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RESUMO

O gene sintético DomB, isolado da fragdo da apirase de batata (Solanum
tuberosum), apresenta atividade antigénica em animais e confere resisténcia a
plantas de fumo (Nicotiana benthamiana) a infecgdo bacteriana por
Pectobacterium atrosepticum. No presente trabalho, propusemos a analise
proteica diferencial em plantas de Nicotiana benthamiana geneticamente
modificadas com o gene sintético g2S2-6His-DomB por nanoUPLC-MSE. Para
esse fim, comparamos o conteudo proteico da progénie hemizigética RO de N.
benthamiana modificadas geneticamente com o gene ao conteudo proteico de
N. benthamiana selvagem, e desses grupos desafiados com P. atrosepticum.
Além disso, propusemos a avaliagdo da atividade do mesmo gene em S.
tuberosum via agroinfiltracdo. A partir da andlise das proteinas tripsinizadas, os
resultados sugerem que ocorre a producéo de proteinas possivelmente ligadas
a sinalizacao de defesa quando as plantas sdo submetidas a um desafio com
uma fitobactéria, porém devido ao baixo numero de identificagbes, temos como
perspectiva repetir os experimentos com um maior numero de réplicas. As
analises preliminares com a cultivar comercial Solanum tuberosum cv. Asterix da
expressao transiente do mesmo gene sintético pelo método de infiltragcdo via
Agrobacterium cepa 3101 contendo o plasmideo pk7WG2D-gfp-g2S2-6His-
DomB, comparada a outro grupo onde houve a co-infiltragado com Agrobacterium
EHA101 contendo TCV-CP, que funciona como um supressor do silenciamento
de genes poés-transcricionais, apresentou resultado promissor. Apos o quinto dia
de agroinfiltracdo, as folhas de S. tuberosum com 5 - 8 semanas foram
desafiadas com a bactéria fitopatogénica e observadas por mais sete dias. Ao
final desse periodo observamos que houve uma reacao de hipersensibilidade no
local de aplicagéo, mas que tal processo nao se expandiu por todo o tecido foliar.
O imunoensaio dot-blot sugere a expressado do polipeptideo p2S26His-DomB
nas folhas infiltradas com o plasmideo e com o TCV-CP. Buscando obter
cultivares resistentes a um problema nas culturas de batata, que é a infecg¢ao por
P. atrosepticum, o projeto pode potencialmente adicionar informagdes sobre os
mecanismos de defesa das plantas modificadas geneticamente com o gene
g2S2-6His-DomB e propiciar uma melhor agcdo na producdo de plantas
transgénicas resistentes a fitopatdgenos com o gene sintético DomB.

Palavras-chave: Dominio B. Nicotiana  benthamiana. Protebmica.
Pectobacterium atrosepticum. Solanum tuberosum.



ABSTRACT

The DomB synthetic gene isolated from potato (Solanum tuberosum) apyrase
fraction has demonstrated anti-gene activity in animals and resistance of tobacco
(Nicotiana benthamiana) plants against Pectobacterium atrosepticum. In this
work we propose differential proteic profile analysis in Nicotiana benthamiana
plants genetically modified with g2S26His-DomB synthetic gene by nanoUPLC-
MSE tool. We compared the RO hemizigotic progenie protein content of transgenic
N. benthamiana with native N. benthamiana protein content, and these groups
challenged with P. atrosepticum. Moreover, we proposed the evaluation of this
gene activity in S. tuberosum by agroinfiltration. Trypsinized proteins initial
analyses suggests that defense sinalization proteins were produced by N.
benthamiana. The preliminary analysis of Solanum tuberosum cv. Asterix
commercial cultivar of transiently expressing the same quimeric gene by agro-
infiltration method using Agrobacterium 3101 with pk7WG2D-gfp-g2S2-6His-
DomB plasmid, compared to another group where exist co-infiltration with
Agrabacterium EHA101 containing TCV-CP, that works like a suppressor of
silencing of post- transcriptional gene, showed promising results. After the fifth
day of agro-infiltration, 5 - 8weeks S. tuberosum leaves were, tested with
phytopathogenic bacterium and observed for seven days. By the end of this
period, a hypersensitivity reaction was observed at application site which did not
expanded for the whole leaf tissue. The dot-blot immunoassay suggest that the
expression of p2S26His-DomB polypeptide, in infiltrated leaf wih plasmid and
TCV-CP. To get resistant cultivars against P. atrosepticum infection, this work
can add information about defensive mechanism of transgenic plants with g2S2-
6His-DomB gene and get a better production of transgenic potato plants resistant
to phytopathogenic with DomB synthetic gene.

Keywords: B domain. Nicotiana benthamiana. Proteomic. Pectobacterium
atrosepticum. Solanum tuberosum
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1. INTRODUCAO
1.1. FUNCIONAMENTO DO SISTEMA DE DEFESA DE PLANTAS

Diferente dos mamiferos, as plantas carecem de um sistema imune adaptativo e
possuem apenas a imunidade inata, além de sinais que auxiliam na defesa
contra algum ataque (BARI & JONES, 2009). Em um primeiro momento, a planta
libera substancias que podem evitar a progressao da infecgdo, incluindo ceras,
cutinas, deposicao de lignina, além de moléculas antimicrobianas (VANETTEN
et al., 1994; OSBOURN, 1996; ALIA et al, 2018). Muitos patdbgenos conseguem
ultrapassar essa barreira, o que pode ativar o sistema imune por duas rotas de
defesa: ele pode ser desencadeado por padrées moleculares (pattern triggered
imunity- PTI) ou por efetores (effector triggered imunity- ETI) (CHISHOLM et al.,
2006).

Quando desencadeado por padrbes moleculares, estes podem ser padrdes
associados a patégenos (PMAP); a microorganismos nao patogénicos (PMAM);
ou aos danos (PMAD), quando sao causados por moléculas produzidas a partir
da acao de enzimas do patégeno durante o processo de infecgdo. Um exemplo
bem descrito de PMAP ¢é a flagelina bacteriana, que possui um epitopo de 22
aminoacidos (flg22) presente no flagelo, estrutura de locomogéao da bactéria, e é
reconhecida por uma quinase receptora rica em repeticdes de Leucina (leucine
rich repeat - LRR) sintetizada a partir do gene FLS2, caracterizado em
Arabidopsis (GOMEZ-GOMEZ & BOLLER, 2000).

No caso de uma imunidade desencadeada pelo reconhecimento dos
padrdes, as plantas possuem receptores na superficie da membrana celular,
como exemplo os receptores do tipo quinase (RLK) que sao dominios
extracelulares que reconhecem padrdes (PRR) conservados dos patégenos e
incitam a imunidade (PTIl) na planta; ou internamente, em que existem os
receptores intracelulares, como os dominios ricos em repeticbes de leucina
(LRR) que reconhecem as moléculas efetoras e levam a imunidade
desencadeada por efetores (ETI) liberados em ataques por pragas ou
microorganismos (JONES & DANGL, 2006; SAIJO et al, 2018).
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Um conjunto de alteragcbes ocorre na célula vegetal apdés o
reconhecimento desses PAMPs/MAMPs como o influxo de ion Ca?*, ativagdo da
via MAP-quinase, ativacdo de genes de defesa, produgédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), deposicdo de calose e lignificagcdo da parede celular,
fechamento dos estdmatos, além da alteracédo nas concentragdes dos hormdnios
etileno e jasmonato (GRANT & LAMB, 2006; BIGEARD et. al., 2015).

Os hormdnios vegetais sdo pequenas moléculas produzidas em
diferentes condigdes fisioldgicas a que a planta esta sujeita, seja para defesa
contra patdgenos ou estresses abioticos. O acido salicilico, jasmonato e etileno
sdao hormdnios chave na imunidade da planta. O acido salicilico é produzido
quando o ataque ocorre com patdgenos biotroficos ou hemibiotroficos e também
em estresse abidtico. O jasmonato e o etileno sdo produzidos em maiores
quantidades quando o ataque é de um patdgeno necrotrofico. Outros fitormdnios
também sao produzidos sob essas condicbes como as auxinas, o acido
abscisico, citocininas, brassinosterides, além das estrigolactonas, sendo que a
relacdo entre eles pode ser de sinergismo ou antagonismo (FIGURA 1) (GOMEZ-
ROLDAN et al. 2008; UMEHARA et al. 2008; DENANCE et. al. 2013; BERENS
et. al., 2017).

As vias de sinalizagdo desses hormonios tém sua importancia pois muitos
patégenos interferem diretamente nos niveis hormonais das plantas quando as
atacam, podendo até potencializar a infecgdo causada (SHOJI & HASHIMOTO,
2011).
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Figura 1. Producao de horménios apds o estimulo de um patégeno. As respostas de resisténcia
a doengas de plantas s&o induzidas por reconhecimento de PAMPs / efetores de patégenos e
pragas por proteinas PRR de plantas. Esse reconhecimento modula a homeostase hormonal da
planta e a reprogramacao transcricional de genes defensivos. A ativagao destas respostas de
resisténcia indutiveis (PTl e / ou ETI) regula negativamente a expressao de genes associados
ao desenvolvimento. Efetores de patdgenos interferem no equilibrio hormonal e na ativagédo de
PTI e ETI. Os patégenos também podem afetar negativamente o crescimento das plantas e os
processos associados ao desenvolvimento como a expressao transcricional dos genes e a
regulacao negativa das vias de sinalizagéo. Interacdes positivas e negativas sao indicadas por
setas e quadrados, respectivamente. AAB: acido abscisico; AlA: acido indoloacético; ET: etileno;
AJ: acido jasmonico; AS; acido salicilico; AG, acido giberélico; BR, brassinosterdides (Fonte:
adaptado de Denancé et al., 2013).

A segunda frente de defesa na planta é a imunidade desencadeada por
efetores. Segundo Dalio (2014), "Os efetores sdo moléculas liberadas ou
associadas a um organismo que modificam a fisiologia de outro organismo". Os
patégenos podem liberar moléculas efetoras que driblam a imunidade da planta
e levam a uma susceptibilidade desencadeada por efetores (ETS). Algumas
plantas séo capazes de reconhecer essas moléculas por meio de proteinas de
resisténcia (R) e conseguem desencadear uma imunidade desencadeada por
efetores (ETI). Nesse caso, no local da infecgédo geralmente ocorre uma resposta
de hipersensibilidade (RH), com a consequente necrose tecidual restringindo a
infeccdo, e ampliando a sinalizagdo para células vizinhas gerando uma
resisténcia distal induzida (SILVA et al., 2018).
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O modelo zigue-zague (FIGURA 2) traduz o sistema de defesa em
plantas, mostrando as duas linhas de defesa que podem ocorrer, seja ela pelo
reconhecimento de padrées moleculares (PTI) ou pela liberagdo de moléculas
efetoras (ETI) por parte do hospedeiro, levando a expressdo dos genes R
(JONES & DANGL, 2006).
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Figura 2. Modelo zigue-zague ilustrando o funcionamento no sistema imune da planta. Na
primeira fase os padrbes moleculares associados a microorganismos/ patdgenos
(MAMPs/PAMPs, marcados como "diamantes" vermelhos) sdo reconhecidos pela planta por
meio dos PRRs € medeiam a imunidade desencadeado por PAMP (PTIl). Na fase seguinte os
patégenos bem sucedidos implementam efetores que suprimem a PTI, resultando em uma
susceptibilidade desencadeada por efetor (ETS). Na terceira fase, um efetor (indicado em
vermelho) é reconhecido por uma proteina NB-LRR e ativa a imunidade desencadeada por efetor
(ETI). Algumas plantas apresentam proteinas ligadas a resisténcia (R) e reconhecem a atividade
dos efetores, o que leva a imunidade desencadeada por efetor (ETI). A ETI atua como uma PTI
amplificada que pode passar para uma indugédo de morte celular hipersensivel (HR). Na ultima
fase, alguns patdgenos isolados que perderam o efetor (vermelho), e talvez tenham adquirido
novos efetores (azul), por exemplo por meio do fluxo horizontal de genes, podem ajudar a
suprimir a ETI. A selecao favorece os novos alelos NB-LRR da planta que podem reconhecer um
dos efetores recém-adquiridos, resultando novamente em ETI (Fonte: adaptado JONES e
DANGL, 2006).
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Bactérias gram-negativas patogénicas de plantas expressam proteinas
efetoras a partir dos clusters génicos hrp (hypersensitive response [HR] and
pathogenicity) e hrc (HR and conserved) e sdao capazes de inocular essas
moléculas diretamente do seu citosol nas células das plantas por um sistema de
secrecao do tipo Il (T3SS). Esse aparato, por vezes chamado de injetossoma,
apresenta uma agulha extracelular, o corpo basal, e os componentes
citoplasmaticos na sua estrutura (FIGURA 3) (CORNELIS, 2006; PORTALIOU
et. al. 2016).

O T3SS é o mais utilizado por essas espécies de bactérias, que tem como
representante o objeto de nosso estudo P. atrosepticum, para infecgdo em
plantas, animais ou simbiontes e apresentam componentes, alguns dos quais
substratos efetores, chaperonas e reguladores transcricionais, que sao do
préprio sistema secretor do patdégeno. Esses componentes originam um sistema
secretor completo, que tem como caracteristica ser induzido quando entram em
contato com a membrana da célula hospedeira (NANS et al. 2015). Tal
expressao no caso de infecgdo em plantas tem sua progressao com sinais da
propria planta, por exemplo compostos fendlicos, ou condi¢gdes quimicas ou
fisiolégicas como pH baixo e baixa osmolaridade (NOTTI, 2016).

