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RESUMO

OLIVEIRA, Phedra Gusméo da Silva de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2024. ANALISE DE RESPOSTA IMUNE DE PLANTA INDUZIDA POR
VESICULAS EXTRACELULARES DE |Ralstonia pseudosolanacearum.
Orientadora:  Poliane  Alfenas  Zerbini.

O Complexo de Espécies Ralstonia solanacearum (CERS) é composto por bactérias
Gram-negativas fitopatogénicas, causadoras da murcha bacteriana, de grande
importadncia no setor agricola. Esse complexo é formado por trés espécies (R.
solanacearum, R. pseudosolanacearum e R. syzygii), classificadas em quatro
filotipos distribuidos em diferentes regides geograficas no mundo. A alta diversidade
genética, combinada com ampla gama de hospedeiros e alta taxa de sobrevivéncia
da bactéria na auséncia de uma planta hospedeira torna a doenca de dificil controle.
Neste contexto, a utilizacdo de bacteriéfagos tem se mostrado uma estratégia
promissora para o controle da murcha bacteriana causada pelas bactérias do CERS.
Os virus que infectam bactérias podem se multiplicar de varias maneiras, resultando
em diferentes consequéncias para o hospedeiro, desde a lise celular até infecgdes
cronicas. As infeccbes crdnicas, por sua vez, podem induzir alteracoes fenotipicas
significativas no hospedeiro, afetando caracteristicas como patogenicidade,
crescimento, formacdo de biofilme entre outras. Virus classificados na familia
Inoviridae sé@o virus que infectam bactérias de forma crbnica, e, como consequéncia
desta estratégia de multiplicagdo, causam diversas modificacdes fenotipicas nas
células infectadas, incluindo alteracdo da agressividade em bactérias patogénicas.
Uma das alteracdes ja descritas € afetar a producdo e composicdo das vesiculas
extracelulares bacterianas (VEBs). VEBs sao nanoparticulas complexas de
composicao e estrutura variavel de acordo com o momento fisiolégico e interagéo
com o ambiente em que a bactéria esta inserida. Com diversas fungbes, as VEBs
podem ser carreadoras de fatores de viruléncia bastante eficientes, e induzir a
resposta imune em plantas ativando mecanismos de resposta de defesa e necrose.
Entretanto a resposta imune da planta em resposta a presencga de vesiculas
extracelulares produzidas por bactérias fitopatogéncias tem sido pouco explorada. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar VEBs produzidas por Ralstonia
pseudosolanacearum, infectadas pelo Ralstonia solanacearum inovirus brazil 1
(RSIBR1), analisar a resposta imune de plantas e



possibilidade de imunizagcdo contra a murcha bacteriana por VEBs no processo de
infeccdo por R. pseudosolanacearum. O tamanho das vesiculas de bactérias nao
infectadas foi homogéneo, em contraste com bactérias infectadas, onde o tamanho
das vesiculas produzidas foi bastante heterogéneo. A producao de VEBs também foi
afetada em bactérias infectadas pelo inovirus, com dez vezes menos vesiculas
produzidas quando comparadas com bactérias nao infectadas. As vesiculas
purificadas a partir de culturas de bactérias infectadas e nao infectadas causaram
reacao de hipersensibilidade e necrose tecidual em folhas de tomate, sendo possivel
observar um perfil fenotipico de resposta mais intensa em plantas infiltradas com
VEBs purificadas, a partir da bactéria infectada. A expressao relativa dos genes das
proteinas de patogénese classe 1a (pr1A), e semelhante a osmotina (o/P) do
sistema imune de plantas, obteve um aumento significativo para VEBs purificadas a
partir de bactérias infectadas em relacdo as VEBs de bactérias ndo infectadas, nos
dois periodos de avaliacdo. A infiltracdo de plantas com vesiculas causou protecao
parcial em plantas de tomate contra a murcha bacteriana, com sintomas brandos e
reduzida taxa de mortalidade. Esse foi o primeiro relato de VEBs de R.
pseudosolanacearum causarem protecdao e contra efeitos graves da murcha
bacteriana, sendo necessario maior investigacdo do conteddo presente nas
vesiculas.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares; ralstonia spp.; sistema imune de planta



ABSTRACT

OLIVEIRA, Phedra Gusmao da Silva de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2024. ANALYSIS OF PLANT IMMUNE RESPONSE INDUCED BY
EXTRACELLULAR VESICLES OF Ralstonia solanacearum. Adviser: Poliane
Alfenas Zerbini.

The Ralstonia solanacearum Species Complex (RSSC) comprises Gram-negative
phytopathogenic bacteria responsible for bacterial wilt, a disease of great importance
in agriculture. This complex consists of three species (R. solanacearum,
R. pseudosolanacearum, and R. syzygii), classified into four phylogenetic groups
distributed across different geographical regions worldwide. The high genetic
diversity, combined with a wide range of hosts and a high survival rate of the bacteria
in the absence of a host plant, makes the disease difficult to control. In this context,
the use of bacteriophages has proven to be a promising strategy for managing
bacterial wilt caused by RSSC bacteria. Viruses that infect bacteria can multiply in
various ways, resulting in different consequences for the host, ranging from cell lysis
to chronic infections. Chronic infections, in turn, can induce significant phenotypic
alterations in the host, affecting characteristics such as pathogenicity, growth, and
biofilm formation, among others. Viruses classified in the family Inoviridae are viruses
that chronically infect bacteria. As a consequence of this multiplication strategy, they
cause various phenotypic modifications in the infected cells, including changes in

aggressiveness in pathogenic bacteria. One of the alterations already described is
the effect on the production and composition of bacterial extracellular vesicles (EVs).
EVs are complex nanoparticles with variable composition and structure depending on
the physiological state and interaction with the environment in which the bacterium is
situated. With various functions, EVs can carry highly efficient virulence factors and
induce plant immune responses by activating defense response mechanisms and
necrosis. However, the immune response of plants in response to the presence of
extracellular vesicles produced by phytopathogenic bacteria has yet to be explored.
The objective of this study was to characterize EVs produced by Ralstonia
pseudosolanacearum infected by Ralstonia solanacearum inovirus brazil 1 (RSIBR1),
analyze the immune response of plants, and investigate the possibility of
immunization against bacterial wilt through EVs during the infection process by R.



pseudosolanacearum. The size of vesicles from uninfected bacteria was
homogeneous, in contrast to infected bacteria, where the size of the produced
vesicles was quite heterogeneous. The production of EVs was also affected in
bacteria infected by the inovirus, with ten times fewer vesicles produced compared to
uninfected bacteria. The purified vesicles from infected and uninfected bacteria
cultures caused hypersensitivity reactions and tissue necrosis in tomato leaves, with
a more intense phenotypic response observed in plants infiltrated with purified EVs
from the infected bacteria. The relative expression of class 1a pathogenesis-related
protein genes (pr1A) and osmotin-like protein (o/P) in the plant immune system
showed a significant increase for purified EVs from infected bacteria compared to
uninfected bacteria during both evaluation periods. The infiltration of plants with
vesicles partially protected tomato plants against bacterial wilt, resulting in mild
symptoms and reduced mortality rates. This is the first report of EVs from
R. pseudosolanacearum providing protection against severe effects of bacterial wilt,
warranting further investigation of the content present in the vesicles.

Keywords: extracellular vesicles; ralstonia spp.; plant’s immune system
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1. Vesiculas Extracelulares Bacterianas (VEBSs)

Vesiculas extracelulares s&o produzidas por organismos de todos os
dominios da vida, variando em origem, tamanho, composi¢ao e fungdo (JUODEIKIS;
CARDING, 2022), e desempenham um papel fundamental na interagdo dos
organismos com o ambiente (GILMORE et al., 2021; XIAO; LI; YANG, 2023). As
vesiculas extracelulares bacterianas (VEBs) representam um exemplo dessas
vesiculas, com composi¢gdo complexa e geralmente relacionadas aos componentes
presentes nas células de origem. Elas sao produzidas por diferentes mecanismos, e
o tamanho pode variar entre 20 e 400 nm em diametro (TOYOFUKU et al., 2023).

