9, TLP40_7, TLP43 6,
Membrana plasmatica 1 pss "¢ T p78 16, TLP90 14, TLP97 13, TLP9S 5,
TLP101 6, TLP106 5, TLP119 7, TLP126 7

Nicleo TLP30 7, TLP80 5, TLP112 14, TLP136 15

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A avaliacao de toxicidade no ToxinPred 3.0 (tabela 6) demonstrou que 6 das
TLPs avaliadas ndo apresentaram toxicidade, sendo elas a TLP4 7, TLP35 6,
TLP78 16, TLP103 6, TLP112 14 e TLP136 15. Para aplicacio como agentes
antimicrobianos, ¢ importante que os peptideos antimicrobianos (AMPs) apresentem

atividade contra o patdégeno de interesse e apresentem baixa toxicidade na dose
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terapéutica (Fjell et al., 2012), o que torna as TLPs ndo toxicas alvos interessantes para
desenvolvimento de novos antimicrobianos. Apesar de 24 TLPs terem sido classificadas
como toxicas, o uso delas como AMPs ainda nao esta descartado. Para lidar com essas
TLPs toxicas, andlises voltadas para a identificacio/modificagdo de residuos de
aminoacidos responsaveis pela atividade toxica podem ser utilizadas visando obter
sequéncias menos toxicas (Fjell et al, 2012). Além disso, o encapsulamento dos
peptideos com nanoestruturas ¢ uma técnica que pode ser utilizada para a diminuigdo da
toxicidade dessas proteinas em aplicagdes, além de permitirem maior estabilidade,
direcionamento ao tecido ou as células-alvo e melhorar a eficiéncia terapéutica

(Imperlini; Massaro; Buonocore, 2023).

Tabela 7 — Predicdo de toxicidade das TLPs utilizando a ferramenta ToxinPred 3.0.

Toxicidade Proteinas

Nido téxica  TLP4 7, TLP35 6, TLP78 16, TLP103 6, TLP112 14 ¢ TLP136_15
TLP1 16, TLP3 7, TLP5 11, TLP21 9, TLP30 7, TLP31 18,
TLP37 12, TLP40 7, TLP 41 17, TLP43 6, TLP51 17, TLP55 6,

Téxica TLP78 16, TLP85 17, TLP90 14, TLP97 13, TLP98 5, TLP101 6,
TLP106 S, TLP109 15, TLP119 7, TLP120 19, TLP126 7 e
TLP143 20

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Para a modelagem 3D das TLPs potenciais, foram utilizados os templates
demonstrados na tabela 8. Dentre os modelos, a 3ZS3 ¢ a Mal d 2, uma TLP presente
em Malus domestica (Krebitz et al., 2003); a 2AHN ¢ referente a TLP Pru av 2 presente
em Prunus avium (Dall’Antonia et al., 2005); a 4L2J ¢ uma osmotina (proteina
pertencente a familia PR-5) contida no latex de Calotropis procera (Bruno-Moreno et
al., 2013); e a 7P20 ¢ uma TLP de Juniperus ashei (Eder; Hofer; Keller, 2021). Segundo
Baker e Sali (2001), modelos de alta precisdo estdo relacionados a uma identidade
superior a 50% da proteina a ser modelada com o modelo utilizado. Nesse sentido, das
TLPs avaliadas, 19 apresentaram identidade superior a 50% e 11 delas apresentaram

valor inferior a 50%.

Tabela 8 — Modelos estruturais utilizados na modelagem de TLPs de Manihot pseudoglaziovii e os
percentuais de identidade de sequéncia entre as TLPs e o modelo.

Codigo PDB do modelo Proteina Identidade (%)
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TLP1 16 52,94
TLP3 17 35,29

TLP5 11 46,12

TLP21 9 48,86

TLP31 18 55,56

TLP41 17 50,46

TLP55 6 49,54

3ZS3 TLP78 16 55,56
TLP80 5 54,93

TLP97 13 57,41

TLP106 5 55,20

TLP109 15 35,19

TLP112_14 54,46

TLP120 19 42,73

TLP126 7 41,36

TLP4 7 53,70

TLP30 7 32,72

TLP35 6 43,19

TLP40 7 51,83

TLP43 6 57,47

2AHN TLP51 17 36,28
TLP85 17 43,19

TLP101 6 59,46

TLP119 7 54,75

TLP143 20 54,75

TLP103 6 54,27

7P20 TLP136 15 51,01
TLP37 12 70,65

4L2J TLP90 14 78,92
TLP98 5 72,64

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Os modelos 3D de TLPs gerados a partir dos templates (tabela 8) estdo
demonstrados na figura 1. A modelagem das proteinas revelou que as TLPs modeladas
a partir de um mesmo molde apresentaram caracteristicas tridimensionais semelhantes.
Os resultados s@o consistentes aos obtidos por Freitas et al. (2023), em que os autores
destacam a presenga de trés dominios caracteristicos das TLPs. O dominio I apresenta
11 folhas betas, onde seis folhas beta antiparalelas interagem com cinco folhas beta
(Freitas et al., 2023). O dominio II é composto por a-hélices e o dominio III apresenta
um laco longo e uma folha beta antiparalela (Freitas et al., 2023). Nos modelos de M.
pseudoglaziovii, foi possivel observar a presenca das o-hélices caracteristicas do
dominio II, representadas em azul na figura 1. Além disso, a partir das folhas betas,