Para que a viruléncia da infecgao seja efetiva nas células hospedeiras, as

bactérias possuem proteases intra e extracelulares que contribuem no processo
da infeccdo desde a destruicdo da matriz da célula até atrapalhando a
sinalizalizacdo na célula hospedeira (HOU et al, 2018). Zhou et al. (2018)
observaram que a fosforilagado do grupo de proteases extracelulares LON auxilia
na viruléncia bacteriana e na indugao da resposta hipersensitiva (HR), mantendo
a expressao dos genes hrp/hrc no hospedeiro.
A compreenséao do sistema imune na planta € uma importante ferramenta para
o desenvolvimento de novas cultivares resistentes as infecgdes que atingem
grande parte das culturas agricolas no pais, e o estudo nas plantas modelo
auxiliam nessa etapa (MILLER et al., 2017; CHANG et al., 2016).
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Figura 3. Esquema do sistema de secrec¢ao do tipo 3 (T3SS). A imagem apresenta a estrutura
do sistema que consiste no segmento extracelular, o corpo basal e os componentes
citoplasmaticos. Os componentes homodlogos sdo apresentados com a mesma cor nas
estruturas. No nucleo do sistema existe uma espécie de nanoseringa para injetar os efetores no
citoplasma da célula hospedeira (Fonte: adaptado de Portaliou et al., 2016).

1.2. Nicotiana benthamiana COMO PLANTA MODELO PARA ESTUDO DA
INTERAGAO PLANTA - PATOGENO

A escolha da espécie da planta € um passo importante para o uso dessa
plataforma. Fatores como rendimento total de biomassa, armazenamento,
transporte, custos de manutengcdo, tamanho da estrutura necessaria para
manutencao da planta influenciam nessa deciséo (SCHILLBERG et al., 2005).
Com esses fatores as plantas se mostram um sistema vantajoso para a producao
de proteinas. Existem duas formas de expressao proteica com esse modelo. A
primeira em que se tem a expressdo de forma estavel, ou seja, a sequéncia
codificante da proteina de interesse é clonada em um cassete de expresséao e
ocorre a integracao da regiao T-DNA no genoma do hospedeiro, e a expressao
ocorrendo apods a regeneracdo dos tecidos. Dessa forma, a expressado tem
carater hereditario, sendo repassado para as préximas geragoes, apesar de
poder acontecer algum evento de silenciamento. O segundo método de
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expressao € a transiente, nesse caso, os vetores construidos com a sequéncia
de interesse sdo injetados, via Agrobacterium tumefaciens, na planta ja
desenvolvida, de forma que a produgao da proteina seje rapida e atinja um pico
entre 2 a 5 dias apos a infecgdo (sendo estes dias variaveis), declinando em
seguida (LEUZINGER et al., 2013; KRENEK et al., 2015).

Representante da familia Solanaceae, N. benthamiana teve sua primeira
descrigao na Australia no século XIX (GOODIN et. al., 2008). Essa espécie tem
sua importancia nos estudos da interagdo planta-patégeno por serem capazes
de expressar genes exogenos por meio de um vetor de virus de planta; e também
por ser suscetivel a infecgbes por bactérias, fungos ou virus, que fez dessa
planta um modelo muito utilizado em estudos de infecgbes virais. Apresentam
uma alta eficiéncia em silenciamento génico induzido por virus (VIGS),
expressao eficiente de uma proteina expressa de forma transiente por infiltracéo
via Agrobacterium tumefaciens (TODESCO & FELIPPES, 2016). Além disso, o
tabaco tem outras vantagens tais como elevado rendimento de biomassa, € uma
planta ndo alimenticia, possui crescimento e colheita durante o ano todo e
apresenta protocolos de transformagcdo bem estabelecidos (FISCHER et al.,
2004; STOGER et al., 2000). Outras plantas como alfalfa (Medicago sativa) e
alface (Lettuce sativa) também estdo sendo utilizadas para a producédo de
moléculas recombinantes (SOURROUILLE et al.,, 2008; LAl et al., 2011).
Atualmente, N. benthamiana tem sido usada como modelo de estudo para
producao de antigenos recombinantes, visando a produgéo de vacinas (TIWARI
et al., 2009).

1.3. FITOBACTERIA Pectobacterium atrosepticum COMO CAUSADORA DE
"PODRIDAO - MOLE"

Listada entre as 10 bactérias patogénicas em plantas de interesse tanto
econdmico quanto cientifico, a Pectobacterium atrosepticum é responsavel por
grandes perdas na produgao de batata. Representante de Enterobacteriacea, P.
atrosepticum (antigamente nomeada como Erwinia carotovora subsp.
atroseptica) é um fitopatdégeno necrotréfico, anaerdbico facultativo oportunista
gue causa grandes prejuizos na agricultura atingindo culturas como as do arroz,

trigo e batata, sendo que na batata causa a doenga conhecida como "podridao-
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mole" (PEROMBELON, 2002; MANSFIELD et al., 2012). As formas de
contaminagdo por esse patégeno incluem o contato com tubérculos
contaminados; a presenca deles no solo; e transmisséo por insetos, sendo esta
ultima uma importante linha de pesquisa que indica uma evolugao do inseto com
o patdégeno e a sua influéncia na transmissao para a planta (DAVIDSSON et al,
2013).

Os organismos necrotréficos s&do mais agressivos do que os biotréficos ou
hemibiotréficos, pois eles provocam a morte celular extraindo nutrientes do
tecido da planta. O mecanismo de viruléncia dessa bactéria se inicia com a
degradacgdo da parede celular por pectinases e celulases. Além disso, produz
proteinas indutoras de necrose, seguida de uma intensa motilidade adquirida
pelo flagelo da bactéria e a atuagdo dessas enzimas que degradam a parede
celular de plantas (PCWDEs) que auxiliam na determinacdo do carater
necrotréfico da infeccdo por Pectobacterium. E uma bactéria oportunista em que
o estagio inicial da infecgao € na forma assintomatica, e quando a populacao da
bactéria aumenta, e a oferta de oxigénio diminui, a infec¢ao passa para sua fase
sintomatica. O mecanismo geral de defesa na planta contra Pectobacterium é
principalmente a PTI (pattern triggered imunity), sendo ela PAMP/DAMP
(MATTINEN et al., 2008; BOWDEN et al., 2013; DAVIDSSON et al., 2013).
Considerando as frentes de defesa apds contato com o patégeno, algumas
substancias sdo produzidas como, por exemplo, o acido salicilico (AS), acido
jasménico (AJ) e etileno (ET), sendo o AJ e ET em casos de infecgcdo com
microorganismos necrotroficos (MINE et al., 2014).

Baseado na complexidade das proteinas envolvidas durante o ataque de um
patégeno a uma planta, estuda-las seria uma forma de elucidar melhor o
mecanismo envolvido. A protebmica sera a ferramenta utilizada nesse trabalho
a fim de identificar essas proteinas para assim, entender a interferéncia do gene

inserido de forma transiente no processo de infec¢ao por P. atrosepticum.

1.4. A APIRASE E O DOMINIO B

Também conhecida como NTPDase (nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase) a apirase € uma enzima que atua na hidrélise de ATP,
tendo como ativador um cation bivalente (JIANG et al., 2017). Além de participar
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da interacdo planta - hospedeiro, esta enzima esta relacionada ao crescimento
e proliferacéo celular, mecanismos de sinalizacéo celular e, também, no acumulo
de amido em tubérculos de batata (Solanum tuberosum) (WUJAK et al., 2013;
RIEWE et al., 2008).

As NTPDases sao definidas por possuirem cinco regides conservadas (ACRs 1-
5; "apyrase conserved regions") ja descritas que atuam no sitio catalitico da
enzima (HANDA & GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOQOS et. al., 1996).

Em Arabidopsis, foi relatada a relacdo da enzima apirase com resisténcia a
herbicidas, além de gravitropismo associado a auxina (WINDSOR et al., 2003;
TANG et al., 2003).

Em algumas infecgbes parasitarias causadas por Toxoplasma gondii,
Trichomonas vaginalis, e Schistosoma mansoni, essas enzimas, presentes
também nesses parasitos, exercem seu papel de potencializar a infeccdo na
célula hospedeira (SANSOM, 2012).

Demonstrou-se que as apirases de parasitos e de plantas compartiiham um
dominio chamado de "B" com 40 aminoacidos. A partir da hipbétese de
convergéncia evolutiva entre as apirases de plantas e de parasitos, foram feitos
varios trabalhos com o recombinante do dominio B da apirase de batata S.
tuberosum (r-6His-DomB) e peptideos sintéticos (potB1LJ e potB2LJ) oriundos
deste dominio e também pertencentes ao dominio B de NTPDases de S.
mansoni e Leishmania braziliensis. Foram feitos testes de imunizacdo em
camundongos mostrando o compartilhamento de epitopos entre os dominios B
das apirases de plantas e de parasitos (FARIA-PINTO et al., 2004; 2006; 2008,
2010a, b; MENDES et al., 2011; COIMBRA et al., 2008; REZENDE-SOARES et
al., 2010; MAIA et al., 2011; PORCINO et al., 2012; DETONI et al., 2013; MAIA
et al., 2013; DETONI, 2015).

A comparacgao das apirases de batata (S. tuberosum) com as de outras familias
de plantas, mostrou, por um alinhamento das sequéncias primarias dos dominios
B, uma alta similaridade e identidade (QUELLIS, 2013).

Quellis (2017) mostrou que os peptideos sintéticos potB1LJ e potB2LJ, e o
recombinante r-6His-DomB foram capazes de reduzir o calibre dos vasos e do
fluxo vascular, além de induzirem deposicao de calose e producao de peroéxido
de hidrogénio, em folhas de Nicotiana benthamiana, ambos indicadores de
ativacao de defesa de planta (OH e COLLMER, 2005; LUNA et al., 2011; CHOI
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et al., 2016). O potB1LJ foi relacionado a redugdo do calibre dos vasos, o
potB2LJ na inducdo e producido de calose, e o r-6His-DomB na inducao de
producao de H20.. Estes resultados mostraram que, ambas as porcoes N- e C-
terminal do dominio B da apirase de batata, representadas pelos peptideos
potB1LJ e potB2LJ, respectivamente, sdo aptas para ativar a imunidade
disparada por padrao (PTI) (QUELLIS, 2017).

O plasmideo de expresséo final obtido para os estudos da expressao transiente
pk7WG2D-GFP-g2S2-6HisDomB foi construido por Quellis (2017) (FIGURA 4).
O gene quimérico g2S2-6His-DomB reune caracteristicas defensivas quando
inserido na cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens e na cepa EHA101 de
A. tumefaciens previamente transformada com a proteina de capsideo (CP) do
virus TCV. O TCV-CP é o gene que codifica para a proteina do capsideo (CP;
p38) do “virus do encrespamento do nabo” (TCV; Turnip crinkle virus), uma
supressora de silenciamento génico em plantas, que foi utilizada a fim de evitar
um possivel silenciamento de genes pds-transcricdo enquanto os experimentos
eram realizados. Tal associacdo se mostrou eficiente na expressdo do
polipeptideo  quimérico p2S2-6His-DomB em N. benthamiana de
aproximadamente 7 kDa (QUELLIS, 2017).
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Figura 4. Plasmideo final pk7WG2D-GFP-g2S2-6HisDomB. O esquema apresentado
demonstra o local de insergao do gene quimérico (Modificado de Invitrogen, USA). (Fonte:
QUELLIS, 2017)
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Os testes em N. benthamiana continuaram com o desafio do fitopatdgeno
necrotréfico Pectobacterium atrosepticum apoés a infiltragdo com os peptideos
sintéticos, os quais se mostraram capazes de estimular uma resposta de
hipersensibilidade, ocorrendo uma sinalizacdo de defesa e uma resisténcia
sisttmica naquelas plantas expressando transitoriamente o polipeptideo
quimeérico p2s2-6His-DomB (QUELLIS, 2017).

Além dos testes em N. benthamiana utilizando o polipeptideo g2S2-6HisDomB,
os mesmos foram feitos em sementes de Calliandra brevipes, representante da
familia Fabaceae que apresenta atividade apirasica nas suas folhas e caule, e
quando desafiadas com a bactéria P. atrosepticum, sobreviveram a infeccao,
mantendo o crescimento e desenvolvimento normais de 6rgao da plantula, por
20 dias (DETONI et al., 2012; QUELLIS, 2017).

Muitos programas de melhoramento buscam solugdes em cima da relagao entre
a planta hospedeira e o patégeno, estimulando mecanismos de defesa da propria
planta. Sendo uma planta modelo, os testes de resisténcia feitos em N.
benthamiana, contra a infeccao por P. atrosepticum, que é o objeto de estudo,
podem ser ampliados para outras espécies de Solanaceae com importancia
agronOmica como tomate e batata e que também sofrem com a infec¢ao por
bactérias desse género (ALEXANDERSSON et al., 2016; PANDA et al., 2016;
AHMED et al., 2017).

1.5. PROTEOMICA

Sendo o conjunto de aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas, as proteinas
podem ser classificadas como o fruto da expressao génica dos diversos
organismos, podendo ser variavel com o tempo, com a condigao fisiologica e
ambiental do sistema em estudo, e quando assumem a estrutura tridimensional
nativa passam a ter atividade biolégica (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011;
BARACAT-PEREIRA et al., 2014).

Com a utilizagdo de métodos bioquimicos cunhou-se o termo protedmica, em
1995, que consiste na caracterizagcao qualitativa e quantitativa do conjunto das
proteinas de uma linhagem celular, tecido ou organismo (ZALUZEC et al., 1995).
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Com uma compreensao que vai além da gendmica, o estudo proteémico se
baseia na interagdo proteica.

A era pos-gendmica levou ao desenvolvimento e utilizagcdo de varias técnicas
que auxiliaram a interpretacdo dos eventos que ocorrem dentro da célula. As
estratégicas “émicas” incluindo, transcriptémica, metabolémica, protedmica,
avangaram no estudo da fisiologia celular (RAJA et al., 2017).

A protedbmica mostrou ser um método de estudo poderoso, podendo contribuir
diretamente em questdes relacionadas com estudos de larga-escala da fungéo
génica, direcionadas em nivel proteico (TULI & RESSOM, 2009). Esse método
permite conhecer o produto final de um determinado gene, as propriedades
quimicas e locais da atuagéo na célula através de metodologias reprodutiveis e
sensiveis, que podem levar a analise de todo conteudo proteico e suas
modificagdes pds-traducionais, de acordo com a abordagem utilizada.