O primeiro relato da ocorréncia das VEBs foi na década de 1960, quando foi
demonstrada a existéncia de uma relagdo entre nanoparticulas lipopolissacaridicas
derivadas de Escherichia colie lisinas presentes no meio de cultivo, que
estimulavam a producdo das VEBs. A evidéncia foi documentada por meio de
observagoes realizadas com microscopia eletrénica, o que demonstrou a relevancia
das VEBs e suas fungdes no contexto bacteriano (KNOX; VESK; WORK, 1966).

Nas bactérias Gram-negativas, as VEBs podem ser formadas a partir de
bolhas na membrana externa (OM) resultantes da alteracdo de sua flexibilidade.
Uma das evidéncias para tais disturbios € o desequilibrio na biossintese de
peptidoglicano, o acumulo de proteinas mal dobradas, em processo de degradacao,
ou de moléculas hidrofébicas de importancia para a manutencao do equilibrio fisico-
quimico da OM e do espago intermembrana durante o crescimento celular. Todas
essas alteragbes levam a produgdo de vesiculas de membrana externa (OMVs)
(BITTO et al., 2017; SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015; TOYOFUKU; NOMURA,;
EBERL, 2019).

Ha também a sintese de vesiculas extracelulares com membrana interna e
externa (OIMVs) em bactérias Gram-negativas, que ocorre por meio do
enfraquecimento da camada de peptidoglicano bacteriano por endolisinas.
Geralmente, essas enzimas sado produzidas por fagos ou pelos mecanismos de
estresse devido a danos no DNA bacteriano (BAUWENS et al., 2017; TURNBULL et
al., 2016). Como consequéncia, ocorre a projegdo da membrana interna no
periplasma (TOYOFUKU et al., 2023).
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Para bactérias Gram-positivas, ainda ndo esta bem elucidada a biossintese e
os tipos de VEBs, com até entdo a classificagdo de vesiculas extracelulares de
membrana citoplasmatica (CMVs). As VEBs dessas bactérias podem ser de origem
explosiva (ECMVs), denominadas “morte celular borbulhante”, que sao derivadas da
indugdo de substancias que danificam o DNA ou a membrana citoplasmatica e
desestruturam os peptidoglicanos, como a ciprofloxacina (ANDREONI et al., 2019;
WANG et al., 2018). O mecanismo das ECMVs geralmente ocorre com a membrana
interna sendo extrusada para o citoplasma periférico, permitindo que materiais
citoplasmaticos entrem nas vesiculas. Por fim, as VEBs séo liberadas do citoplasma
interno bacteriano para o espacgo extracelular, com a membrana externa circundante;
consequentemente, essas vesiculas possuem maior conteudo gendémico do que as
de origem n&o explosiva (XIAO; LI; YANG, 2023).

A composigdo molecular das VEBs €& majoritariamente fosfolipidica e
enriquecida com proteinas integrais de membrana, lipoproteinas e uma pequena
parcela de proteinas soluveis, ions e metabdlitos (PATHIRANA; KAPARAKIS-
LIASKOS, 2016; ROIER et al., 2016). Além disso, eventualmente, moléculas
hidrofébicas e de origem citosdlica podem estar presentes no lumen, assim como
acidos nucleicos, tanto no lumen quanto na superficie, em VEBs de dupla camada
ou de origem explosiva (LEE et al., 2009; LIAO et al., 2014; RESCH et al., 2016;
TARTAGLIA et al., 2020). A composicao das VEBs esta intimamente relacionada as
funcbes nas quais estdo envolvidas, como em varios processos de adaptacao e
sobrevivéncia das bactérias, incluindo comunicagao intra e interespécies, transporte
de biomoléculas, formacdo de biofilme, tolerdncia e resposta ao estresse,
transferéncia horizontal de genes e propagacao de fatores de viruléncia (LI et al.,
1998; SCHOOLING E BEVERIDGE, 2006; ELLIS E KUEHN, 2010; BERLEMAN E
AUER, 2013; KOEPPEN et al., 2016; BAHAR et al., 2016).

Algumas fungdes podem ser mais especificas para um determinado tipo de
VEB. De acordo com estudos protedbmicos em Gram-negativas, foram observadas
diferengas de composigéo relacionadas a fungao/tipo (LEE et al., 2009; MCMILLAN;
KUEHN, 2021a). Por exemplo, as vesiculas de membrana externa-interna e do tipo
E geralmente tém a funcdo de transferir DNA, sendo consideradas um quarto
mecanismo de transferéncia horizontal de genes, a vesidugdo (DORWARD;
GARON; JUDD, 1989; FULSUNDAR et al., 2014; TASHIRO et al.,, 2017; TRAN;

BOEDICKER, 2017). Da mesma forma, como em muitas bactérias, a resposta de
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reparo SOS pode ser coordenada por vesiculas por meio da liberacdo de toxinas
(TOYOFUKU et al., 2023), ou até mesmo pela captagcdo de nutrientes com o
transporte de receptores que se ligam a eles e fazem a entrega a células-alvo, como
o exemplo de sideroforos para aquisigao de ferro (WANG; NIE; WU, 2021). Além
disso, foi demonstrado que as VEBs servem como iscas para a protecao da célula,
inativando e/ou neutralizando bacteriéfagos ou bactérias competidoras, sendo as
VEBSs classificadas como um fator de defesa (MANNING; KUEHN, 2011).

Outra funcdo das vesiculas esta relacionada as interagdes bactéria-
hospedeiro, que podem trazer vantagens ecoldgicas e contribuir para a viruléncia de
bactérias patogénicas (JEONG et al., 2024). Padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMPs) séo geralmente encontrados em vesiculas de micro-organismos
patogénicos (FURUYAMA,; SIRCILI, 2021; GILMORE et al., 2021; XIAO; LI; YANG,
2023), sendo esses PAMPs moléculas fundamentais para o sucesso da colonizagéo
e invasao do hospedeiro. No entanto, a interacéo por meio de vesiculas nem sempre
traz essas vantagens ao patdgeno, uma vez que o sistema imunoldgico do
hospedeiro detecta os PAMPs presentes nas VEBs. Isso ocasiona a ativacdo do
sistema imunolégico do hospedeiro, por meio de transdugdo de sinal, que
desencadeia uma cascata de sinalizacdo celular. Com isso, ha a sintese de
proteinas e metabdlitos que oferecem condi¢cdes e capacidade ao hospedeiro para
superar a infeccdo (CARUANA; WALPER, 2020; MCMILLAN; KUEHN, 2021;
JEONG et al., 2024).

1.2. Interagao VEB-planta

A maioria dos estudos envolvendo VEBs e sua interacdo com o ambiente esta
relacionada a patdgenos cujo hospedeiro possui origem animal (CHOI et al., 2017; LI
et al.,, 2022). Entretanto, a interacdo entre vesiculas derivadas de bactérias
fitopatogénicas e plantas é bastante complexa, na qual as VEBs podem representar
uma forma de suporte adaptativo na patogénese da bactéria e no gerenciamento do
estresse do hospedeiro (MCMILLAN et al., 2021b; RUDNICKA et al., 2022).

No contexto da célula bacteriana, as vesiculas liberadas facilitam as interacées com
o ambiente circundante sem que a bactéria gaste energia para se mover, permitindo
acesso a longas distancias em locais que a célula nao consegue alcangar devido a

resposta de defesa do hospedeiro ou ao seu tamanho (RUDNICKA et al., 2022). No
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momento da vesiculacdo, componentes ativos pertencentes a membrana externa e
ao espago periplasmatico, como o LPS das bactérias Gram-negativas e o0s
peptideoglicanos das Gram-positivas, se ancoram ou sdo armazenados no lumen,
sendo protegidos da degradagédo por enzimas de outras bactérias ou do ambiente
(CARUANA; WALPER, 2020; VOLGERS; SAVELKOUL; STASSEN, 2018).

