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Septinas de Magnaporthe oryzae: uma abordagem estrutural

GARRATT, Richard; ARAUJO, Ana Paula Ulian de; PINTO, Andressa Patricia Alves; FERNANDEZ,
Luis Alberto Valverde

lvalverde7@usp.br

As septinas são ubíquas em fungos e animais e podem ser encontradas em diversos locais nas células e
podem-se envolver em muitos processos importantes na célula além da citocinese, como já foi mostrado
na fagocitose, ciliogênese, polarização celular e morfogênese e outros que exigem reestruturação da
membrana e/ou estruturas de suporte. (1) No fungo Magnaporthe oryzae que é o agente causador da
brusone do arroz (2), uma rede de filamentos de actina toroidal se forma na base do apressório por meio de
quatro septinas (sep3, sep4, sep5 e sep6), que formam uma estrutura de anel dinâmica, que se colocaliza
com a os filamentos de actina. As septinas, fornecem a rigidez cortical e a curvatura da membrana
necessárias para a protrusão de uma cavilha de penetração rígida para romper a superfície da folha. O
objetivo deste trabalho e a caracterização estrutural das septinas de M. oryzae, individualmente e de seus
complexos, para conseguir isso é necessário expressar em E.coli Rosetta (DE3), purificar e caracterizar as
septinas de forma estável e depois avaliar o grau de oligomerização, teor de nucleotídeo além de realizar
ensaios de cristalização; coletar dados de difração de raios-x dos cristais obtidos para resolução das
estruturas, realizar ensaios de ME por contrastação negativa para confirmar a organização dos complexos
com as proteínas integrais e resolver a estrutura dos complexos por Crio-ME. Atualmente conseguimos
expressar sep3-sep4 em pET-28a(+), sep5-6 e sep7 em pETDuet-1 para o analise em complexo dimérico.
Após purificação das amostras por cromatografia de afinidade (em coluna de níquel, as amostras foram
purificadas por cromatografia de exclusão molecular (superdex200) e o cromatograma mostrou que sep3-4
e sep5-6 eluem em um volume que corresponderia ao fato de estarem formando tetrâmeros, concordando
com a proposta de que o filamento seja composto da seguinte forma: sep5-sep6-sep3-sep4-sep4-sep3-
sep6-sep5. Para fazer o complexo octamérico, foi expresso sep3-4 e sep5-6 em pETDuet-1 separadamente
e depois copurificados em uma coluna de afinidade, o gel desnaturante SDS-PAGE mostrou que as
septinas não estão sendo expressas equimolarmente e modificações nas condições também estão sendo
feitas para melhorar a estabilidade e a expressão. Usando o método de Gibson Assembly (3) foram
feitas subclonagens para expressar os domínios G das septinas: sep3G-sep4G, sep5G-sep6G, sep7G e
sep8G e sep8GCDTM, essas subclonagens estão sendo sequenciadas para confirmar se as sequências
estão corretas e continuar com os testes de expressão.
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