As condicdes de estresse bidtico ou abidtico que afetam as plantas podem
interferir na expressao de proteinas, por isso, nos ultimos anos, a caracterizagao
protedmica tem sido uma estratégia para geragdo de sementes resistentes a
infecgbes por pragas ou mesmo com melhor rendimento em condigdes climaticas
adversas (TAKAC et al., 2016; TRUONG et al.,2018).

O desenvolvimento desse estudo se deve ao concomitante avanco nas
metodologias de separagdo de peptideos e proteinas, analises por
espectrometria de massa e bioinformatica, além de metodologias hibridas. O
desafio passa a ser integrar e analisar os inumeros dados gerados com essa
ferramenta (PATTERSON & AEBERSOLD, 2003).

1.6. FERRAMENTAS MOLECULARES PARA O ESTUDO PROTEOMICO

Quando a analise protebmica é feita a partir da clivagem enzimatica de

um conjunto de proteinas fala-se em bottom-up (ou shotgun); quando nao ocorre
essa clivagem e a caracterizagao € realizada com as proteinas intactas, ela é
classificada como top-down (CANTU et. al. 2008).
A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma das ferramentas utilizadas em
protebmica, que permite a separacdo a partir do ponto isoelétrico e do peso
molecular, e visualizacado de diversas proteinas ao mesmo tempo, em um gel de
poliacrilamida-SDS (OLIVEIRA et. al., 2014).
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A analise protedbmica do tipo bottom-up (shotgun) foi a utilizada no presente
trabalho. Nesse caso, as proteinas sao extraidas das células lisadas, e em
seguida digeridas de forma enzimatica. Os peptideos entdo sdo analisados no
espectrometro (LI & TANG, 2016).

Tem se trabalhado na busca de eficiéncia, exatidao, além de sensibilidade nas
técnicas possibilitando uma analise cada vez mais eficiente em amostras
complexas. Isso se vé nos casos de acoplamento da cromatografia com a
espectrometria de massa como, por exemplo, nas analises em nanoUPLC-MSF,
em que ha a cromatografia liquida de ultra performance, acoplada ao
espectrémetro de massa, e os dados proteicos sao obtidos pela alternancia de
elevada e baixa energia de colisao.

A espectrometria de massa € uma técnica bastante sensivel utilizada para
entender a informagdo gerada pelos genes. Ela atua na identificacdo de
compostos baseada na separacdo dos ions de acordo com a relacao
massa/carga. Um espectrobmetro de massa é composto de quatro elementos:
uma fonte de ionizacdo; um separador de massas; um detector de ions; e um
analisador de dados. O MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) e o
ESI| (electrospray ionization) sao fontes de ionizagdo usadas com o
espectrometro de massa. Quadrupolos, time-of-flight (TOF), ou ion-traps sao
alguns exemplos de separadores de massa que existem no mercado. Eles
podem ser usados de forma isolada ou associados, dai os equipamentos passam
a ser chamados de hibridos (CHANDRASEKHAR et al., 2014).

Visando obter dados sobre a expressdo do proteoma diferencial de
plantas N. benthamiana susceptiveis e resistentes a infeccao por P.
atrosepticum, o presente trabalho avaliou as possiveis modificagcbes que
ocorreram frente a insergao do gene exdgeno proposto por Quellis (2017).

O outro ponto a ser discutido neste trabalho é a transformacéao transiente em
uma planta, de importancia econémica, com o mesmo gene proposto por Quellis

(2017). A batata (S. tuberosum) foi a planta escolhida para estes testes.

1.7. Solanum tuberosum COMO MODELO COMERCIAL PARA OS TESTES
COM O GENE QUIMERICO
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Integrante da familia Solanaceae, a batata (Solanum tuberosum L.), teve uma
producédo de 3.851.396 toneladas em 2016 (FAO, 2017), e em 2018 uma
produgdo de mais de uma tonelada (SIDRA, IBGE 2018) (TABELA 1). E uma
cultura que produz durante o ano todo, mas que sofre com doencas fungicas,
virais e bacterianas. Historicamente, P. atrosepticum € uma fitobactéria que
causa muitos prejuizos na produgao mundial de batatas. Além dessa espécie, P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. carotovorum subsp. brasiliensis, podem
causar podriddo-mole no brasil, ocorrendo em Sao Paulo, Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, que sao os estados de maior produgéo (EL
TASSA e DUARTE, 2004; BENELLI et al., 2004).

Tabela 1. Producao, area e produtividade de batata no Brasil, entre as décadas de 1960 a 2010

e em 2018
Item quantificado Década
Pais/Regido 60 70 B0 80 10 18
Brasil
Produgéo (1) 1.080.310 1.583.465 2.059.785 2233721 3547510 1.778.5M1
Area (ha) 191.2556 214155 181.084 158.326 137.044 62247

Produtividade (tha’) 5,6485 7,394 10,7107 14,1084 258859  2B575

Fonte IBGE, 2018; FAO, 2018.

Tendo em vista que grande parte das cultivares plantadas hoje no Brasil € de
origem europeia, os programas de melhoramento tém como foco adaptacdes a
temperatura e luminosidade. O ajuste a temperatura tem como foco combater as
infecgbes por diferentes patdégenos, devido a maior temperatura média, ja que
estamos em uma regiao tropical, e o ajuste ao fotoperiodo é devido as diferentes
amplitudes luminosas nas diferentes regides do Brasil (12-14h) quando
comparado com o das regides europeias (16-18h em uma safra de verao)
(HAVERKORT & VERHAGEN, 2008; AKSENOVA et al., 2009). O uso apenas
de defensivos agricolas para controle de doencgas tem um custo muito alto, além

de trazer riscos futuros para o solo manejado e comunidade no entorno, por isso
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se faz necessario a busca de formas alternativas para tratar esses problemas
(DELEO e CARDOSO, 2014).

Apesar de técnicas de cuidado no manejo e armazenamento de tubérculos, o
uso de cultivares resistentes a podriddo-mole sao vistos como uma solucao para
se evitar as grandes perdas geradas por essa patogenia (VITALE et al, 2004,
PEREIRA, 2011; CHAGAS, 2017).

Assim, o presente trabalho visou avaliar se o gene quimérico g2S2-6His-DomB
apresenta atividade contra a pectobactéria por meio da analise protedmica
diferencial de N. benthamiana ja transformada. Este estudo fornecera dados que
permitirdo a transformagao genética de cultivares comerciais de S. tuberosum
com o gene quimérico g2S2-6His-DomB, consolidando os estudos de protecao
contra a bactéria fitopatogénica P. atrosepticum, iniciados na planta modelo N.

benthamiana.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Diferenciar a expressdao do conteudo proteico entre Nicotiana benthamiana
selvagem e N. benthamiana transgénica que contém o gene g2S2-6HisDomB e
o padrdo molecular relacionado a defesa contra o patdgeno necrotrofico
Pectobacterium atrosepticum, e desafiar plantas de batata (Solanum tuberosum)

modificadas de forma transiente com o0 mesmo patdgeno.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Examinar o conteudo qualitativo de proteinas em Ro de N. benthamiana

por analise protedbmica shotgun.

2.2.2. Validar as transformacgdes transientes nas folhas de S. tuberosum cv

Asterix por meio da visualizacado da proteina reporter GFP.

2.2.3. Desafiar as folhas de S. tuberosum cv Asterix previamente agroinfiltradas

com a bactéria P. atrosepticum, avaliando os aspectos fenotipicos da infecgao.
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3. METODOLOGIA

3.1. CRESCIMENTO E MANUTENGAO DE PLANTAS Nicotiana benthamiana

Para um grupo controle, foram germinadas 120 sementes de N. benthamiana
selvagem in vitro em meio MS (Murashige and Skoog Basal Medium, SIGMA,
USA), sacarose (20 g/L) e agar (7 g/L), e 120 sementes transgénicas sob

condicdes estéreis.
3.2. ANALISE PROTEOMICA DE PLANTAS DE N. benthamina Ry

3.2.1. EXTRAGAO DE PROTEINAS DE FOLHA PARA ANALISE NO
ESPECTROMETRO

As proteinas totais das folhas foram extraidas de plantas constituintes de
quatro grupos experimentais: Nicotiana benthamiana controle (GS); N.
benthamiana controle desafiada (GSD); N. benthamiana transgénica/resistente
(GR); N. benthamiana transgénical/resistente desafiada (GRD)
(BR10201700439) (VASCONCELOS et al., 2017). Cada grupo foi composto por
cinco vasos.

Vinte e quatro horas (24 h) apdés o desafio com Pectobacterium
atrosepticum, um pool de 15 g de folhas infiltradas de N. benthamiana foi
coletado de cada tratamento e submetido a extragdo de proteinas seguindo a
metodologia MPLEX (NAKAYASU et al., 2016), que consistiu na maceragao do
tecido foliar, seguido da adicdo de agua em um volume suficiente para cobrir 0
conteudo macerado, além da mistura cloroférmio-metanol (2:1).

Os microtubos foram entao levados ao voértex por um minuto e incubados
no gelo por cinco minutos. Em seguida foram centrifugados durante 10 minutos
a 4°C, 10835 g. Foi obtido um sistema trifasico em que a camada intermediaria
corresponde a porcgao proteica. Esta fase foi entdo lavada com 1 ml de metanol
gelado, colocado no vortex durante um minuto, e posteriormente centrifugado a
10835 g durante 10 minutos a 4°C.
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Os sobrenadantes foram ent&o descartados, e os sedimentos foram secos
em uma centrifuga a vacuo por cinco minutos. O material resultante foi
congelado em um freezer -80 °C para posteriores analises.

A dosagem de proteinas foi feita por Bradford (Bradford, 1976) utilizando
o Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit - Thermo Scientific.

Parte das amostras foram entdo liofilizadas resultando em uma

concentragédo de 50 pg e suspendidas em 10 uyl de tamp&o de amostra e 10 pl
de agua para eletroforese e aplicadas em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
a 12% (p/v) usando uma cuba de eletroforese Mini-protean Tetra System
(BIORAD). Os marcadores de peso molecular pré corados (B/IO-RAD SDS-
PAGE Standards Broad Range) também foram aplicados. Apds a corrida
eletroforética, as proteinas foram coradas com Azul de Coomassie.
Para a tripsinizacdo, 100 ug de proteinas foram liofilizadas por 24 h. Foram
adicionados 30 ul de RAPIGEST@ (Waters, USA). Os microtubos foram
homogeneizados com auxilio de vértex. Com o intuito de reduzir as pontes
dissulfeto das cisteinas, foram adicionados 3 pl de DTT (50 mM) a cada
microtubo, sendo novamente homogeneizados em vortex, e incubados a 60 °C
por 30 minutos. Apds a incubacéo foi adicionado 3,3 ul de iodoacetamida - IAA
(100 mM) visando a alquilagdo das cisteinas reduzidas, e novamente os
microtubos ficaram por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. Logo apés
foram adicionados 5 pl de tripsina (1 pg/ul) incubados em banho seco a 37 °C
overnight para digestao proteolitica das amostras.

Passadas 24h, centrifugou-se as amostras por 10 minutos a 11738 g, e
adicionou-se o acido trifluoroacético TFA (0,5% v/v), a fim de precipitar o
surfactante RAPIGEST®, e as amostras foram deixadas por mais 30 minutos em
banho a seco a 37°C, seguido de uma nova centrifugagédo a 13000 rpm por 10
minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos, congelados e liofilizados para
serem ressuspendidos posteriormente, em formato de aménio. Em seguida
foram transferidos para vials Waters Total Recovery (Waters, USA), onde se
adicionou fosforilase B (Waters Massprep PHOSB standard - 100 yL de uma
solugcdo a 3 % (v/v) de acetonitrilal mL de acetonitrila em agua ultrapura,
contendo 0,1% (v/v) de acido férmico). A concentragao final obtida da proteina
foi de 1 pg/uL para um volume final de 200 pL, e a de PHOSB correspondia a 50
fmol/pL.
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3.2.2. ESPECTROMETRIA DE MASSA POR nanoUPLC-MSE

Os Experimentos de espectrometria foram realizados na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, sob a supervisdo do Prof. Marcelo
Henrique Soller Ramada, da Universidade Catdlica de Brasilia.

A separagao em nano escala dos fragmentos tripticos foi realizada através
de sistema nanoACQUITYTM (Waters, USA). A cromatografia foi realizada em
pré-coluna Symmetry C18 de particula 5pm, 5 mm x 300 um e coluna analitica
de fase reversa HSST3 C18 de particula 1,8 ym, 75 um x 150 mm (Waters, USA).
A fase movel A correspondeu a acido férmico 0,1% v/v em agua ultrapura e a
fase B a acido férmico 0,1% (v/v) em acetonitrila grau LC-MS. Uma corrida de
200 min foi realizada para separar e quantificar as amostras. Para ela, 5 pyL das
amostras foram inicialmente transferidas para pré coluna numa taxa de fluxo de
600 nL.min"'e 3 % de B. Os peptideos foram separados utilizando um gradiente
de 3-85% na fase B por 190 min, com uma taxa de fluxo de 600 nL.min"! seguido
de lavagem com 85% da fase movel B por 10 minutos. Durante esse processo,
a temperatura da coluna foi mantida a 37 °C. O ion de referéncia (lock mass)
peptideo glu-fibrino humano (GFP) foi entregue a partir do sistema fluidico do
SynaptG2 utilizando uma taxa de fluxo constante de 600 nL/min a uma
concentragao de 320 fmol de GFP para o vaporizador de referéncia da fonte do
NanoLockSpray do espectrometro de massas. Apds a aquisigao, as amostras
foram quantificadas utilizando o método de identificagdo descrito no préximo
item. As demais réplicas técnicas foram realizadas ajustando-se a injegao do
volume para uma concentragao final de 1000 ng. A entrega do ion de referéncia
em todas as fragdes foi feita nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.
Todas as amostras foram analisadas em ftriplicatas técnicas.