O reconhecimento do patdgeno por meio das VEBs na célula vegetal é fundamental
para a montagem de uma resposta imune eficaz (KATSIR; BAHAR, 2017), mediada
pelos principais PAMPs contidos nas vesiculas. O LPS ja citado, a flagelina e o fator
de alongamento Tu (EF-Tu) séo alguns dos PAMPs reconhecidos na parede celular
vegetal pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) para a ativagao da
resposta inata (BAHAR et al., 2016). As respostas imunes das plantas sao divididas
em dois tipos: o primeiro, ja citado, ocorre por meio do reconhecimento de PAMPs,
geralmente feito por receptores ricos em motivos de lisina (LRR) na porgao
extracelular (ZIPFEL, 2014). O segundo tipo € denominado imunidade
desencadeada por dano, mediada também por LRRs na porgao intracelular,
geralmente induzida por nucleotideos exdgenos ou enzimas hidroliticas que
provocam estabilizagéo estrutural da célula (BAHAR et al., 2016).

Exemplos de receptores especificos para os principais PAMPs presentes nas
VEBs sédo o FLS2, que reconhece a flagelina, o EFR, relacionado ao fator de
alongamento Tu, e receptores da familia LYM, que interagem com peptideoglicanos
(KATSIR; BAHAR, 2017; MA et al., 2022; SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015).
Outras proteinas transmembrana de importancia no desencadeamento da resposta
sdo a SOBIR1 e a BAK1, um correceptor de proteinas LRR-RLPs e um correceptor e
regulador da sinalizagdo de PRR, respectivamente (LIEBRAND; VAN DEN BURG,;
JOOSTEN, 2014; VAN DER BURGH et al., 2019; WEI et al., 2022). Ambos, com
carater de quinase, servem como sinalizagdo inicial da resposta (BAHAR et al.,
2016; KATSIR; BAHAR, 2017).

Existem alguns modelos de mecanismos de interacdo entre VEBs e plantas
que possibilitam a resposta imunolégica do hospedeiro (Figura 1). O primeiro modelo
envolve a ligagdo de PAMPs, ancorados na superficie das VEBs, a PRRs na parede
celular da célula vegetal, associados a RLKs e RLPs intermembrana, o que
desencadeia um processo de fosforilagdo para transdugéo de sinal. Em seguida, é
ativada uma NADPH oxidase relacionada ao estresse respiratério, resultando em um

aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e liberagdo de ions.
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Como consequéncia, diversos fatores de transcricdo sao ativados por fosforilacdo
por meio das proteinas MAPK/CDPK, levando ao aumento da expressao de genes
envolvidos na realocacado de nutrientes, liberagdo de metabdlitos antimicrobianos e
hormonios de defesa (RUDNICKA et al., 2022).

No segundo mecanismo, esta relacionado ao dano da parede celular do
hospedeiro, em que os padrées moleculares associados ao dano (DAMPs) de
interesse estdo contidos no interior das VEBs. A interacdo ocorre quando as
vesiculas bacterianas sdo degradadas sob condigdes acidas do ambiente, liberando
o conteudo presente no lumen. Esse conteudo geralmente consiste em proteases e
lipases, que afetam a integridade da parede celular vegetal, ativando receptores
vegetais que iniciam a resposta imune, com a liberagdo de ROS e ions no ambiente
externo da célula, culminando na ativagdo de fatores de transcrigdo para genes
responsivos, semelhante ao primeiro mecanismo (RUDNICKA et al., 2022).

Outra interacdo assemelha-se ao sistema de secrecgao tipo Il (TSS3), em que
as VEBs entram nas células vegetais de forma passiva ou ativa, dependente de
clatrinas ou rafts lipidicos da membrana (Figura 1) (KATSIR; BAHAR, 2017; KIM et
al., 2023; RUDNICKA et al., 2022). Apés a chegada das VEBs ao ambiente
citoplasmatico, os PAMPs da superficie interagem com proteinas NLR de
reconhecimento e sinalizagcdo celular para a expressao de genes relacionados ao
sistema imune vegetal (Figura 1). Um outro mecanismo envolve a modulagédo dos
genes por meio da epigenética, em que sRNAs sdo transportados pelas VEBs e
atuam no genoma do hospedeiro. Apds serem incorporadas, as VEBs liberam essas
biomoléculas que interferem no sistema de defesa do complexo RISC, que contém
proteinas argonautas. Os sRNAs podem regular a expressao e tradugao de genes
responsivos do sistema imune (JEONG et al., 2024).

Em uma perspectiva evolutiva, a bactéria sai em vantagem com o uso das
vesiculas; entretanto, a montagem rapida de uma resposta imune do hospedeiro
pode levar a algo benéfico e até se tornar prejudicial para a bactéria (MCMILLAN;
KUEHN, 2021). Com o reconhecimento dos PAMPs e a cascata de ativagdo do
sistema imune, diversos horménios e metabdlitos protegem a planta do patdégeno
bacteriano, como o acido salicilico e o acido jasmonico, que tém como consequéncia
a reagao de hipersensibilidade e podem se assemelhar a resposta de resisténcia
sistémica a bactéria (BASHIR et al., 2020; CHAUDHARY; SINGH; SHARMA, 2021;
CONRATH et al., 2015; MANGHWAR; HUSSAIN, 2022; VLOT et al., 2021).
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Figura 1: Mecanismos de interagdo VEB-célula vegetal. A) PAMPs da superficie da
VEBs interagem com os PRR da célula vegetal, que desencadeia fosforilagdo na
subunidade intermembrana do receptor, que induz a fosforilacdo de proteinas de
ativacdo a sintese de espécies reativas de oxigénio (RBOHD), além de induzir
liberagdo de ions Ca?*, fundamentais na sinalizagdo celular de transcrigdo de genes
do sistema imune vegetal. B) VEBs séao lisadas e liberam padrbes moleculares
associados ao dano (DAMPs), que degradam a parede vegetal e assim ativam
repectores de membrana que podem induzir fosforilagcdo de proteinas de sitese de
ROS, liberagcdo de ions no ambiente, e desencadear sinalizagdo celular para
transcricdo de genes responsivos. C) Entrada de VEBs na célula de plantas por
clatrinas ou rafts lipidicos, que no interior celular interagem com proteinas que
ativam a transcricdo de genes que fazem parte do sistema imune vegetal
(RUDNICKA et al., 2022).

Além de metabdlitos e fitohormbnios, genes responsivos comuns ao combate
de estresses biodticos, como fitopatdgenos, sdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PR) (ISLAM et al., 2023). Essas proteinas sao classificadas em 19
familias e tém baixo peso molecular (VAN LOON et al., 1994), estando associadas a
um conjunto coordenado e integrado de alteracbes metabdlicas (DAS et al., 2011),
minimizando a presenga do patégeno ou o inicio da doenga em tecidos nao
infectados (KAUR et al.,, 2023). Essas alteragdes podem levar a indugdo de
resisténcia sistémica adquirida (SAR) ou resisténcia sistémica induzida (ISR) por
meio da ativacdo de vias de sinalizagdo de defesa, como acido salicilico (SA) e
etileno (ET) (ALI et al.,, 2018). Geralmente, as PRs podem se acumular em

diferentes locais, no meio extracelular com carater acido, como nos vacuolos com
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carater basico, e também predominantemente nos apoplastos (VAN LOON et al.,
1994).

As proteinas da classe PR variam suas fungdes de acordo com cada situagao
de estresse e o agente causador, como proteases, glucanases, quitinases,
defensinas, dentre outras biomoléculas que podem servir como antimicrobianos (ALI
et al., 2018; EGOROV et al., 2005). Esses agentes causadores se diferenciam em
dois grupos na ativagcao das proteinas: os biotréficos e os necrotroficos (ISLAM et
al.,, 2023). O grupo dos biotroficos esta relacionado a via do acido salicilico, que
induz a transcricdo de NPR1, que posteriormente ativa as classes PR1, PR2 e PRS,
estando relacionado com resisténcia adquirida sistémica (ALl et al., 2017;
MANGHWAR; HUSSAIN, 2022; SONAH et al., 2016). Ja os necrotrdéficos induzem a
ativacdo das vias do acido jasmoénico e do etileno por meio das proteinas das
classes PR3, PR4 e PR12, gerando resisténcia adquirida local (ALl et al., 2018) . Um
dos exemplos dessas proteinas que causam resisténcia é PR1, que, ao ser
superexpressa, aumenta a tolerancia de plantas em relagdo a fitopatdgenos
(ALEXANDER et al., 1993; SAROWAR et al., 2005).