representadas na cor amarelo (figura 1), ¢ possivel observar o grupo de folhas beta
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antiparalela do dominio I, bem como a folha beta antiparalela do dominio III. Essas
caracteristicas estruturais evidenciam a presenca da arquitetura tipica das TLPs nos
modelos de M. pseudoglaziovii, o que sugere que as proteinas modeladas podem
conservar a atividade funcional relacionada a familia, embora estudos experimentais

sejam necessarios para a validagdo definitiva.

Figura 1 — Modelagem 3D das TLPs utilizando o SWISS-MODEL. As a-hélices estdo representadas em
azul, as folhas beta em azul e as ligacdes dissulfeto em vermelho.
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Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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A partir das analises realizadas, foi realizada uma comparacdo entre as
propriedades apresentadas pelas TLPs, exceto a atividade antimicrobiana, j& que todas a
apresentaram, com o objetivo de selecionar as mais promissoras (figura 2). Com isso, as
TLPs candidatas que apresentaram maior potencial foram a TLP143 20, TLPS 11,
TLP35 6 e TLP4 7, por apresentarem cinco das sete propriedades desejadas
comparadas. Em contrapartida, as proteinas TLP1 16, TLP41 17, TLP55 6,
TLP78 16, TLP109 15 e TLP126 7 apresentaram somente duas das sete propriedades

desejadas utilizadas na comparacao, indicando menor potencial.

Figura 2 — Comparag@o das TLPs candidatas, classificadas em ordem decrescente de acordo com o
numero de caracteristicas desejadas apresentadas (destacadas em verde).

TLP Dominio conservado especifico Estavel Oito pontes dissulfeto Natureza basica Peptideo Sinal Nio téxica Extracelular
TLP143_20 Sim Sim Sim Sim Nio Nio Sim
TLP5_11 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim
TLP35_6 Sim Sim Nio Sim Nio Sim Sim
TLP4_7 Sim Nio Nio Sim Sim Sim Sim
TLP136_15 Sim Sim Nao Sim Nao Sim Nao
TLP43_6 Sim Sim Sim Sim Nao Nao Nao
TLP51_17 Sim Nao Néo Sim Sim Nao Sim
TLP85_17 Sim Sim Nio Sim Nio Nio Sim
TLP90_14 Sim Sim Nao Sim Sim Nao Nao
TLP103_6 Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim
TLP112_14 Sim Sim Nio Sim Nio Sim Nio
TLP37_12 Nao Sim Nao Sim Sim Nio Sim
TLP3_17 Sim Nao Nao Sim Sim Nao Nao
TLP21_9 Sim Nao Sim Sim Néo Nao Nao
TLP30_7 Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao
TLP31_18 Sim Nao Nio Sim Nio Nao Sim
TLP40_7 Sim Nido Sim Sim Nio Nio Nio
TLP80_5 Sim Nio Sim Sim Nio Nao Nio
TLP97_13 Sim Nao Sim Sim Nao Nao Nao
TLP98_5 Nao Sim Nao Sim Sim Nao Nao
TLP101_6 Sim Nao Nio Sim Sim Nao Niao
TLP106_5 Sim Nao Sim Sim Nao Nao Nao
TLP119_7 Sim Nao Sim Sim Nio Nao Nio
TLP120_19 Sim Niao Nio Sim Nio Nio Sim
TLP1_16 Sim Sim Nio Nio Nao Nao Nio
TLP41_17 Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim
TLP55_6 Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao
TLP78_16 Sim Nao Nio Nio Nao Sim Nao
TLP109_15 Nio Nio Nao Sim Nio Nio Sim
TLP126_7 Sim Nio Nio Nio Sim Nio Nio

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

6. CONSIDERAGCOES FINAIS

Foram identificadas 30 possiveis sequéncias de TLPs candidatas para uso como
antimicrobiano considerando todos os parametros analisados. Destas, as proteinas
TLPS 11, TLP43 6 e TLP143 20 sdo candidatas promissoras para desenvolvimento de
novas aplicagcdes biotecnoldgicas, mas necessitam de validagdo experimental para
confirmacdo da atividade antimicrobiana e investigacdo da toxicidade em sistemas
vivos. Além disso, essas TLPs sdo alvos interessantes para estudos posteriores

envolvendo modificagdes nas suas sequéncias, visando otimizag¢do das propriedades
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apresentadas ou o desenvolvimento de variantes com caracteristicas desejadas

aprimoradas.
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