Os peptideos ftripticos foram analisados em espectrometro de massas
Synapt® G2 HDMSTM (Waters, USA) com geometria quadrupolo
hibrida/mobilidade ibnica/aceleracao ortogonal por tempo de voo (oa-TOF). Para
todas as mensuracdes, o espectrometro de massa foi operado em modo
resolugdo com alcance tipico de pelo menos 20000 FWHM (“metade do maximo
da largura do total”, do inglés full-width half-maximum). Todas as analises foram
realizadas utilizando o modo ion-positivo do nanoelectroespray (nanoESI+) o

analisador de tempo de véo do espectrdmetro de massas sera externamente
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calibrado com ions GFP b+ e y+ com m/z 50 a 2000 com dados de pds-aquisigéao
dos ions de referéncia corrigidos usando o ion precursor dupla-carga da GFP
[M+2H]?*= 785.8426. O vaporizador de referéncia foi ajustado para uma
frequéncia de 30 s. Os dados de massa exata por tempo de retengdo (Exact
Mass Retation Time) do nanoLC-MSE (GEROMANOS et al., 2009) foram
coletados em modos alternados de aquisigdo de baixa e alta energia. O tempo
de aquisi¢ao do espectro continuo, em cada modo, foi de 1,5 s com um atraso
de 0,1 segundo por interscan. No modo MS de baixa energia, os dados foram
coletados a uma energia de colisdo constante de 3 eV; no modo de alta energia,
a energia de colisdo foi rampeada de 27 a 45 eV a cada intervalo de 1,5 s do

espectro.

3.2.3. PROCESSAMENTO DE DADOS E IDENTIFICAGAO DE PROTEINA

Os dados obtidos por nanoUPLC-MSE foram processados e comparados
a um banco de dados com auxilio do software ProteinLynx Global Server (PLGS)
versao 2.5.2 (Waters, GBR). As identificacbes das proteinas foram obtidas com
um algoritmo de "ion accounting" incorporado ao programa e comparado as
sequéncias de Nicotiana benthamiana depositadas no SOLgenomics com
padrdes de digestdo Mass PREP (MPDS) UnitProtKB/Swiss-Prot anexado ao
banco de dados (Phosphorylase - P00489).

3.3. CRESCIMENTO E MANUTENGAO DE PLANTAS Solanum tuberosum
cv. Asterix PARA OS EXPERIMENTOS DE INFILTRAGAO

Foram obtidos nove tubérculos de S. tuberosum cv. Asterix do comércio
local, plantados em terra autoclavada e armazenados em uma temperatura
estavel de 25 °C e um regime de luminosidade de 16 h. Apds 6 semanas desde
a germinacdo das sementes, com uma média de cinco folhas por vaso, os
grupos, foram submetidos aos experimentos de infiltracao (FIGURA 5) (DU et al,
2014, adaptado). Dividiu-se em trés grupos: o primeiro grupo foi infiltrado com
uma solugao tampao de MMA (meio MS; 10 mM MES; 20g/L sacarose; 200 uM
de acetosiringona; pH 5,6), o segundo grupo foi infiltrado com uma solucéo
contendo a condi¢ao experimental Agro-TCV-CP-DomB, e o terceiro grupo com
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a condigao A. tumefaciens GV3101 carreando o plasmideo gfp-pk7WG2D-g2S2-
6His-DomB.

Figura 5. Solanum tuberosum. Vista superior de um vaso com folhas de S. tuberosum no dia da

agroinfiltracao (Fonte: arquivo pessoal).

3.4. CRESCIMENTO E MANUTENGAO DA BACTERIA NECROTROFICA
Pectobacterium atrosepticum E AVALIACAO DA VIRULENCIA NO
TUBERCULO

A bactéria Pectobacterium atrosepticum (IBSBF 232; Sin: Erwinia carotovora
subsp. atroseptica; GARDAN et al., 2003) usada neste trabalho foi obtida da
Colecao de Cultura de Fitobactérias do Laboratério de Bacteriologia Vegetal do
Centro Experimental do Instituto Bioldgico (IBSBF), Sao Paulo, SP.

Uma colbnia da bactéria foi crescida em meio LB (triptona 10 g/L, levedura 5 g/L,
NaCl 10 g/L) a 28°C sob agitagdo de 180 rpm por 16 horas.

Com tubérculos de S. tuberosum cv. Asterix obtidos no mercado local, foram
feitos testes de infeccao direta. A higienizacao foi feita com etanol 70% (v/v)
durante 3 min, seguida de imersao em solugéo de hipoclorito de sddio (NaClO)
a 1% (v/v) por 5 min e a lavagem por seis vezes sucessivas em agua destilada
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e estéril. Foram feitas quatro perfuragdes na superficie da batata com uma
ponteira estéril (BENELLI et.al, 2004)

Os grupos foram divididos em: controle sem inje¢ao (3), outro grupo que foi
injetado com agua (3), e em um terceiro grupo injetado com uma solugao
contendo a bactéria P. atrosepticum (3), em um total de nove tubérculos.

Ao todo foram inoculados 1 mL de solucédo bacteriana em cada tubérculo do
terceiro grupo. As batatas foram entdo cobertas com filme plastico para evitar
dessecacao e incubadas a 22°C. O desenvolvimento de lesbes foi monitorado
por 5 dias. Ao final deste periodo, cada batata foi cortada e o tecido foi
fotografado (FIGURA 9).

3.5. EXPRESSAO TRANSIENTE DO GENE QUIMERICO g2S2-6His-DomB
EM PLANTAS DE Solanum tuberosum cv. Asterix INDUZIDA POR
AGROINFILTRAGAO

Uma colbénia de Agrobacterium tumefaciens GV3101 carreando o
plasmideo gfp-pk7WG2D-g2S2-6His-DomB foi inoculada em 2 mL de LB
contendo os antibiéticos de selegao rifampicina 50 pg/mL, gentamicina 50 ug/mL
e espectinomicina 75 ug/mL, e incubada sob agitagao de 200 rpm a 28°C por 16
horas.

Além desta, a cepa de A. tumefaciens EHA101 previamente transformada com
o plasmideo pPZP212 (9015 pb) carreando o TCV-CP (pPZP212-TCV-CP) foi
também usada neste trabalho. Esta bactéria foi inoculada em 2 mL de LB
contendo rifampicina 20 ug/mL, canamicina 50 ug/mL e espectinomicina 50
Mg/mL, e incubada sob agitacdo de 200 rpm a 28°C por 16 horas.

A cepa A. tumefaciens EHA101 transformada com TCV-CP foi gentiimente
doada pela Dra. Maria Alejandra Alvarez, Dpto. de Farmacia Y Bioquimica,
Facultad de Ciencias de La Salud, Universidad Maimébnides, Buenos Aires,
Argentina.

Em um primeiro momento uma col6nia de bactéria foi inoculada em meio LB e
incubadas sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C overnight. No dia seguinte uma
aliquota da cultura de bactérias foi inoculada em LB foi inoculada em tampao
MES (acido 2 (N-morfolino) etanosulfénico) 10 mM, pH 5,85 (propor¢ao 0,1 mL
de bactéria em LB:7,5 mL MES), com a adigdo dos antibiéticos nas mesmas
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concentragdes ja citadas, e de acetoseringona (200 mM), que atua como um
indutor fendlico promovendo a expressao dos genes de viruléncia de bactérias
que medeiam a integracdo de T-DNA (WU et al., 2003). As bactérias foram
incubadas sob agitagéo (180,6 g) a 28°C por 16 horas. No 3° dia, a concentragao
das bactérias foi determinada por medida de densidade o6tica (OD; 600 nm),
centrifugadas a 4515 g em centrifuga clinica por 15 minutos a temperatura
ambiente, e suspendidas gentiimente em tamp&o de agroinfiltragdo (MMA 10
mM, pH 5,85, MgCl> 10 mM, acetoseringona 200 mM) em quantidade suficiente
para atingir a OD 0,3.

Nesse experimento foram utilizadas folhas com idade de 4-6 semanas
submetidas a trés solucgdes infiltradas por folha diferentes. O volume total
infiltrado por folha foi de 1 mL/folha de (A) combinacdo de A. tumefaciens
EHA101 carreando o plasmideo pPZP212-TCV-CP e A. tumefaciens GV3101
carreando o plasmideo gfp-pk7WG2D-g2S2-6His-DomB na proporc¢éao 1:1; (B)
A. tumefaciens GV3101 carreando o plasmideo gfp-pk7WG2D-g2S2-6His-
DomB; e (C) solugéo tampao MMA, para comparagao visual. Em cada vaso
foram infiltradas uma média de 8 folhas. A regido infiltrada foi a abaxial,
procurando a aplicagdo homogénea em ambos os lados da nervura central (DU
et al. 2014, adaptado)

Ap0Os esse procedimento, as plantas ficaram em uma temperatura de 25°C, sob
luz natural (16 h claro/ 8 h escuro). Apds cinco dias, algumas das folhas que
tiveram o primeiro tratamento foram infiltradas com P. atrosepticum, e a evolugao
da infecgao foi entdo acompanhada por 7 dias.

As folhas infiltradas foram coletadas nos dias 5 e 7 apds a agroinfiltracdo. Elas
foram fotografadas e observadas por microscopia de epifluorescéncia para
visualizagdo da expressao de GFP, e estocada a - 80°C para experimentos
posteriores. Apds esses sete dias, seguiu-se para a extragao de proteinas e

dosagem pelo método de Bradford (1976).
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3.6. EXTRAGAO DE PROTEINAS DE FOLHAS DE S. tuberosum cv. Asterix
TRANSFORMADAS TRANSIENTEMENTE

Conforme citado no item anterior, as folhas coletadas nos dias 5 e 7 posteriores
a agroinfiltracdo, foram imediatamente visualizadas no microscépio de
epifluorescéncia com filtro de epifluorescéncia para GFP (NIKON, modelo C-DS)
para a visualizagao da expressao do GFP.

A extracao de proteinas de cada folha, identificadas pelo dia da coleta e pelas
condicdes experimentais (controle MMA, Agro-DomB e Agro-TCV-CPDomB), foi
feita por recorte de 0,300 g de folha e maceragéo em nitrogénio liquido, seguido
de homogeneizagdo em meio padrdo composto de Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, 8%
(v/v) de sacarose e os inibidores de proteases leupeptina (0,5 ug/L), pepstatina
(0,07 pg/L), inibidor de tripsina (50 ug/L) e PMSF (2 pg/L), seguida de
centrifugagéo a 2500 x g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi estocado a -
20°C. A concentracao de proteina foi medida de acordo com Bradford (1976),
com a leitura feita a 595nm, e a curva padrao utilizando BSA como proteina

padrao.

3.7. DOT-BLOT

Para detecgao do polipeptideo p2S26His-DomB realizou-se o imunoensaio Dot-
Blot. A membrana de nitrocelulose foram adicionados 20 ug de proteinas de cada
amostra, em forma de pontos. A membrana foi bloqueada com PBS 1x, 0,1%
(v/v) de Tween-20 e 2% (v/v) de caseina durante 1:30h. Apds o bloqueio,
adicionou-se o anticorpo primario Anti-His de coelho na diluicdo de 1:1000 por
1:30 h. Em seguida, a membrana foi lavada em tampao de lavagem (tampao de
bloqueio na auséncia de caseina) por seis vezes durante 5 minutos cada, e
depois com PBS puro por duas vezes durante 5 minutos. Incubou-se a
membrana com anticorpo secundario Anti-His de coelho por 1:30h. A membrana
foi novamente lavada, e posteriormente revelada com a utilizacdo do substrato

ECL, em camara escura (GE Healthcare).
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4. RESULTADOS

4.1. SDS-PAGE 12% DE FOLHAS DE Nicotiana benthamiana

Dos grupos experimentais dispostos para as analises foi realizado o
protocolo Multiplex para a extracao proteica.

A partir desse material foi feita a tripsinizacdo, de uma concentragao de
100 ug de proteinas para posterior analise por cromatografia liquida de ultra alta

eficiéncia acoplada a um espectrometro de massa (FIGURA 6).
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Figura 6. SDS-Page 12 % de amostras de folhas de N. benthamiana. Aliquotas de proteinas
(100 pg) obtidas de folhas coletadas 24 h apos o desafio com P. atrosepticum (GSD e GRD).
PM: peso molecular; GS: controle; GSD: controle desafiado com a bactéria; GR: planta
transgénica; GRD: planta transgénica desafiada com a bactéria.

Observamos que houve uma perda de material, possivelmente no
processo de extracao proteica. Percebemos também uma baixa amostragem de
proteinas com elevado peso molecular, havendo um predominio daquelas com
peso abaixo de 45 kDa, com diferengas quantitativas visiveis em alguns

polipeptideos.
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4.2. ANALISES REALIZADAS A PARTIR DAS ANALISES
ESPECTROMETRICAS

As folhas foram desafiadas com P. atrosepticum e apds 24 h coletadas
para a analise comparativa. O objetivo foi observar como se da essa relagao da
planta com a bactéria, a partir das proteinas expressas.

Foram quatro grupos: plantas de gendtipo susceptivel (GS); plantas de
gendtipo susceptivel desafiado (GSD); plantas de gendtipo resistente (GR); e
plantas de gendtipo resistente desafiado (GRD). Os grupos foram comparados
entre si. Na primeira comparacao (GS:GRD:GR) foram identificados um total de
110 proteinas. Na segunda comparacgédo (GS:GSD:GR) identificaram-se 103
proteinas. Com a terceira comparagao (GS:GSD:GRD) foram identificadas 104
proteinas. Uma comparacgao feita entre os grupos desafiados (GR:GSD:GRD)
identificou 82 proteinas (FIGURA 7).

A- GRD

12

GRD GRD

Figura 7. Comparagdo entre os grupos, representado por um diagrama de Venn: (A):
GS:GRD:GR; (B): GS:GSD:GR; (C): GS:GSD:GRD; (D): GR:GSD:GRD.
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Todas as proteinas foram listadas em tabelas que estdo nos apéndices. A
identificacdo das proteinas foi realizada a partir da comparagao da sequéncia de
aminoacidos inferidos para os peptideos ionizados com um arquivo contendo as
proteinas preditas a partir do genoma de N. benthamiana, disponivel em
SOLgenomics (https://solgenomics.net). Elas foram separadas de acordo com a
funcéo biologica. Das proteinas que nao foram identificadas pelo SOLgenomics,
foram feitas buscas no PFam, porém mesmo assim, algumas continuaram sem
identificagdo (FIGURA 8).