Em patogenos biotréficos, a PR1 € o grupo de PRs predominante, possuindo
tanto estruturas acidas quanto basicas (VIDHYASEKARAN, 2014). Além disso, é
bem conhecida por reduzir o crescimento do patdégeno; ao se ligar a ele, realiza o
sequestro de esterodis presentes na superficie celular do microrganismo (ISLAM et
al., 2023). Outra caracteristica marcante dessa proteina € a inibigdo da morte celular
programada, com a subsequente liberagdo do peptideo CAPE1 (ISLAM et al., 2023).
A PR1 possui diversas isoformas, a maioria das quais apresenta carater antifungico
e atua no xilema vegetal (GORDON-WEEKS et al., 1997; NIDERMAN et al., 1995).

Sobre as PRs ativadas pelas vias do acido jasménico e do etileno, destaca-se
a PR5, especificamente a osmotina (ALI et al., 2018; BASHIR et al., 2020a; ISLAM
et al., 2023). Essa proteina multifuncional, responsiva ao estresse, esta envolvida na
indugdo da osmotolerancia em plantas (BASHIR et al., 2020a; HWANG; OH; OH,
2020). Em um cenario de superexpressao dessa proteina na presenga do patégeno,
ocorre redugao na producado de espécies reativas de oxigénio (ROS) (WAN et al.,
2017), limitando a peroxidagao lipidica, iniciando a morte celular programada (PCD)
e aumentando o conteudo de prolina, bem como a atividade da enzima de
eliminacdo (BASHIR et al., 2020; VIKTOROVA et al.,, 2019). As osmotinas e

proteinas semelhantes a osmotina (OLP) tém como fungdo principal diminuir o
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potencial osmoético sob estresse, apresentando atividades especificas em resposta a
NaCl, etileno e acido abscisico (DAS, Subhashree; CHAKRABORTY, 2016; SADAT
NOORI; SOKHANSANJ, 2008). Seu acumulo ocorre principalmente em regides
dormentes do apice da raiz e nas regides meristematicas do apice do broto (DAS,
Subhashree; CHAKRABORTY, 2016; MANGHWAR; HUSSAIN, 2022; SADAT
NOORI; SOKHANSANJ, 2008), sendo sua superexpressdao fundamental para
plantas jovens e suas respectivas raizes, além de atuar como um regulador
transcricional para outras proteinas do sistema imune vegetal (KUMAR et al., 2015;
BASHIR et al., 2020).

1.3. Ralstonia solanacearum

As bactérias do complexo de espécies Ralstonia solanacearum (RSSC),
composto por Ralstonia solanacearum, Ralstonia pseudosolanacearum e Ralstonia
syzygii, sado Gram-negativas habitantes naturais do solo e pertencentes a
classe Betaproteobacteria (PRIOR et al., 2016; WICKER et al., 2012). Até meados
da década de 1990, eram conhecidas como Pseudomonas solanacearum (PAUDEL
et al., 2020), mas esse grupo foi reclassificado filogeneticamente e subdividido em
filotipos taxonémicos que refletem sua origem geografica (PAUDEL et al., 2020;
VAILLEAU; GENIN, 2023). O filotipo | € de origem asiatica, o filotipo Il esta presente
nas Ameéricas, o filotipo Ill na Africa, e o filotipo IV no sudeste asiatico (PAUDEL et
al., 2020; SAFNI et al., 2014; VAILLEAU; GENIN, 2023).

As trés espécies dentro do complexo foram classificadas nos filotipos com
base na andlise de sequéncia de regides dos genes its (16S-23S), endoglucanase
(egl) ou reparo de DNA (mutS) (FEGAN; PRIOR, 2005; GENIN; DENNY, 2012;
PAUDEL et al., 2020). R. solanacearum foi atribuida ao filotipo II, R.
pseudosolanacearum aos filotipos | e Ill, e R. syzygiiao filotipo IV, que foi
subdividido em trés subespécies: R. Syzygii subsp. syzygii, R. Syzygii subsp.
indonesiensis € R. syzygii subsp. celebesensis (SAFNI et al., 2014).

Essas bactérias sdo os agentes causadores da murcha bacteriana, uma
doenga que afeta diversas culturas de grande importdncia econémica no setor
agricola (GENIN; DENNY, 2012; MORAIS et al., 2015). Com uma ampla gama de
hospedeiros, estima-se que cerca de 200 espécies sejam afetadas globalmente
(GENIN; DENNY, 2012; GREENROD et al., 2022; SANTIAGO et al.,, 2020). A
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justificativa para essa vasta gama de hospedeiros reside na versatilidade metabdlica
dos diferentes filotipos, que sédo capazes de se adaptar a variadas condigdes
ambientais, incluindo diferentes temperaturas, niveis de umidade, salinidade e
outros estresses abiodticos (LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018; VIEIRA et
al., 2024).

No Brasil, a murcha bacteriana tem sido um problema importante, afetando

principalmente culturas como tomate, batata, banana e eucalipto (IBGE, 2022;
LOPES, 2009; SANTIAGO et al., 2017; WICKER et al., 2007). O pais € considerado
um dos principais centros emergentes da doenca devido as suas condigdes
climaticas tropicais e subtropicais, que incluem altas temperaturas e umidade do
solo (LOPES; ROSSATO, 2018). As espécies R. solanacearume R.
pseudosolanacearum sdo as principais responsaveis pela doenca no Brasil,
causando prejuizos estimados em cerca de 1 bilhdo de reais por ano e podendo
resultar em perdas de até 100% no rendimento de algumas culturas (MIZUBUTI et
al., 2022; SILVA et al., 2024).
Nas regides central e sul do Brasil, a murcha bacteriana € a principal doenga que
afeta as plantagdes de tomate (FREITAS et al., 2021). A espécie do filotipo Il tem
sido a mais prevalente nos campos agricolas brasileiros (ALBUQUERQUE et al.,
2021; MIZUBUTI et al., 2022; SANTIAGO et al., 2017), possivelmente devido a sua
maior competitividade ecologica em comparagado com as espécies dos filotipos | e .
Essa vantagem competitiva pode estar relacionada a sua versatilidade na aquisi¢ao
de nutrientes quimicos do ambiente, o que confere maior plasticidade em sua
viruléncia (VIEIRA et al., 2024).

Os principais fatores de viruléncia do complexo Ralstonia
solanacearum (CERS) incluem a capacidade de formar biofilmes, a motilidade via
flagelo (swimming), associada a colonizagdo, e via pili (twitching), associada ao
biofilme, além da presencga dos sistemas de secrec¢ao do tipo Il e Ill (CORRAL et al.,
2020a; GENIN; DENNY, 2012; LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018; MENG,
2013). O processo de invaséo se inicia nas raizes da planta, onde a bactéria se
adere e entra no sistema vascular por meio de quimiotaxia durante o periodo de
alongamento das raizes (CALDWELL; KIM; IYER-PASCUZZI, 2017). Em seguida, a
bactéria migra para o xilema e utiliza o pili IV para iniciar a colonizagdo (CORRAL et

al., 2020). Uma vez estabelecidas condigbes favoraveis, a formacao do biofilme é
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iniciada, proporcionando protegdo fisica contra o sistema imunologico do
hospedeiro.

A producao de biofilme é acompanhada pela sintese de moléculas que inibem
sua degradagdo, como exopolissacarideos (EPS), DNA extracelular, estruturas pili e
lectinas, que mantém a resisténcia da estrutura frente ao hospedeiro (GENIN;
DENNY, 2012; MORI et al., 2018; TONDO et al., 2020; TRAN et al., 2016). A
consequéncia desse processo € a interrup¢do do fluxo de agua e nutrientes no
xilema, levando a um desequilibrio osmdético nos tecidos e, consequentemente, ao
adoecimento da planta (LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018). Esse
sequestro nutricional pelo entupimento do xilema resulta em multiplos beneficios
metabdlicos para a bactéria, como a obtencdo de carboidratos e aminoacidos do
xilema, essenciais para sua alta multiplicagdo e impacto negativo no hospedeiro
(BAROUKH; ZEMOURI; GENIN, 2022; GERLIN et al., 2021).