A- 7,50% 3,75% B- 9,30% 2,50%

~ %J. = Biossintese de Proteinas

’ » Homeostase Celular e
Organizagao
» Fotossintese

« Metabolismo Energético

= Transporte/ Resposta a
estimulo/ Defesa

= Ndo identificados

Figura 8. Proteinas identificadas em N. benthamiana e separadas de acordo com as fungbes
celulares. Em A temos o grupo susceptivel (GS); em B, as proteinas do grupo susceptivel
desafiado (GSD); em C as do grupo resistente (GR); e em D temos as proteinas identificadas do
grupo resistente desafiado (GRD).
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4.3. INFILTRAGAO DE CEPAS DE Agrobacterium tumefaciens
TRANSFORMADAS EM FOLHAS DE Solanum tuberosum cv. Asterix E
DESAFIO COM A FITOBACTERIA Pectobacterium atrosepticum

4.3.1. VIRULENCIA DA Pectobacterium atrosepticum EM Solanum

tuberosum cv. Asterix

Foram trés grupos experimentais: um grupo controle, um com agua e o
terceiro com a bactéria. Foram feitas quatro perfuracées em cada tubérculo, e
inoculados 1 mL/tubérculo de agua no segundo grupo e 1mL da solugdo
contendo a bactéria no terceiro grupo (FIGURA 9).

No primeiro grupo (A, B e C) ndo houve nenhum ponto de inje¢ao; no segundo
grupo (D, E e F) houve injegdo com agua; e no terceiro grupo (G, H, I e J) os
tubérculos foram injetados com a solugdo bacteriana. Apds cinco dias os
tubérculos foram abertos, e como podemos observar na figura 8 nos tubérculos
injetados com a solugdo bacteriana o tecido ficou totalmente destruido
caracterizado por apodrecimento e murcha (I e J) quando comparado aos

tubérculos usados como controle (C).
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Figura 9. Desafio do tubérculo de S. tuberosum cv.Asterix com a fitobactéria. As bactérias foram

injetadas nos tubérculos ja higienizados, e apds cinco dias foram analisados e fotografados. As
imagens A, D e G mostram os tubérculos no dia da injegdo. B, E e H correspondem aos
tubérculos cinco dias depois do desafio, e C, F e | sdo os tubérculos cinco dias depois abertos.
A, B e C correspondem aos tubérculos controle; D, E e F sao os tubérculos inoculados com agua;
e G, H, | e J correspondem aos inoculados com P. atrosepticum.

4.3.2. AVALIACAO INICIAL DA SUSCEPTIBILIDADE DE Solanum
tuberosum cv. Asterix A FITOBACTERIA Pectobacterium atrosepticum

Folhas de 4-6 semanas foram infiltradas apenas com a fitobactéria necrotrofica
para acompanhar a progressao da doencga. Essa observagao aconteceu por sete
dias. A figura 10 (A e B) mostra o resultado da infiltracdo, sendo a figura A no dia
da infiltragado, e a figura B referente a sete dias depois, mostrando a morte do

tecido foliar, que é caracterizado pela murcha da folha.
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Figura 10. Avaliagdo do aspecto fenotipico de folha de S. tuberosum cv. Asterix infiltrada com P.
atrosepticum. Folha no momento apds a infiltragdo (A). Observagéao sete dias apds a infiltragdo
com a fitobactéria, j& com morte da folha (B).

4.3.3. INFILTRACAO DE CEPAS DE Agrobacterium tumefaciens
CARREGANDO O CASSETE DE EXPRESSAO DO GENE DomB EM FOLHAS
DE Solanum tuberosum cv. Asterix DESAFIADAS COM A FITOBACTERIA

Pectobacterium atrosepticum

As folhas de S. tuberosum cv. Asterix com 4 - 6 semanas foram infiltradas na
face abaxial, em um volume de 1 mL por folha na condigdo experimental Agro-
TCV-CP-DomB, na qual foram transformadas transitoriamente com os
plasmideos de 2 cepas de A. tumefaciens, uma carreando proteina do capsideo
de virus (CP) e a outra o gene quimérico g2S2-6His-DomB (FIGURA 11).
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Figura 11. Detalhes da infiltracao em folhas de S. tuberosum. Folhas de S. tuberosum com 4 - 6
semanas foram infiltradas na condi¢cao Agro-TCV-CP-DomB, com 1 mL da solu¢ao por folha. O

detalhe na imagem s&o os pontos de aplicagao da seringa.

Apods o quinto dia, as mesmas folhas foram desafiadas com 1mL
da fitobactéria P. atrosepticum e a evolugao foi acompanhada por mais sete dias
(FIGURA 12; A, B, C e D). Como mostrado na figura 9, de maneira comparativa
com o desafio apenas com a bactéria fitopatogénica, observamos que nao houve

a morte total do tecido foliar, apesar de uma necrose no local da infiltragao.

Figura 12. Desafio com P. atrosepticum. Apds o quinto dia da primeira infiltragdo com Agro-TCV-
CP-DomB, as mesmas folhas foram desafiadas com P. atrosepticum e a infecgao foi abservada
por sete dias. As observagdes foram feitas no dia do desafio com a bactéria (A); no segundo dia
do desafio (B); no sexto dia do desafio (C); e por fim no sétimo dia apds o desafio (D).

4.4. AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GFP EM FOLHAS DE Solanum

tuberosum

Notamos que a partir do terceiro dia ja era possivel observar a expressao
de GFP no microscépio de epifluorescéncia, mas apos sete dias da infiltragao os
niveis de fluorescéncia nas folhas de S. tuberosum cv. Asterix eram visualmente
melhores. Das condi¢des dispostas no experimento de agroinfiltragédo, as folhas
infiltradas com Agro-TCV-CP-DomB observadas no microscépio emitiram
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fluorescéncia verde sob UV, confirmando a expressdo de GFP, sugerindo a
expressdo do gene de interesse como mostrado na imagem abaixo (FIGURA
13).

Figura 13. Avaliacao da expressao do GFP em folhas de S. tuberosum. Em A, temos uma folha
controle. As folhas infiltradas com Agro-TCV-CP-DomB foram observadas sete dias depois no
campo claro (B), e UV por microscopia de epifluorescéncia (C), no aumento de 100 vezes.

4.5. "DOT - BLOT" DE AMOSTRAS PROTEICAS DE FOLHAS DE S.
tuberosum INFILTRADAS COM O GENE QUIMERICO

A expressao do gene quimérico foi observada no "Dot- Blot". Com esse
experimento, a reatividade dos anticorpos anti-histidina com proteinas obtidas
de folhas coletadas 3, 5 e 7 dias apds a infiltragdo sob a condigdo experimental
Agro-DomB foi observada em todas as amostras, comprovando a expressao do
polipeptideo quimérico p2-S2-6His-DomB (FIGURA 14). Essa expressao foi mais
elevada nos dias 5 e 7 apés a infiltracao, e tal observagao corroborou com as

imagens no microscopio de epifluorescéncia (FIGURA 12) sugerindo a

expressao do gene.

C D3 D5 D7

Figura 14. "DOT- BLOT". Em (C) planta agroinfiltrada com tampao MES. E as plantas
agroinfiltradas com DomB no terceiro, quinto e sétimo dia respectivamente (D3, D5 e D7).
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5. DISCUSSAO

5.1. ANALISE PROTEOMICA

As relagdes de microrganismos com as plantas afetam diretamente as respostas
ao estresse. A essa relagcdo, com consequente mudanca a nivel molecular, se
deve a importancia de integrar os novos conhecimentos émicos (KISSOUDIS et
al., 2014). A protedbmica traduz parte da dinamicidade da célula. Essa técnica
vem sendo utilizada para verificagdo de marcadores para diagndsticos, proteinas
produzidas por uma planta sob condicdo de estresse, além de analise das
proteinas produzidas em baixas ou maiores quantidades para producdo de
medicamentos (ASLAM et al., 2016). O método shotgun foi o utilizado no
presente trabalho para obtermos o proteoma diferencial de folhas de N.
benthamiana susceptivel e resistente, sendo este transformado geneticamente
com o gene sintético g2S26His-domB, quando desafiados com a bactéria P.
atrosepticum.

As folhas de Nicotiana foram desafiadas com a P. atrosepticum, coletadas
24 h apods o desafio e tripsinizadas para a analise comparativa. O objetivo foi
observar como se da a relagao planta-bactéria, a partir das proteinas expressas
identificadas.

Foram quatro grupos: plantas de gendtipo susceptivel (GS); plantas de
gendtipo susceptivel desafiado (GSD); plantas de gendtipo resistente (GR) e
plantas de gendtipo resistente desafiado (GRD).

Quando comparamos os grupos GS: GSD observamos uma redugéo de
64% na proporgao de proteinas ligadas a fotossintese. A redugéo nas proteinas
ligadas a fotossintese pode ser corroborada com trabalhos que mostram que em
uma infeccdo por patégeno ocorre uma repressao dos genes fotossintéticos,
para que a energia seja usada na defesa da planta. Esperava-se que as
proteinas ligadas ao metabolismo aumentassem, porém, o numero de proteinas
ligadas ao metabolismo de carboidratos ndo aumentou no grupo GSD.
Acreditamos que devido ao baixo numero de proteinas identificadas tal
observagao nao foi possivel (BERGER et. al., 2004; HERBERS et. al., 2000). O

numero de proteinas ligadas ao fotossistema |l identificadas nos grupos
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desafiados (GSD e GRD), comparados ao grupo controle (GS), corrobora com
os resultados obtidos por Jones (2006) que sugerem uma redugao nas proteinas
expressas do fotossistema |l, durante a resposta de defesa a uma infeccao
bacteriana, mostrando que os mecanismos de resisténcia ou utilizam ou
modificam esse fotossistema. Observamos que ha uma reducéo da identificacao
de ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RUBISCO), enzima que atua na
fixagdo de carbono para futura produg¢ao de agucar no ciclo de Calvin, nos grupos
GSD, GR e GRD frente ao controle (GS), mais uma vez corroborando com a
ideia de que ocorre uma redugao dos processos de fotossintese (ROJAS et. al.,
2014).

Devido ao baixo numero de proteinas identificadas ligadas ao
metabolismo ndo poderemos relaciona-las com o desafio feito. Mesmo que a
patogénese seja induzida por agucares, a propor¢cao dessas proteinas nos
grupos GSD e GRD é a mesma.

O grupo controle (GS) teve algumas proteinas exclusivas, como é o caso
das clatrinas. Estas sao proteinas que revestem as vesiculas celulares que
carregam componentes de membrana e moléculas soluveis (BARACAT-
PEREIRA et al., 2014). Essa é uma proteina muito importante para a cadeia de
sinalizagao, pois € a partir dela que ocorre a endocitose dos receptores utilizados
na cascata de sinalizagdo, como os PRR's (MBENGUEA et. al., 2016). Por esse
motivo, esperava-se que ela fosse identificada nos grupos desafiados (GSD e
GRD). Contudo, possivelmente devido a baixas concentragbes nao houve sua
identificacdo. Essa pode ser também a explicagdo para que a proteina
glutaredoxina nao tenha sido identificada nos grupos desafiados. Glutaredoxina
€ uma familia de proteinas cuja localizagao é citosodlica e que estao relacionadas
a resposta a patdogenos por meio da sinalizacdo de acido jasmbnico e acido
salicilico (NDAMUKONG et. al., 2007). Além disso, estdo envolvidas em
respostas ao estresse oxidativo (ROUHIER et. al., 2008).

Arabinogalactano do tipo fasciclina € uma subclasse das proteinas
arabinogalactano e também foi identificada apenas no grupo controle (GS).
Testes realizados em Arabidopsis sugerem que essa proteina atua no
crescimento e desenvolvimento da planta, desenvolvimento dos d&rgaos
reprodutores masculinos da planta, adesao celular, formacao da parede celular
(ZANG et. al., 2015).
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As cistatinas sao inibidores competitivos de proteases de cisteina e
tiveram sua primeira identificagdo na década de 1980 (ABE et al., 1988). Elas
atuam desde o controle de protedlise enddégena em dérgédos vegetativos e
reprodutivos até a inibicao de proteases de cisteina extracelulares decorrentes
de patégenos (BENCHABANE et. al., 2010).

Das proteinas exclusivas no grupo de plantas resistentes (GR) uma
proteina do tipo tioredoxina foi identificada. Essa proteina ja foi localizada no
citosol ou no nucleo, e em plantas ela esta relacionada a regulagéo de enzimas
fotossintétias (BUCHANAN, 1991). Em um trabalho feito em algodéo
(Gossypium spp.), os autores identificaram uma tiorredoxina que aumentou a
resposta de defesa contra um fungo (Verticillium dahliae) (LI et al., 2016). Em
plantas, o papel dessa proteina na defesa ocorre na mudanga conformacional
de moléculas produzidas em um quadro de resisténcia adquirida local e
sistémica (SWEAT & WOLPERT, 2007).

Nesse mesmo grupo (GR) foram identificadas as proteinas DREPP que
estao associadas ao transporte intercelular. Essa familia de proteinas pode atuar
no movimento de virus que infectam plantas (GENG et al., 2015). Segundo o
estudo de Meng e colaboradores (2018), proteinas da familia DREPP estao
sendo associadas a sinalizacdo de resisténcia induzida por elicitores em
Nicotiana. Por terem sido identificadas apenas no grupo de plantas resistente
(GR) essas duas proteinas sugerem que uma sinalizacao de resisténcia esta
ocorrendo nas plantas resistentes, sendo de importancia analisa-las nos
proximos testes.

Uma proteina CPDK (calcium-dependent protein kinases), foi
identificada apenas no grupo GRD, elas sao proteinas que respondem aos niveis
de calcio. As CPDK's atuam em processos de sinalizagao do acido abscisico nas
células dos estdbmatos, e também para a imunidade desencadeada por padrdes
ou por efetores (PTI e ETI) da planta. Além disso novos aspectos estdo sendo
levantados sobre as diferentes vias que essa molécula é usada (BENDER et. al.,
2018). Como essa proteina nao foi identificada no outro grupo desafiado (GSD),
sugere-se que a producao dessa proteina ocorreu em niveis mais elevados
devido a insercédo do gene exdgeno, e nao ao desafio com a pectobactéria.

Com as analises também podemos observar uma redugéo no numero de

proteinas relacionadas a biossintese de proteinas e suas montagens dos grupos
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GS, GR, GRD comparado ao GS. Isso pode retratar o fato de a planta passar a
produzir mais moléculas voltadas a defesa. Porém foi identificada nos grupos
resistentes e na condicdo susceptivel (GS) proteinas ribossomais do tipo L12.
Segundo o trabalho de Nagaraj e colaboradores (2016), quando o gene para
essa proteina foi silenciado ocorreu um atraso na HR. Logo, mesmo sendo
necessario novos estudos, podemos ver que a identificacdo dessa proteina
sugere uma atuagao no sistema de defesa da planta.

O numero de chaperonas identificadas no grupo controle (GS) foi diferente
em relagao aos outros grupos, e este ndo era um resultado esperado, ja que ao
menos nos grupos desafiados (GSD e GRD) essas moléculas seriam recrutadas
para a estabilizagao das proteinas durante sua montagem e secreg¢ao para uma
resposta imune mais efetiva (ZIMARO et. al., 2011).

Nao foi possivel identificar muitas proteinas diferencialmente expressas
nos grupos de planta resistente (GR e GRD), quanto ao sistema de defesa ou
quanto ao metabolismo energético (carboidratos ou aminoacidos).

Como o numero de proteinas identificadas foi baixo, essa pesquisa tem
como perspectiva a repeticdo de mais réplicas. Porém com esses resultados
preliminares conseguimos observar que com o desafio da bactéria na planta
resistente, houve expressao de proteinas possivelmente relacionadas ao
sistema de defesa. Tais resultados serédo adicionados aos primeiros resultados
obtidos por Quellis (2017).

5.2. EXPRESSAO TRANSIENTE DO POLIPEPTIDEO QUIMERICO p2S2-6His-
DomB EM Solanum tuberosum cv. Asterix INDUZIDA POR
AGROINFILTRAGAO E DESAFIO COM Pectobacterium atrosepticum

Inicialmente, nas infiltragdes em folhas de S. tuberosum cv. Asterix na condi¢cao
Agro-DomB, houve uma expressao do polipeptideo quimérico p2S2-6His-DomB
apos trés dias da infiltragcdo, sendo que apds cinco e sete dias a expressao
aparentemente apresentou um nivel mais elevado depois da infiltracao inicial
(FIGURA 10).

A bactéria A. tumefaciens GV3101 contendo o gene quimérico g2S2-6HisDomB
foi infiltrada em folhas de S. tuberosum cv. Asterix. Junto com esta condigao foi
infiltrada também uma associacdo com a cepa EHA101 de A. tumefaciens
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previamente transformada com a proteina de capsideo (CP) do virus TCV, sendo
que tal associagao tem como finalidade evitar um silenciamento pds-transcricao
(LECKIE e STEWART, 2011).

Mesmo que a expressdao do gene quimérico p2S2-6His-DomB tenha
aparentemente aumentado até o sétimo dia de observacgao, € de interesse que
a associacao das diferentes cepas de A. tumefaciens transformadas seja feita,
para permitir que a expressao prolongada do gene acontega para o caso de uma
transformacgéao estavel seguindo um dos objetivos do presente trabalho.

Apos o experimento de infiltracdo com as cepas de A. tumefaciens em
associacdo, a visualizaggo do GFP sob Iluz UV por microscopia de
epifluorescéncia sugere o funcionamento do plasmideo inserido. Essa
visualizacgao foi possivel devido a escolha do plasmideo de expressao pk7WG2D-
egfp-g2S2-6His-DomB, que possui a sequéncia da proteina GFP (green-fluorecent
protein) ligada ao peptideo sinal (EgfpER) que tem como alvo o reticulo
endoplasmatico (KARIMI, INZE e DEPICKER, 2002), e teve seu pico no dia 7
apos a infiltragao.

As folhas na condigao experimental Agro-TCV-CP-DomB, ambas expressando
transitoriamente o polipeptideo quimérico p2S2-6HisDomB, foram desafiadas
com a bactéria fitopatogénica no dia 5 apds a infiltragao inicial. Sete dias apds o
desafio com a fitobactéria, ndo houve morte de todo tecido foliar, o que pdde ser
constatado devido a coloragdo verde ter mantido nas folhas que nao foram
infiltradas, ficando claro que a infecgdo nao se expandiu.

Com o passar dos dias, nos pontos de infiltracao, observou-se clorose onde,
possivelmente, ocorreu supressao de genes relacionados a fotossintese, como
um sinal inicial de defesa da planta (TRUMAN et. al, 2006; PRUSS et. al, 2008).
O polipeptideo desenvolvido apresenta caracteristicas, decorrentes da regiao
2S2, que fazem dele uma opcao para atuar sobre organismos invasores atuando
na lise da parede celular, tais como 76% de hidrofobicidade, carga liquida +1,
estrutura helicoidal e ligacdo dissulfeto, conforme previsto em analises de
bioinformatica (QUELLIS, 2017).

Quellis (2017) realizou testes de expressao transiente do gene quimérico g2S2-
6His-DomB em N. benthamiana e C. brevipes, e se mostraram eficazes, sendo
a insercao do gene confirmada pela expressao do GFP vista sob microscopia de
epifluorescéncia, analise por Western - blot, além das atividades apirasicas.
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Além disso, foi realizado pelo Laboratério de Genética junto com o Laboratério
de Bioquimica a transformacgédo estavel de N. benthamiana, obtendo-se a
geragao Ro.

Sendo a N. benthamiana uma planta modelo usada em diversos experimentos
tais como para técnicas baseadas em virus, como os VIGS; expressdo de um
transgene; ou funcionando como "biofabricas" ("biofactory") €& possivel que os
resultados aqui mostrados sejam ampliados para outras espécies, incluindo as
da mesma familia, Solanaceae, que fazem parte tomate (Solanum
lycopersicum), berinjela (S. melongela), pepino (S. muricatum), pimentas em
geral e pimentéo (Capsicum spp.), além da batata (S. tuberosum) (GOODIN et
al. 2008; BALLY et al, 2018).

Com uma produgédo mundial de mais de uma tonelada em 2018 (SIDRA, IBGE
2018), a batata, em termos de consumo humano, é a terceira cultura mais
importante, atras do arroz e do trigo, sendo a China o maior consumidor. Estima-
se que do aumento previsto na produg¢ao de alimentos em 20 anos, 50% seja da
batata (CIP, 2018). Por isso, € interessante criar estratégias para evitar que
perdas continuem acontecendo, ja que 22% da produgdo anual mundial é
perdida por infecgdes virais, bacterianas ou fungicas.

A bactéria fitopatogénica P. atrosepticum € a principal responsavel pela
"podridao - mole" em tubérculos de batata. A lesdo pode se iniciar pelas
lenticelas, ou estoldes, ou ainda por feridas nos tubérculos que, quando em
condigbes umidas podem se espalhar pelos outros tubérculos se estiver em um
estoque. Se estiverem na presenca de ar, podem desenvolver um odor
desagradavel devido a entrada de outros microrganismos. Se a bactéria estiver
presente no solo, ela pode colonizar as raizes e se mover pelo proprio sistema
vascular da planta (CZAJKOWSKI et al.,2010; 2011).

A infeccado natural com bactérias necrotroficas pode ocorrer inicialmente de
forma assintomatica, sem causar danos significativos para a planta, até alcangar
uma densidade populacional que pode disparar o “quorum sensing’,
promovendo a secrecao de fatores de viruléncia, proliferacdo e progressao da
doenca (LIU et al., 2008; POLLUMAA et al., 2012; SOLA et al., 2012).

Visto que o sistema de secrecao tipo Il é o utilizado por bactérias patogénicas
gram-negativas, € importante lembrar que a resposta de hipersensibilidade
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gerada pelo patégeno na planta no local da infecgdo é uma estratégia que
favorece a progressao da doenga (DAVIDSSON et al., 2013).

Estes resultados, em conjunto, sugerem que ocorreu sinalizagdo de defesa e
houve a aquisicdo de uma resisténcia sistémica naquelas plantas expressando

transitoriamente o polipeptideo quimérico p2S2-6His-DomB.
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6. CONCLUSOES

1. A partir da analise diferencial feita por nanoUPLC-MSE de parte do proteoma
identificado, observamos que a planta transgénica de N. benthamiana esta
expressando proteinas que atuam no sistema de defesa quando submetidas ao

desafio.

2. Da visualizagdo de GFP nas folhas de S. tuberosum infiltradas com o gene
g2S2-6His-DomB, além da expresséo no "dot-blot" observamos que a expressao

do plasmideo esteja acontecendo.
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7. PERSPECTIVAS

1. A partir das analises diferenciais prévias, o experimento de protebmica sera
realizado novamente com maior numero de réplicas, e com uma nova

metodologia para uma extragao proteica otimizada.

2. A partir da expresséo transiente do gene g2S26His-DomB, os proximos testes
serao realizados para obtermos a expressao estavel desse gene com a cultivar

comercial de S. tuberosum Asterix, para assim desafiar contra a P. atrosepticum.
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Massa Tamanho

Acesso Descricao Score (kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO
Precursor do cloroplasto PsbP2
NbS00002520g0008.1 GN=PSBP?2 4233,342 37,737 340
NbS00010454g0009.1 Proteina potenciadora 1 GN=PSBO 9111,219 35,679 333
Precursor de cloroplasto PsbO1
NbS00032545g0003.1 GN=PSBO 8906,503 35,484 332
Subunidade do centro de reagao IV B do
NbS00019085g0006.1 fotossisterna | GN=PSAER 7088,749 15,272 143
Subunidade de 33 kDa de proteina
NbC23666742g0001.1 fotossintética GN=PSBO 6559,297 9,081 83
Subunidade do centro de reagao IV B do
NbS00003075g0011.1 fotossistema | GN=PSAEB 4475,415 15,254 143
Precursor de cloroplasto PsbP1
NbS00028820g0007.1 GN=PSBP2 4214,928 27,584 251
Precursor de cloroplasto PsbQ1
NbS00013563g0003.1 GN=PSBQ2 4193,737 22,309 212
NbS00023265g0002.1 Plastocianina GN=PETE 1041,012 17,08 169
Precursor de cloroplasto PsbP3
NbS00007132g0019.1 GN=PSBP1 794,2766 28,791 268
Proteina PSB28 do centro de reagao do
NbS00012460g0007.1 Fotossistemna || GN=PSB28 754,2607 13,013 115
NbS00012843g0001.1 Plastocianina GN=PETE 694,7875 17,069 167
Proteina 19 kDa do lumen do tilacoide
NbS00007371g0002.1 GN=At3g63540 514,1743 26,737 245
Proteina do lumen do tilacoide
NbS00008180g0001.1 GN=At1g03600 501,2461 18,789 171
NbS00011475g0119.1 Proteina 15 kDa do Iumen do tilacoide 463,799 22,053 207
Proteina de ligagdo CP26 a pigmentos do
NbS00004085g0015.1 cloroplasto GN=LHCB5 456,5195 23,609 225
NbS00038432g0004.1 Subunidade IV A do centro de reacdo do 474 g553 15167 141

Fotossistema | GN=PSAEA
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Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
NbS00000987g0004.1 Froteina de ligagao clorofila a/b 307,3651 28,381 266
" GN=CAB16 ’ ’
NbS00024617g0001.1 Fosfoproteina do tilacoide 7686,919 12,072 115
NbS00010560g0001.1 Plastocianina GN=PETE1 760,2091 17 167
Proteina de ligagéo clorofila a/b
NbS0001458090005.1 GN=CAB21 381,2267 24,949 231
Subunidade envolvida no fotossistema I
NbC23760399g0001.1 GN=PSBP3 2502,08 7,587 67
Proteina PSB28 do centro de reacao do
NbS00008079g0001.1 fotossisterna || GN=PSB28 768,3552 13,013 115
NbS00030369g0003.1 Precursor da plastocianina GN=PETE 517,9934 17,212 167
Precursor de cloroplasto PsbP4
NbS00010452g0020.1 GN=PSBP1 210,4724 28,723 268
NbS00007503g0101.1 Proteina CP12 do ciclo de Calvin 4701,576 14,518 132
Ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase
NbS00009714g0011.1 ativase 2 GN=RCA 1679,927 45,511 410
NbS00029393g0012.1 Ri.bulose bifosfato carboxilase/oxigenase 1583.386 49,26 444
ativase 1
NbS00047753g0001.1 Subunidade maior de ribulose-1,5-bifosfato 444 157 43340 115
carboxilase/oxigenase GN=rbcL
Cadeia menor 8B da ribulose bifosfato
NbS00041372g0009.1 carboxilase GN=RBCS 602,4002 15,419 137
Proteina CP12-2 do ciclo de Calvin
NbS00039233g0002.1 GN=CP12-2 5922,763 14,576 132
BIOSSINTESE DE
PROTEiNASIMONTAGEM!DOBRADURAI
DEGRADACAO
NbS00060544g0003.1 Chaperonina GN=CPN10 6203,803 10,46 97
NbS00034791g0001.1 Shaperonina-60 subunidade beta 3687163 64.629 608