Além disso, os sistemas de secrecao do tipo Il e lll (TSS3) estdo envolvidos
na liberacdo de efetores cruciais para o sucesso da infecgdo, colonizagdo e
estabelecimento da doenca (ALVAREZ; BIOSCA; LOPEZ, 2010; GENIN; DENNY,
2012; MENG, 2013). Esse sistema complexo, composto por cerca de 50 a 70
proteinas (LANDRY et al., 2020; SABBAGH et al., 2019), muitas delas classificadas
como chaperonas, tem como principal fungdo a supressao da resposta imunolégica
do hospedeiro (XIAN et al., 2020). Os efetores translocados pelo TSS3 exercem
funcdes variadas, dependendo do hospedeiro infectado (Ql et al., 2022; ZHENG et
al., 2019). No entanto, os mecanismos de interagdo entre esses sistemas de
secregao e a viruléncia bacteriana nas plantas ainda ndo sao completamente
compreendidos (VAILLEAU; GENIN, 2023).

Até o momento, ndo foram identificados genes de resisténcia universais para
todas as espécies de Ralstonia (PRUITT; GUST; NURNBERGER, 2021). Entretanto,
as plantas desenvolvem um sistema de defesa que inclui barreiras fisicas, como a
formagao de tilos — estruturas adjacentes ao xilema que criam ductos alternativos
para transportar nutrientes do solo para a planta, bloqueando a propagacéo
bacteriana ao longo do sistema vascular (KASHYAP et al., 2021; SHI et al., 2023).
Além disso, a producdo de géis e calose refor¢ca a parede celular vegetal, criando
uma defesa adicional contra a bactéria (KASHYAP et al., 2021; WANG et al., 2021).
A resposta inata da planta também envolve a produ¢do de metabdlitos secundarios

e horménios, que reduzem a comunicagdao bacteriana por quorum-sensing, a
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producao de EPS e a formagao de biofilmes, além de suprimir genes relacionados a
divisdo celular e sintese de flagelos (QAIS et al.,, 2021; YANG et al.,, 2022),

apontando para possiveis fatores de resisténcia em plantas contra R. solanacearum.

1.4. Inovirus

Os virus da ordem Tubulavirales (Dominio: Monodnaviridae,
Reino: Loebvirae, Filo: Hofneiviricota, Classe: Faserviricetes) estdo distribuidos em
trés familias: Inoviridae, Plectroviridae e Paulinoviridae. Esses virus possuem um
genoma de DNA de fita simples circular, variando de 5 a 15 kb, e suas particulas
virais apresentam uma estrutura filamentosa flexivel com cerca de 1 pm de
comprimento (MAI-PROCHNOW et al., 2015; ROUX et al., 2019).

Desde as décadas de 1960 e 1970, os inovirus, em particular, ganharam
destaque na ciéncia, tornando-se modelos importantes para estudos de
transferéncia de material genético (SALMOND; FINERAN, 2015; SANGER et al.,
1977). Um exemplo notavel é o inovirus M13, isolado da bactéria Escherichia coli em
aguas residuais (PARR, 1961). A partir da década de 1990, o interesse por esses
virus se intensificou devido a crescente demanda biotecnolégica, com a aplicagcao
dos inovirus no desenvolvimento dos primeiros vetores de clonagem em E.
coli (CALENDAR, 2006; LETAROV, 2020; RAKONJAC et al., 2017; ROUX et al.,
2019).

Infectam procariotos presentes em diversos nichos ecoldgicos de forma
cronica, em outras palavras, ndo levam o hospedeiro a morte. Isso ocorre devido a
capacidade desses virus de liberarem suas particulas para fora da célula por um
processo no qual utiliza os sistemas de secrecgdes tipo Il e lll de bactérias (HAY;
LITHGOW, 2019; KRUPOVIC et al.,, 2021), sem causar lise. O fato desse
bacteriéfago n&o provocar a lise, exige que sua identificagdo técnica mais
rebuscadas, pois antes dos avangos do sequenciamento de segunda geragao, foi
possivel apenas isolamento e caracterizacdo de aproximadamente 50 inovirus em
bactérias no mundo (BURCKHARDT; TROPINI, 2023). O cenario atual se utiliza
mais técnicas computacionais como metagendmica, que possibilitaram a
visualizagédo da grande diversidade de inovirus em diferentes ambientes e amostras,
permeando em quase todos os filos que podem ser encontrados (BURCKHARDT;
TROPINI, 2023; LETAROV, 2020).
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Durante a infeccdo, os tubulavirus podem integrar seu genoma no
cromossomo do hospedeiro ou permanecerem na forma epissomal. No ultimo caso,
0 genoma ¢€ replicado por circulo rolante, e novas particulas virais sdo produzidas
(HAY; LITHGOW, 2019; RAKONJAC et al., 2017). As particulas entdao séao
transportadas através da membrana e da parede celular sem gerar lise, mantendo

assim a célula como fabrica viral em uma infecgao crénica (HAY; LITHGOW, 2019).

As alteragdes de fendtipos especificos em hospedeiros, como 0 aumento ou
reducdo da viruléncia em bactérias fitopatogénicas (ADDY et al., 2012; ILYINA,
2015; MAI-PROCHNOW et al., 2015; SHAPIRO; TURNER, 2018), sugerem um
potencial promissor no uso de fagos para biocontrole. No entanto, esse campo ainda
€ pouco explorado para fitopatdgenos de grande importancia econémica. No caso
dos inovirus que infectam o género Ralstonia, eles podem ser classificados em dois
grupos principais: RSS e RMS (ASKORA; YAMADA, 2015). Os inovirus do grupo
RSS aumentam a viruléncia da bactéria, enquanto os do grupo RMS reduzem a
viruléncia, agindo como repressores de determinados genes virais na forma
epissomal. Este ultimo grupo € o de maior interesse econdmico devido ao seu
potencial para controle biolégico (AHMAD; STULBERG; HUANG, 2017;
GONCALVES et al., 2021; YAMADA, 2013).

Um estudo recente sobre a identificagcdo e caracterizagao de um tubulavirus
que infecta bactérias do género Ralstoniarevelou o potencial deste bacteriéfago para
biocontrole. O Ralstonia Solanacearum Inovirus Brazil 1 (RSIBR1), isolado de R.
solanacearum em plantas de berinjela com sintomas leves de murcha bacteriana, foi
identificado como uma nova espécie de inovirus apds analise molecular e gendmica.
Testes bioldgicos indicaram que a infecgdo pelo RSIBR1 provocou uma redugéo
significativa na patogenicidade de R. solanacearum em plantas de tomate, o que foi
associado a alteragbes morfolégicas na bactéria, incluindo a produgcao e maturacao
do biofilme e sua adeséo, posicionando o RSIBR1 como um candidato promissor
para o controle da murcha bacteriana (DE ALMEIDA et al., 2022; REZENDE, 2022,
TASAKA; KAWASAKI; YAMADA, 2020).

As  modificagdes  fenotipicas observadas em isolados de R.
solanacearum infectados pelo RSIBR1 levantaram a necessidade de investigar
melhor as interagdes entre vesiculas extracelulares bacterianas (VEBs) e os

hospedeiros vegetais da bactéria. A hipotese é que as VEBs derivadas de bactérias
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infectadas pelo RSIBR1 apresentam alteragées morfoldgicas e de produgéo, o que
poderia influenciar a interacdo VEB-planta, particularmente no que diz respeito a
resposta imunologica. Os objetivos principais incluem a analise da variagdo de
tamanho e produgédo de VEBs infectadas e n&o infectadas, bem como a observacéo
da resposta imunoldgica das plantas em contato com essas VEBs, tanto em nivel

bioldégico quanto molecular, para compreender melhor essa interagao.



25

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Crescimento bacteriano

Foram utilizados os isolados Ralstonia Solanacearum Inovirus Brazil 1
(RSIBR1), Ralstonia pseudosolanacearum selvagem (GMI1000) e infectado
artificialmente pelo inovirus RSIBR1 (G7), obtido por ALMEIDA et al.,, 2022. As
bactérias foram cultivadas em meio CPG sdlido (1% casaminoacido, 10% peptona,

5% glicose e 1% extrato de levedura), incubadas a 28 °C por 48 horas.