GN=CPN60B2
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Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
Chaperonina 60 Subunidade beta 3
NbS00022563g0002.1 GN=CPN60B3 2939,746 16,002 151
NbS00020081g0001.1 Proteina ribossomal R12 2374,204 19,713 186
Fator de reciclagem de ribossomo
NbS00016026g0011.1 _ 1154,54 32,747 289
GN=RRF
Fator de reciclagem de ribossomo
NbS00033212g0005.1 _ 1144,163 32,799 287
GN=RRF
NbS00008178g0018.1 Histona H2A 749,9692 15,533 148
NbS00036543g0002.1 Precursor chaperonina 21 GN=CPN21 392,9118 26,53 252
NbS00023692g0003.1 Proteina ribossomal 30S GN=PSRP2 242,0827 27,752 253
NbS00012273g0005.1 Precursor chaperonina 21 GN=CPN21 237,5489 26,223 249
NbS00013225g0002.1 Fator Ts de elongamento factor Ts GN=tsf 215,6903 115,484 1054
NbS000451379g0002.1 Histona H2A variante 1 GN=H2AV 202,2041 12,217 113
Fator 5A-1/2 de iniciagao da traducao
NbS00027048g0006.1 GN=EIF5A1 182,1763 17,654 160
NbS00000215g0010.1 Chaperonina Cpn60 GN=CPN60B1 5639 64,889 605
NbS000070279g0009.1 Chaperonina Cpn60 29,4129 64,72 605
NbS00025848g0007.1 Fator Ts de elongamento GN=tsf 35,0708 120,944 1101
NbS00020235g0008.1 Histona H2A 587,3674 15,48 148
Fator 4G de iniciacao da tradugao
NbS000110199g0013.1 GN=EIF4G 165,8616 190,484 1723
NbS00005183g0002.1 Subunidade beta chaperonina 60 2393,328 64,797 607
NbS00003380g0001.1 Proteina ribossomal L12-1A GN=RPL12 1496,879 19,688 187
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Massa Tamanho

Acesso Descricao Score

(kDa) (aa)
NbS00019153g0015.1 Cadeia pesada clatrina GN=CHC2 335,6384 157,262 1387
NbC23375122g0001.1 Cadeia pesada clatrina GN=CHC2 311,1047 8,222 72
HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZACAO
Proteina 9 arabinogalactano do tipo
NbS0003296690002.1 fasciclina GN=FLAQ 243,6443 27,007 251
NbS00000109g0019.1 Remorina 203,2902 23,231 210
NbS00006907g0117.1 Tipo 1 ubinucleina 150,6587 102,462 927
Subunidade 4 do proteossoma regulatério
NbS00000459g0004.1 n30-ATPase GN=MBP1 333,356 42,565 400
Subunidade 4 do proteossoma regulatério
NbS00000328g0015.1 n30-ATPase GN=MBP1 241,4168 42,707 400
NbS000170790006.1 - REDICTED: fruit protein pKIWISO1-lke  gqn3 504 8756 87
[Nicotiana tomentosiformis].
NbS00013211g0008.1 F REDICTED: major latex allergen Hev b 8- s5ag g35 169720 157
like [Nicotiana tabacum].
PREDICTED: induced stolen tip protein
NbS00035818g0017.1 TUBS-like [Nicotiana tabacum] 3761,24 14,503 142
NbS00045664g0003.1 - REDICTED: fruit protein pKIWIS01-lke 15,5 976 8406 85
[Nicotiana tomentosiformis].
NbC26053601g0004.1 Superoxido dismutase GN=SODCC 3363,176 13,047 128
NbS0004640690006.1 Superoxido dismutase GN=SODCP 1044,119 22,691 220
NbS00034633g0005.1 Superoxido dismutase GN=SODCP 1248,847 22,373 215
NbS00026008g0003.1 Rec_eptor extracelular sensivel ao calcio 346,2576 41,983 394
GN=CAS
NbS00008191g0001.1 Cistatina - Inibidor de proteinase 592,9184 4,096 38
NbS00022632g0015.1 Remorina 212,7251 22,904 207

METABOLISMO ENERGETICO
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Acesso

Descrigao Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
NbS00006821g0002.1 Fosfoglicerato quinase 935,819 53,512 508
NbC23615037g0001.1 PREDICTED: quinesina tipo 1 222,5191 7,209 62
NbS00001859g0006.1 Fosfoglicerato quinase 477,2226 58,838 558
NbS000167469g0013.1 Hidrolase 207,1185 82,85 761
NbS00001332g0003.1 Subunidade 1 da ATP-sintase GN=ATPA  206,6272 11,563 112
NbS00003092g0009.1 RNA helicase ATP dependente GN=MTR4 204,2348 8,589 74
TRANSPQRTE/ RESPOSTA A
ESTIMULO/DEFESA
NbS00005988g0006.1 ¢ror ma (e ransferéncia de fipideo 5782,017 12433 118
NbS00037024g0001.1 Proteina de transferéncia de lipideo 17213,3 12,789 122
NbS00004414g0010.1 Proteina secretora 14287,94 23,714 235
NbS00006011g0201.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 8788,181 12,168 115
NbS00039041g0001.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 659,027 10,76 102
NbS00009938g0003. 1 gﬁﬁ?;ggg;%?”ia glutarredoxina 203701 18,764 162
NAO IDENTIFICADAS
NbS00000966g0002.1 236,1519 12,701 111
NbS00019210g0004.1 182,1784 12,846 115
NbS00010679g0002.1 335,8828 43,972 386
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APENDICE B - PROTEINAS DO GRUPO SUSCEPTIVEL DESAFIADO (GSD)

Massa Tamanho

Acesso Descricao Score (kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO
Subunidade de 33 kDa de proteina
NbC23666742g0001.1 fotossintética GN=PSBO 6559,297 9,081 83
Precursor de cloroplasto PsbP1
NbS00028820g0007.1 GN=PSBP? 4214,928 27,584 251
Precursor de cloroplasto Psbo4
NbS00008702g0001.1  GN=PSBO 1316,781 14,643 331
Subunidade envolvida no fotossistema
NbC23760399g0001.1 Il GN=PSBP3 2502,08 7,587 67
Subunidade do centro de reacao IV B
NbS00019085g0006.1 do fotossistema | GN=PSAER 7088,749 15,272 143
Subunidade do centro de reagao IV B
NbS00003075g0011.1 do fotossistema | GN=PSAER 4475,415 15,254 143
Precursor de cloroplasto PsbQ1
NbS00013563g0003.1 GN=PSBQ2 4193,737 22,309 212
NbS00011475g0119.1  Proteina 15 kDa do lumen do tilacoide 463,799 22,053 207
Precursor de cloroplasto PsbP3
NbS00007132g0019.1 GN=PSBP1 794,2766 28,791 268
NbS00024617g0001.1  Fosfoproteina do tilacoide 7686,919 12,072 115
Precursor de cloroplasto PsbO2
NbS00019818g0001.1 GN=PSBO 1190,11 35,425 332
Precursor de cloroplasto PsbP4
NbS00010452g0020.1 GN=PSBP1 210,4724 28,723 268
Subunidade lll do centro de reagao do
NbS00061093g0007.1 fotossisterna | GN=PSAF 121,56513 22,618 206
Proteina CP12-2 do ciclo de Calvin
NbS00039233g0002.1 GN=CP12-2 5922,763 14,576 132
Subunidade maior de ribulose-1,5-
NbS00004956g0015.1 bifosfato carboxilase/oxigenase 365,8455 9,831 84
GN=rbcL
Cadeia menor 8B da ribulose bifosfato
NbS00041372g0009.1 carboxilase GN=RBCS 279,9067 15,419 137
NbS00029393g0012.1  Ribulose bifosfato | 188,0274 4926 444
carboxilase/oxigenase ativase 1
NbS00007503g0101.1  Proteina CP12 do ciclo de Calvin 3482,971 14,518 132
Ribulose bifosfato
NbS00009714g0011.1  carboxilase/oxigenase ativase 2 175,8978 45,511 410

GN=RCA
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Acesso Descricao Score Massa Tamanho
(kDa) (aa)
Cadeia menor 8B da ribulose bifosfato
NbC25292626g0004.1 carboxilase GN=RBCS 117,9034 18,458 159
BIOSSINTESE DE PROTEINAS,
MONTAGEM, DOBRADURA E
DEGRADACAO
NbS00026817g0017.1  Chaperonina GN=CPN10 521,6987 10,428 97
NbS00005183g0002.1  Subunidade beta chaperonina 60 2393,328 64,797 607
NbS00013225g0002.1  Caur 1S de elongamentofactor s 5156903 115,484 1054
NbS000605449g0003.1  Chaperonina GN=CPN10 6203,803 10,46 97
PREDICTED: Histona-lisina N-
NbS00022186g0018.1 metiltransferase SUVR2 GN=SUVR? 201,7354 35,294 320
Chaperonina-60 subunidade beta
NbS00034791g0001.1 GN=CPNBOB2 3687,163 64,629 608
HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZACAO
NbS00017079g0006.1 I REDICTED: fruit protein pKIWISO1-  gq45 504 g 756 87
like [Nicotiana tomentosiformis].
PREDICTED: induced stolen tip protein
NbS00035818g0017.1 TUBS-like [Nicotiana tabacum] 3761,24 14,503 142
NbS00013211g0008.1 T REDICTED: major latex allergen Hev 3534 935 15070 157
b 5-like [Nicotiana tabacum].
NbC26053601g0004.1 Superoxido dismutase GN=SODCC 3363,176 13,047 128
NbS00034633g0005.1  Superoxido dismutase GN=SODCP 1248,847 22,373 215
NbC25716275g0002.1 Alfa/beta hidrolase 276,5839 9,8 89
NbS00000109g0019.1  Remorina 203,2902 23,231 210
NbS00022632g0015.1 Remorina 212,7251 22,904 207
METABOLISMO ENERGETICO
NbS00006821g0002.1 Fosfoglicerato quinase 935,819 53,512 508
NbS00009456g0115.1  Predicted: Citocromo c oxidase 177,8742 18,235 165
NbS00016746g0013.1  Hidrolase 207,1185 82,85 761
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Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
TRANSPORTE/ RESPOSTA A

ESTIMULO/DEFESA
NbS00004414g0010.1 Proteina secretora 14287,94 23,714 235
NbS00006011g0201.1  Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 8788,181 12,168 115
NbS00005988g0006.1 ~ oro'na de transferénciade lipideo 5765 017 12,433 118
NbS00039041g0001.1  Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 659,027 10,76 102

NAO IDENTIFICADAS
NbS00014805g0103.1 176,3836 29,135 258
NbS00010679g0002.1 335,8828 43,972 386




APENDICE C - PROTEINAS DO GRUPO RESISTENTE (GR)

Acesso Descricao Score Massa Tar(nazr)lho
METABOLISMO
CLOROPLASTICO

Precursor de cloroplasto PsbO1

NbS00032545g0003.1 GN=PSBO 8906,503 35,484 332
Proteina potenciadora 1

NbS0001045490009.1 GN=PSBO 9111,219 35,679 333
Subunidade de 33 kDa de proteina

NbC23666742g0001.1 fotossintética GN=PSBO 6559,297 9,081 83
Subunidade do centro de reacgao IV

NbS00019085g0006.1 B do fotossistema | GN=PSAER 7088,749 15,272 143
Subunidade do centro de reacgao IV

NbS00003075g0011.1 B do fotossistemna | GN=PSAER 4475,415 15,254 143
Precursor de cloroplasto PsbP1

NbS00028820g0007.1 GN=PSBP2 4214,928 27,584 251
Subunidade envolvida no

NbC23760399g0001.1 fotossistema 1| GN=PSBP3 2502,08 7,587 67
Precursor de cloroplasto PsbQ1

NbS00013563g0003.1 GN=PSBQ2 4193,737 22,309 212
Proteina 5kDa do fotossistema I

NbS00023400g0001.1 GN=PSBT 106

NbS00024617g0001.1 Fosfoproteina do tilacoide 7686,919 12,072 115
Precursor de cloroplasto Psbo4

NbS00008702g0001.1 GN=PSBO 1316,781 14,643 331

NbS00010560g0001.1 Plastocianina GN=PETE1 760,2091 17 167

NbS00007503g0101.1 Proteina CP12 do ciclo de Calvin 3482,971 14,518 132
Subunidade maior de ribulose-1,5-

NbS00047753g0001.1 bifosfato carboxilase/oxigenase 1444,127 13340 115
GN=rbcL
Cadeia menor 8B da ribulose

NbS00041372g0009.1 bifosfato carboxilase GN=RBCS 602,4002 15,419 137
Subunidade maior de ribulose-1,5-

NbS00004956g0015.1 bifosfato carboxilase/oxigenase 365,8455 9,831 84
GN=rbcL

NbS00028438g0001.1 Precursor tiorredoxina 260,7849 13,064 116

NbS00003231g0004.1 | roteina precursora do 2326221 11,696 110

fotossistema || GN=PSBT




Acesso

Descricao

Score

Massa

Tamanho

(aa)
Ribulose bifosfato
NbS00009714g0011.1 carboxilase/oxigenase ativase 2 1679,927 45,511 410
GN=RCA
Proteina CP12-2 do ciclo de Calvin
NbS00039233g0002.1 GN=CP12-2 5922,763 14,576 132
NbS000599840001.1 ~2adeia maior da ribulose bifosfato )5 5, 8,073 75
carboxilase GN=rbcL
BIOSSINTESE DE PROTEINAS,
MONTAGEM, DOBRADURA E
DEGRADAGAO
NbS000605449g0003.1 Chaperonina GN=CPN10 6203,803 10,46 97
Precursor chaperonina 21
NbS00036543g0002.1 GN=CPN21 712,3722 26,53 252
NbC24219583g0001.1 Histona H2B 370,738 11,809 107
NbS00020081g0001.1 Proteina ribossomal R12 2374,204 19,713 186
NbS00011385g0004.1 Subunidade alfa da RNA 257,6255 8883 80
polimerase GN=rpoA
NbS00026544g0001.1 Proteina ribossomal L12 73,0572 19,658 186
Proteina ribossomal L12-1A
NbS00003380g0001.1 GN=RPL12 1496,879 19,688 187
HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZACAO
PREDICTED: fruit protein
NbS00017079g0006.1 pKIWI501-like [Nicotiana 6903,604 8,756 87
tomentosiformis].
PREDICTED: fruit protein
NbS0004566490003.1 pKIWI501-like [Nicotiana 1646,976 8,406 85
tomentosiformis].
PREDICTED: major latex allergen
NbS00013211g0008.1 Hev b 5-like [Nicotiana tabacum]. 3639,835 16,272 157
PREDICTED: induced stolen tip
NbS00035818g0017.1 protein TUB8-like [Nicotiana 3761,24 14,503 142
tabacum]
Superoxido dismutase
NbC26053601g0004.1 GN=SODCC 3363,176 13,047 128
Superoxido dismutase
NbS0004640690006.1 GN=SODCP 1044,119 22,691 220
NbS00022632g0015.1 Remorina 212,7251 22,904 207
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Acesso