2.2. Isolamento de VEBs

Para o preparo do pré-inéculo, as bactérias foram cultivadas em 5 mL de meio
CPG liquido a 28 °C, com agitagao a 150 rpm, por 24 horas. Apds o crescimento, a
densidade o6ptica (D.O.) da cultura foi medida a 600 nm, ajustada para 0,1 em um
volume final de 600 mL, e incubada nas mesmas condicdes de temperatura e
agitacao por 20 horas.

Apds esse periodo, a cultura foi centrifugada a 12.000 g por 20 minutos a 4 °C
para precipitar as células. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢gées para uma segunda recuperagédo do
sobrenadante. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado utilizando uma membrana de
Polietersulfona (PES) com porosidade de 0,45 ym, em sistema de filtracdo a vacuo,
sob condig¢des estéreis.

Foram realizadas duas ultracentrifugagdes consecutivas da amostra filtrada, a
150.000 g por 2 horas cada, a 4 °C. A primeira ultracentrifugagdo visou a
precipitacdo das VEBs (Vesiculas Extracelulares Bacterianas) e o descarte do
sobrenadante. Na segunda, os tubos foram lavados com tampao PBS 1X (13,7 mM
de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na,HPO, e 2 mM de KH,PO,, pH = 74,
ajustado com H,0 até 1 L) para limpar o precipitado de VEBs. Por fim, as vesiculas
foram concentradas e purificadas através de ultrafitragem em membranas Amicon®
Ultra 10 MWCO (Merck), utilizando centrifugacao a 4.000 g por 15 minutos a 4 °C.

2.3. Determinagao de tamanho das VEBs

O diametro das vesiculas foi determinado por meio da técnica espalhamento

dindmico de luz pelo equipamento Zetasizer. Foram adicionados 200uL das
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amostras de VEBs purificadas a partir de culturas de GMI1000 e G7 em placa de 96
pocos, em 3 replicatas, para leitura por aproximadamente 2 horas no indice de

refragdo de 1,332 e viscosidade ajustada para 0,9043 mPaix.

2.4. Quantificagdo da VEBs

As vesiculas purificadas a partir das culturas de GMI1000 e G7 foram
quantificadas utilizando um citémetro de fluxo BD Accuri C6, localizado no Nucleo de
Microscopia e Macromoléculas da UFV. Para o processo de quantificagcao, 2 uL das
vesiculas purificadas foram coradas com 200 pL de uma solucdo de vermelho do
Nilo a 1 pg/mL, completando-se o volume final para 500 yL com PBS 1X. Foram
utilizadas 15 uL das vesiculas coradas para as leituras, com indices de absorcao e
emissao ajustados para 636 nm e 552 nm, respectivamente.

A quantificacao foi realizada com base na populacdo de eventos isolados e
bem definidos pelo equipamento, considerando os fatores de diluicdo aplicados ao
volume inicial das vesiculas purificadas, para obter a concentracao final de VEBs por

mL.

2.5. Infiltragao de plantas com VEBs

Foram realizadas trés diluicdes (107", 1072 e 1073) das amostras de VEBs
purificadas e ndo quantificadas, provenientes das culturas de bactérias infectadas
(G7) e nao infectadas (GMI1000) pelo RSIBR1. As plantas de tomate (Solanum
lycopersicum), variedade Santa Clara, com aproximadamente 21 dias apos a
germinagao, foram infiltradas com essas diferentes diluigbes de vesiculas
purificadas. A infiltragdo foi realizada utilizando seringas de 1 mL sem agulha,
infiltrando trés folhas por planta, com aproximadamente 50 puL de solugdo em cada
folha, na superficie inferior. Plantas também foram infiltradas com as VEBs nao
diluidas. Como controle negativo, foram infiltradas plantas apenas com o tampéo
PBS 1X (utilizado para a resuspensao das vesiculas). Cada tratamento contou com
trés replicatas bioldgicas, e as observagdes da reacdo de hipersensibilidade foram
documentadas por um periodo de sete dias apods a infiltragéo.

Para a avaliagdo da expressao de genes relacionados a resposta imune das
plantas, foram utilizadas as mesmas condi¢cées descritas anteriormente. As VEBs

purificadas a partir das culturas de GMI1000 e G7 foram quantificadas e ajustadas
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em PBS 1X para uma concentracdo de 1.000 VEBs/uL. Trés folhas por planta foram
infiltradas com aproximadamente 50 yL dessa preparagdo de vesiculas, utilizando
seringas de 1 mL sem agulha. Adicionalmente, folhas foram infiltradas com os
isolados bacterianos GMI1000 e G7, com a densidade o6tica ajustada para 0,1 a 600
nm. Cada tratamento incluiu cinco replicatas biolégicas. Plantas infiltradas com PBS
1X serviram como controle negativo. As folhas infiltradas foram coletadas em dois
tempos de analise: 6 e 48 horas apds a infiltracdo, para a avaliagdo da resposta
imune.

Para investigar a capacidade imunizadora das VEBS, trés folhas de plantas de
tomate foram infiltradas com 50 uL de VEBs ajustadas para uma concentragao de
1.000 VEBs/uL. As plantas foram infiltradas com VEBs purificadas de culturas de
bactérias infectadas e nao infectadas pelo inovirus. Cada tratamento contou com
cinco replicatas biolégicas, e o controle consistiu em plantas infiltradas com PBS 1X.
Cinco dias ap6s a infiltragdo das VEBs, um indculo de GMI1000 ajustado para D.O.
0,1 foi infiltrado em uma folha ndo previamente infiltrada por VEBs de cada planta
tratada, e no controle infiltrado com PBS 1X. O desenvolvimento da doenca foi

monitorado e registrado ao longo de 15 dias.

2.6. Analise da expressao génica

Para a analise de expressdo génica, o RNA total foi extraido utilizando o
reagente TRIzol™ (Invitrogen), conforme as recomendagdes do fabricante. Um total
de 1.000 ng de RNA foi tratado com DNase | (RQ1 RNase-Free, Promega) para
remover qualquer contaminagdo de DNA gendmico, de acordo com as instrugdes do
fabricante. A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA tratado, utilizando o kit
FIREScript RT (Solis BioDyne), seguindo as instru¢des do fabricante.

Dois genes foram selecionados para analise de expressao génica: o gene da
proteina de patogénese da classe 1a (pr1A), relacionado a via do acido salicilico, e 0
gene de uma proteina semelhante a osmotina (olP), relacionado a via do etileno.
Estes genes estdo envolvidos nas principais vias de resposta imunoldgica inata das
plantas em resposta a presenca de vesiculas extracelulares bacterianas (VEBSs)
(Tabela 1).

A analise de expressao foi realizada por PCR quantitativa (qQPCR) utilizando o kit

GoTag® gqPCR Systems - qPCR Master Mix (Promega), em um volume final de
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reacao de 10 pL. Para determinar a eficiéncia ideal de amplificagdo, foram testadas
trés concentragdes de primers (100 nM, 200 nM e 400 nM) e trés quantidades de
cDNA (5 ng, 15 ng e 45 ng). A curva padrdao de normalizacao foi feita com oito
diluicbes de cDNA, utilizando um fator de diluicdo de 2,5x, partindo de uma
concentracgdo inicial de 45 ng de cDNA, com a concentragdo de primer ja definida
como 200 nM.

A eficiéncia de amplificacdo foi calculada pela equagéo E=10"'+S—1. O valor
da expressao relativa das amostras experimentais foi calculado usando a quantidade
de 18 ng de cDNA, com base na formula 2C*°D conforme descrito por Livak e
Schmittgen (2001). Como referéncia de amplificagdo (gene de controle enddgeno),
foi utilizado o gene adenina fosforibosiltransferase 1 (APT1), um gene

constitutivamente expresso em tomate (Alfenas-Zerbini et al., 2009).

Nome dos

Tamanho de

Anelamento (° C)

Referéncia

Genes Nome dos genes primers Sequéncias 5'-3' amplicons (pb)
pria-502F 140 62,8 HWANG et
priA Proteina de patogénese da classe 1a pria-503R ACTTGGCATCCCGAGCACAA al., 2020
CTCGGACACCCACAATTGCA
ol-510F 144 60,2 HWANG et
olP Proteina semelhante a osmotina ol-511R TGTACCACGTTTGGAGGACA al., 2020
ACCAGGGCAAGTAAATGTGC
60 60 ALFENAS-
apt1-223F GAACAGACAAGATTGAGATGCATGTA ZERBINI et
apt1 Adenina fosfotransferase 1 apt1-224R CCACGAGGGCACGTICA al., 2009

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos usados para analise de RT-gPCR.