Descricao

Score

Massa

Tamanho

(aa)
Superoxido dismutase
NbS00034633g0005.1 GN=SODCP 1248,847 22,373 215
METABOLISMO ENERGETICO
NbS00009456g0115.1 Predicted: Citocromo c oxidase 177,8742 18,235 165
NbS00006821g0002.1 Fosfoglicerato quinase 935,819 53,512 508
NbC23615037g0001.1 PREDICTED: quinesina tipo 1 793
NbS000167469g0013.1 Hidrolase 207,1185 82,85 761
TRANSPORTE/ RESPOSTA A
ESTIMULO/DEFESA
NbS000044149g0010.1 Proteina secretora 14287,94 23,714 235
Proteina de transferéncia de
NbS00005988g0006.1 lipideo GN=LTP1 5782,017 12,433 118
NbS00037024g0001.1 5;?;2?3 de transferéncia de 172133 12,789 122
Proteina de membrana DREPP2
NbS00051838g0005.1 GN=0s01g0233000 222,4478 23,278 220
NbS00006011g0201.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 8788,181 12,168 115
NbS00039041g0001.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 659,027 10,76 102
NAO IDENTIFICADAS
NbS00058694g0002.1 222,9478 14,605 130
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APENDICE D - PROTEINAS DO GRUPO RESISTENTE E DESAFIADO (GRD)

Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO

Precursor de cloroplasto PsbQ1

NbS00013563g0003.1 GN=PSBQ2 4193,737 22,309 212
Subunidade do centro de reacédo IV B

NbS00019085g0006.1 do fotossistema | GN=PSAER 7088,749 15,272 143
Precursor de cloroplasto PsbP1

NbS00028820g0007.1 GN=PSBP? 4214,928 27,584 251
Subunidade do centro de reacgao IV B

NbS00003075g0011.1 do fotossistemna | GN=PSAER 4475,415 15,254 143
Subunidade envolvida no fotossistema I

NbC23760399g0001.1 GN=PSBP3 2502,08 7,587 67

NbS00010454g0009.1 Proteina potenciadora 1 GN=PSBO 9111,219 35,679 333
Precursor de cloroplasto PsbO1

NbS00032545g0003.1 GN=PSBO 8906,503 35,484 332
Precursor de cloroplasto Psbo4

NbS00008702g0001.1 GN=PSBO 1316,781 14,643 331

NbS00024617g0001.1 Fosfoproteina do tilacoide 7686,919 12,072 115
Subunidade IV A do centro de reagao

NbS00038432g0004.1 do Fotossistema | GN=PSAEA 373,8653 15,167 141
Proteina At1g12250 do lumen do

NbS00043961g0001.1 tilacoide GN=At1g12250 448,0477 11,715 110

NbS00030369g0003.1 Precursor da plastocianina GN=PETE 517,9934 17,212 167
Precursor de cloroplasto PsbP4

NbS00010452g0020.1 GN=PSBP1 210,4724 28,723 268
Subunidade de 33 kDa de proteina

NbC23666742g0001.1 fotossintética GN=PSBO 6559,297 9,081 83

NbS00012843g0001.1 Plastocianina GN=PETE 694,7875 17,069 167
Proteina de ligacdo CP26 a pigmentos

NbS00004085g0015.1 do cloroplasto GN=LHCB5 456,5195 23,609 225

NbS00011475g0119.1 Proteina 15 kDa do Iumen do tilacoide 463,799 22,053 207
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Massa Tamanho

Acesso Descricao Score (kDa) (aa)
Proteina do lumen do tilacoide
NbS00008180g0001.1 GN=At1g03600 501,2461 18,789 171
Precursor do cloroplasto PsbP2
NbS0000252090008.1 GN=PSBP? 4233,342 37,737 340
NbS00010560g0001.1 Plastocianina GN=PETE1 760,2091 17 167
NbS00023937g0001.1 Subunidade [l do centro dereagdodo 444 77556 29687 207
fotossistema IGN=psaD
NbS00010560g0001.2 Plastocianina GN=PETE1 760,2091 17 167
NbS00023937g0001.2 Subunidade lldocentroderagdodo 444 77556 29687 270
fotossistema IGN=psaD
NbS0001056090001.3 Plastocianina GN=PETE3 882,3922 17,071 303
Cadeia menor 8B da ribulose bifosfato
NbS00041372g0009.1 carboxilase GN=RBCS 602,4002 15,419 137
NbS00007503g0101.1 Proteina CP12 do ciclo de Calvin 4701,576 14,518 132
BIOSSINTESE DE PROTEINAS,
MONTAGEM, DOBRADURA E
DEGRADACAO
NbS00026817g0017.1 Chaperonina GN=CPN10 521,6987 10,428 97
NbS00017357g0001.1 Proteina ribossomal L12 GN=RPL12 383,303 17,932 166
Fator de reciclagem de ribossomo
NbS00033212g0005.1 _ 1144,163 32,799 287
GN=RRF
NbS00060544g0003.1 Chaperonina GN=CPN10 6203,803 10,46 97
NbC24219583g0001.1 Histona H2B 370,738 11,809 107
NbS00016026g0011.1 -ator de reciclagem de ribossomo 1154,54 32,747 289
GN=RRF
NbS00036543g0002.1 Precursor chaperonina 21 GN=CPN21 392,9118 26,53 252
NbS00020081g0001.1 Proteina ribossomal R12 2374,204 19,713 186
HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZACAO
NbS00035818g0017.1 PREDICTED: induced stolen tip protein 376124 14,503 142

TUBS8-like [Nicotiana tabacum]
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Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
NbC26053601g0004.1 Superoxido dismutase GN=SODCC 3363,176 13,047 128
NbS00013211g0008.1 - ~EDICTED: major latex allergen Hevb 5549 935 16970 157
5-like [Nicotiana tabacum].
NbS00045664g0003.1 - REDICTED: fruit protein pKIWIS01-like 41q,4 976 g 406 85
[Nicotiana tomentosiformis].
NbS00034633g0005.1 Superoxido dismutase GN=SODCP 1248,847 22,373 215
NbS00000109g0019.1 Remorina 203,2902 23,231 210
NbS00005510g0004.1 Subunidade beta 2343118 13,661 121
geranilgeraniltransferase
NbS00017079g0006.1 - REDICTED: fruit protein pKIWIS01-like - 5755 51 g 756 87
[Nicotiana tomentosiformis].
Proteina quinase dependente de calcio
NbS00011146g0015.1 GN=CPK30 99,8137 36,869 320
METABOLISMO ENERGETICO
NbS00016746g0013.1 Hidrolase 335,938 82,85 761
NbS00006821g0002.1 Fosfoglicerato quinase 213,2298 53,512 478
NbS00009456g0115.1 Predicted: Citocromo ¢ oxidase 165
TRANSPORTE/ RESPOSTA A
ESTIMULO/DEFESA
NbS00005988g0006.1 roteina de transferéncia de lipideo 6109438 12433 119
GN=LTP1
NbS00004414g0010.1 Proteina secretora da epiderme 8367,983 23,714 235
NbS00039041g0001.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 408,7661 10,76 102
NbS00018964g0003.1 Deidrina 294,0757 23,605 208
NbS00010595q0010.1 F.roteina de ligagao do fator choque 300,5969 12,437 111
térmico
NbS00037024g0001.1 Proteina de transferéncia de lipideo 570,0695 12,789 112
NbS00006011g0201.1 Fosfoproteina TSP9 do tilacoide 5949,994 12,168 115
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Acesso Descricao Score Massa Tamanho
(kDa) (aa)
NAO IDENTIFICADAS
NbS00001797g0001.1 266,1937 14,372 119
NbS00010679g0002.1 162,1994 43,972 386
NbS00017494g0010.1 254,2262 9,336 80
NbS00008738g0002.1 PREDICTED: putative protein TPRXL 228,7815 14,99 136




APENDICE E - PROTEINAS EXCLUSIVAS DO GRUPO SUSCEPTIVEL (GS)
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Acesso Descricao Score Massa  Tamanho
(kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO
NbS00023265g0002.1 Plastocianina 1041,012 17,08 169
NbS00012460g0007.1 F1iena PS828 docentrodereacdo 754 5607 13013 115
NbS00007371g0002.1 Proteina do lumen do tilacoide 514,1743 26,737 245
NbS00008180g0001.1 Proteina do lumen do tilacoide 501,2461 18,789 171
NbS00000987g0004.1 Proteina de ligagao de clorofila 307,3651 28,381 266
NbS00014580g0005.1 Proteina de ligagao de clorofila 381,2267 24,949 231
NbS00008079g0001.1 F1Oreina PSB28 do centro de reacdo 768 3555 13,013 115
BIOSSINTESE DE PROTEINAS
NbS00022563g0002.1 Chaperonina Cpn60 2939,746 16,002 151
NbS00008178g0018.1 Histona H2A 749,9692 15,533 148
NbS00023692g0003.1 Proteina ribossomal 30S 242,0827 27,752 253
NbS00012273g0005.1 Precursor de chaperonina 237,5489 26,223 249
NbS00045137g0002.1 Histona H2A 202,2041 12,217 113
NbS00027048g0006.1 Fator inicial de tradugao 182,1763 17,654 160
NbS00000215g0010.1 Proteina de ligagdo da RuBisCO 5,639 64,889 605
NbS00007027g0009.1 Proteina de ligagdo da RuBisCO 29,4129 64,72 605
NbS00025848g0007.1 Fator de elongagdo Ts 35,0708 120,944 1101
NbS00020235g0008.1 Histona H2A 587,3674 15,48 148
NbS00011019g0013.1 Fator inicial de tradugdo 165,8616 190,484 1723
NbS00019153g0015.1 Cadeia pesada da clatrina 335,6384 157,262 1387
NbC23375122g0001.1 Cadeia pesada da clatrina 311,1047 8,222 72

HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZAGAO
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Acesso Descricao Score Massa  Tamanho

(kDa) (aa)

NbS00032966g0002.1 Arabinogalactano tipo fasciclina 243,6443 27,007 251

NbS00006907g0117.1 Tipo 1 ubinucleina 150,6587 102,46 927

NbS00000459g0004.1 Subunidade regulatoria do 333356 42,565 400
proteosoma

NbS00000328g0015.1 Subunidade regulatoria do 2414168 42,707 400
proteosoma

NbS00026008g0003.1 S;gﬁ)ptor extracelular sensivel a0 55 5576 41,083 394

NbS00008191g0001.1 Cistatina 592,9184 4,096 38

METABOLISMO ENERGETICO

NbS00001859g0006.1 Fosfoglicerato quinase 477,2226 58,838 558

NbS00001332g0003.1 Subunidade da ATP sintase 206,6272 11,563 112

NbS00003092g0009.1 RNA helicase 2042348 8,589 74

TRANSPORTE/ DEFESA
NbS000099380003.1 -roteina da familia glutarredoxina 203701 18,764 162

GN=At5g39865
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APENDICE F - PROTEINAS EXCLUSIVAS DO GRUPO SUSCEPTIVEL
DESAFIADO (GSD)

Massa Tamanho

Acesso Descricao Score (kDa) (aa)

METABOLISMO CLOROPLASTICO

Subunidade do centro de reagao do
fotssistema |

NbC2529262690004.1 Cadeia pequena da RuBisCO 117,9034 18,458 159

NbS00061093g0007.1 121,5513 22,618 206

HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZAGAO

NbC25716275g0002.1 Hidrolase 276,5839 9,8 89
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APENDICE G - PROTEINAS EXCLUSIVAS DO GRUPO RESISTENTE (GR)

Acesso

Descricao

Score

Massa Tamanho

(kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO

NbS00023400g0001.1 Proteina do fotossistema Il 1036,055 11,758 111
NbS00003231g0004.1 | "Oteina precursora doffotossistema 535 6551 11,606 110
NbS00059984g0001.1 Cadeia maior da RuBisCO 213,907 8,073 75

BIOSSINTESE DE PROTEINAS
NbS000113859g0004.1 Subunidade alfa da RNA polimerase 257,6255 8,883 80
NbS00026544g0001.1 Proteina ribossomal L12 73,0572 19,658 186

TRANSPORTE/ ESTIMULO A

DEFESA

NbS00051838g0005.1 Proteina DREPP2 222,4478 23,278 220
NbS00028438g0001.1 Precursor de tiorredoxina 260,7849 13,064 116




APENDICE H - PROTEINAS EXCLUSIVAS DO GRUPO RESISTENTE
DESAFIADO (GRD)
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Acesso Descricao Score Massa Tamanho
(kDa) (aa)
METABOLISMO CLOROPLASTICO
NbS00043961g0001.1 " roteina com uma repeticdo de um 621,83 11,715 110
pentapeptideo de funcdo desconhecida
NbS00023937g0001.1 Subunidade Il do centro de reagao do 381,77 22,687 207
fotossistema |
BIOSSINTESE DE PROTEINAS
NbS00017357g0001.1 Proteina ribossomal L12 GN=RPL12 383,3 17,932 166
HOMEOSTASE CELULAR E
ORGANIZACAO
NbS00005510g0004.1 Subunidade beta da 23431 13,661 121
geranilgeraniltransferase
NbS00017079g0006.1 fruit protein pKIWI501-like 2722,5 8,756 87
NbS00011146g0015.1 Proteina quinase dependente de calcio 99,814 36,869 320
TRANSPORTE/ ESTIMULO A DEFESA
NbS00018964g0003.1 Deidrina 335,76 23,605 208
NbS00010595g0010.1 ' ator de ligagdo da proteina choque 3006 12437 111

térmico