2.7. Analise estatistica

Todos os experimentos foram analisados no programa GraphPad Prism 10.

Para as anadlises de significancia estatistica, foi utilizado o software Minitab,
aplicando o teste t nas analises de quantificagdo de VEBs e nos tratamentos das
analises de expressado génica. Além disso, o método estatistico de log-rank
(KLEINBAUM; KLEIN, 2012) foi utilizado para o indice de sobrevivéncia,

considerando resultados significativos com P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao de VEBs

A quantificagado realizada por citometria de fluxo demonstrou significativa
diferenca de producao entre as culturas de bactérias. A cultura de GMI1000 produziu
uma meédia de 22600 VEB/uL, enquanto a cultura de G7 produziu aproximadamente
2200 VEB/uL (Figura 2A), de acordo com a populagdo definida na regido de
fluorescéncia do Vermelho de Nilo, utilizado como corante.

Também foi possivel observar uma diferenga no tamanho das VEBs isoladas a
partir das duas culturas de bactérias analisadas. As VEBs de GMI1000
apresentaram tamanhos predominantes em média de 40nm (Figura 2B), na qual
representa 14% da populacido. Isso demonstrou um perfil de tamanho mais
homogéneo para GMI1000, diferente das VEBs isoladas de G7 nas quais
apresentaram 2 grupos de tamanhos variados entre 50 e 100nm (Figura 2B), com

maior diversidade com distribuigcdo populacional de 2 a 4%.
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Figura 2: Produgdo de VEBs de R. pseudosolanacearum GMI1000 e G7,
distribuicdo de tamanho. (A) A quantificacédo de VEBs de GMI1000 (lilas) e G7 (azul)
foi feita por meio de citometria de fluxo utilizando Vermelho de Nilo 1ug/mL com
diferengas significativas entre as amostras indicada por “*” conforme o teste T (P <
0,05). (B) Os tamanhos das VEBs de GMI1000 (lilas) e G7 (azul), foi feito por
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espalhamento dindmico de luz, com as porcentagens de abundancia de tamanhos
no eixo Y, medidas das amostras no eixo X.

3.2. Reacgao de hipersensibilidade causada por VEBs

As plantas inoculadas com vesiculas extracelulares bacterianas (VEBS),
purificadas a partir das cepas GMI1000 e G7, apresentaram uma reacao de
hipersensibilidade restrita ao local de inoculagao, sem evidéncia de sintomas tipicos
de murcha bacteriana durante o periodo de observacado de sete dias. A partir de 24
horas apés a inoculagao, as diluicdes das VEBs derivadas de GMI1000 exibiram um
efeito dose-dependente (Figura 3). A severidade e a extensao das lesdes nas folhas
aumentaram proporcionalmente com a concentragdo de vesiculas aplicadas,
evidenciando um padrao de necrose progressiva ao longo dos dias.

Por outro lado, as amostras purificadas de vesiculas da cepa G7 nao
demonstraram uma relagdo dose-dependente clara entre as diluicdes (Figura 3).
Todas as concentracdes testadas resultaram em lesbes severas desde o primeiro
dia poés-inoculagdo, com variagdes minimas entre as diluicbes e uma reacdo de
hipersensibilidade mais pronunciada em comparagdao com as VEBs de GMI1000.
Estes resultados sugerem que as VEBs induziram a ativacdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro, porém com variagdes dependendo da origem das VEBs.
Essas diferengas fornecem suporte adicional para a hipétese de que a infeccéo viral
pode alterar o fendtipo das VEBs, levando a modificagbes na interacdo entre as

vesiculas e a planta.
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24h

48h

72h

Figura 3: Ensaio de reagao de hipersensibilidade induzida por VEBs de GMI1000, e
VEBs de G7 em folhas jovens de tomateiro. Os tempos observados foram de 24
horas, 48 horas e 72 horas apés infiltracao das VEBSs, e infiltragdes com PBS 1x

como controle negativo.

3.3. Expressao dos genes pr1A e olP em plantas infiltradas com VEBs

A avaliagdo da expressado dos genes relacionados ao sistema imunoldgico,
genes da proteina de patogénese da classe 1a (pr1A) e da proteina semelhante a
osmotina (olP) em plantas, revelou uma resposta mais pronunciada as células
bacterianas em comparacdo com as VEBs durante ambos os periodos de analise.

Especificamente, no periodo de 48 horas, observou-se uma expressao induzida de



32

ambos o0s genes em resposta as células de GMI1000, sendo o gene pr1A o mais
fortemente expresso em relacdo ao olP (Figura 4). No entanto, no periodo de 6
horas, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas na expressao
desses genes quando se comparou GMI1000 com o controle experimental.

Embora a linhagem G7 ndo demonstre patogenicidade ao hospedeiro e,
consequentemente, ndo cause murcha bacteriana, induziu uma maior expressao dos
genes analisados em ambos os periodos experimentais em comparagdo com o
controle. No tempo inicial de 6 horas, observou-se uma indugdo de expressao
consideravel no gene pr1A, superando ndo apenas o controle negativo, mas também
a linhagem virulenta GMI1000 (Tabela 2). No periodo de 48 horas, apesar do
aumento na expressao do pr1A em comparagao com o controle, as bactérias G7 nao
apresentaram valores significativamente superiores aos de GMI1000. Além disso,
nao houve diferenga significativa entre os tempos na expressédo de ambos os genes
para plantas tratadas com G7, e ndo houve indugédo de expressao para o gene olP

em comparagao com o controle negativo (Figura 4).
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Figura 4: Expresséao relativa dos genes do sistema imune pr1A e olP em tomateiros
jovens sob efeito de R. pseudosolanacearum GMI1000 e G7, e VEBs das
respectivas bactérias nos tempos de 6 horas e 48 horas apds infiltragcao. (A) Analise
de expressao do gene pr1A nos tempos 6 horas (azul) e 48 horas (lilas). (B) Analise
de expressdo do gene olP nos tempos 6 horas (azul) e 48 horas (lilas).
Significancias estatisticas entre os tratamentos estao indicadas por “*” por meio do

teste t com P < 0,05.
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Em relacdo as respostas induzidas pelas VEBs derivadas de GMI1000 e G7
nas plantas, a expressdo relativa do gene pr1A nao apresentou diferengas
estatisticamente significativas em comparagdo com o controle negativo no periodo
de 6 horas (Tabela 2). Entretanto, as VEBs de GMI1000 apresentaram menor
inducdo de expressao do gene pr1A em relagdo ao controle negativo no periodo de
48 horas. Por outro lado, a expressao de ambos os genes foi significativamente mais
elevada para as VEBs derivadas de G7 em comparagao com as VEBs de GMI1000
no periodo de 48 horas (Tabela 2). No entanto, entre os intervalos de tempo nos
tratamentos com VEBs de G7 e na comparagao entre controle negativo e VEBs de
G7, a expressao de pr1A e olP nao foi significativa (Figura 4).

Nas comparagdes entre células bacterianas e VEBs, observou-se que, no
periodo de 6 horas, a indugcdo dos genes avaliados n&o foi significativa para
GMI1000 e suas respectivas VEBs (Figura 4A). Em contraste, no periodo de 48
horas, a expressdo dos dois genes foi mais acentuada para plantas tratadas com
células de GMI1000 em relacédo a todos os tratamentos. As células de G7 e suas
VEBs exibiram diferengas mais intensas no gene pr1A, com as VEBs apresentando
uma expressdo menor do que as células nos periodos de 6 e 48 horas de analise.
Para o gene olP, as indugbes de expressao entre células de G7 e suas VEBs foram

equivalentes nos periodos experimentais (Figura 4B).

3.4. VEBs foram capazes de imunizagao

Todas as plantas tratadas com VEBs das duas bactérias seguida de
inoculagdo com o isolado GMI1000 apresentaram sintomas de murcha bacteriana,
inicialmente restritos ao local de infiltracdo da bactéria durante o periodo de 10 dias,
com uma lenta progressao para o restante da planta (Figura 5A).

Ao longo de 15 dias apds a inoculagdo do isolado virulento GMI1000 em
plantas previamente infiltradas com VEBs purificadas, observou-se um indice de
mortalidade de 20% no tratamento com VEBs de GMI1000. A mortalidade foi
observada no 7° dia pés-inoculagdo da bactéria (dpi). Em contraste, o controle
positivo, que recebeu apenas tampao PBS 1x e a cultura de GMI1000, apresentou
uma mortalidade de 100%, com 40% dos individuos levando a morte no 5° dpi e os
60% restantes no 6° dpi (Figura 5B).
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As plantas tratadas anteriormente com VEBs de G7 e posteriormente inoculadas
com GMI1000 apresentaram o mesmo indice de mortalidade de 20% observado nas
plantas tratadas com VEBs de GMI1000 ao longo dos 15 dias experimentais, porém
com a ocorréncia de mortalidade no oitavo dia apds a inoculagédo do patdégeno. Além
disso, os efeitos fenotipicos nas plantas tratadas com VEBs de G7 foram mais
severos, de acordo com as observagdes ao longo do experimento, com a regiao de
infiltracdo da cultura patogénica apresentando sintomas de murcha mais intensos do

gue nas plantas tratadas com VEBs de GMI1000.
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Figura 5: Analise em tomateiros submetidos a tratamento prévio de 5 dias por meio
das 1000VEs/pL de GMI1000 e G7 contra a murcha bacteriana. (B) Curva de
sobrevivéncia de tomateiros, linha azul: controle positivo com inoculagédo de PBS 1x
e GMI1000, linha lilas: inoculagdo de VEBs de GM1000 e bactéria GMI1000, linha
rosa: VEBs de G7 com inoculo de GMI1000, registadas no dia 1, 5 e 10 dias apds
inoculacéo bacteriana (dpi). As diferencas estatisticas foram calculadas por meio do

meétodo de log rank com P < 0,05.
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4. DISCUSSAO

Os tubulavirus exigem grande parte da maquinaria de membrana da célula
para seu sucesso, e, por sua infecgcao ser cronica, provocam diversas alteragoes
fenotipicas que podem implicar de forma negativa na viruléncia de bactérias
patogénicas (HAY; LITHGOW, 2019; SHAPIRO; TURNER, 2018). Uma das
possibilidades de viruléncia dessas bactérias é a liberacdo de VEBs, que possuem
diversas fungdes e tipos e sao sintetizadas de acordo com a sua interagdo com o
ambiente (JEONG et al., 2024; KIM et al., 2023; TOYOFUKU et al., 2023). Diante da
possibilidade de que as VEBs sejam um dos fatores de viruléncia, isso também
oferece uma margem para a resposta do hospedeiro em combater tal patégeno.

No estudo, foram observadas diversas alteragcdes nas vesiculas da bactéria
fitopatogénica (GMI1000) em relagdo a bactéria infectada pelo inovirus Ralstonia
solanacearum Inovirus Brazil 1 (RSIBR1), que se tornou nao patogénica (G7).
Houve uma homogeneidade no tamanho encontrado nas VEBs de GMI1000, com
cerca de 40 nm, enquanto as vesiculas da R. pseudosolanacearum sob infeccéo
apresentaram uma maior diversidade no diametro, variando entre 50 e 100 nm, além
de menor distribuicdo populacional em relagéo a bactéria ndo infectada. Isso pode
estar relacionado a maior capacidade de agregagdo das vesiculas derivadas de
bactérias infectadas devido as suas modificagdes.

Alguns exemplos de modificagdes sao principalmente a produgao de EPS e o
envolvimento das vesiculas no processo de producao de biofilme, além de reforcar a
associacao entre vesiculas e particulas virais como um método de defesa bacteriana
contra a infecgdo viral (REZENDE, 2022; SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015).
Diante dos resultados, ha necessidade de um maior aprofundamento na
caracterizagdo do conteudo das VEBs de R. pseudosolanacearum, principalmente
nas modificagdes provocadas nas mesmas quando estdo em contexto viral em
estudos futuros.

A menor producgao significativa observada no estudo atual, em que houve
uma diferengca de dez vezes na menor quantidade de VEBs derivadas da bactéria
infectada G7, em comparagdao com a bactéria GMI1000, demonstra o quanto a
membrana é afetada pela infeccdo e, consequentemente, a vesiculagdo, em que um
dos mecanismos mais observados € a perturbagdo na biossintese de

peptidoglicanos e em outras moléculas hidrofébicas, resultando em mudancas na
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flexibilidade da membrana externa bacteriana (BITTO; KAPARAKIS-LIASKOS, 2017;
SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015; TOYOFUKU; NOMURA; EBERL, 2019).

Além disso, a menor producdo de vesiculas provocada pelo tubulavirus de
interesse na bactéria favorece sua agao no sentido de maior eficiéncia na liberacao
de novos virions e, assim, no sucesso em infec¢des posteriores (REZENDE, 2022).
Isso converge com os resultados encontrados, tanto na menor produgao quanto na
maior diversidade de tamanhos vesiculares. Apesar de a bactéria estar em contexto
de estresse celular devido a infec¢ao viral, o que induziria maior vesiculagao, a
atenuagdo da producdo se configura como um processo de defesa da bactéria
contra a disseminacao viral, evitando maiores danos a célula.

A interagao entre VEBs e plantas ja demonstrou ser recorrente no cenario de
bactérias fitopatogénicas, muitas vezes favorecendo o estabelecimento de
colonizagdo por meio de varios mecanismos de patogenicidade, como estresse
celular, hipersensibilidade, supressdo génica e sequestro de nutrientes (JEONG et
al., 2024; RUDNICKA et al., 2022). Os principais responsaveis pelo momento inicial
da interagcdo sao a presenca de PAMPs, que s&o reconhecidos pelo hospedeiro,
desencadeando uma resposta que pode ou nao favorecer o hospedeiro no combate
ao fitopatogeno. Isso ja foi demonstrado para Xanthomonas
campestris pv. campestris, em que VEBs induzem a resposta imune
em Arabidopsis(BAHAR et al., 2016).

Os resultados obtidos apresentaram algo semelhante para as VEBs de R.
pseudosolanacearum, em que plantas de tomate mostraram reagdo de
hipersensibilidade nessa interagdo, com comportamento diretamente proporcional a
quantidade aplicada. As vesiculas derivadas de bactérias nao infectadas induziram
uma reacgao de hipersensibilidade no hospedeiro de forma dependente da dose, em
que a quantidade aplicada em plantas foi diretamente proporcional ao nivel de
necrose tecidual. Esse tipo de reacdo € comum em vegetais, com aumento na
producdo de metabdlitos secundarios e de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
desencadeiam sinalizagdo celular para genes responsivos contra patdgenos e,
consequentemente, podem induzir apoptose celular.

Provavelmente, ha uma grande contribuicdo dessa resposta por conta do
LPS, componente presente na membrana externa e nas VEBs de Gram-negativas,
que € um dos principais padrbées moleculares associados ao patdégeno e, em

maiores concentragdes, pode causar respostas inflamatoérias e reagdes do sistema
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inato do hospedeiro (KIM et al., 2023; MCMILLAN et al., 2021), observadas nas
caracteristicas fenotipicas da resposta imune de plantas induzida pelas VEBs.

Entretanto, essa resposta pode ser exacerbada pela agao do bacteriéfago nas
bactérias, o que pode provocar modificagdes na composigao vesicular
(MOGENSEN, 2009; SILVA, 2018). Nos resultados, foi visualizado esse
comportamento nas plantas tratadas com VEBs de G7, que apresentaram uma
reacao mais agressiva, nao sendo possivel observar a proporgédo entre a quantidade
aplicada e a necrose foliar provocada. Todas as plantas apresentaram o mesmo
nivel de lesdo entre as amostras e mantiveram a progresséo da gravidade da lesao
ao longo do tempo experimental. Portanto, deverdo ser investigados os PAMPs
presentes nas VEBs para um melhor entendimento das possiveis causas da maior
resposta imunolégica em plantas no momento da interagdo e, assim, identificar o
papel do inovirus dentro da bactéria.

Com varias vias sendo ativadas para o combate aos fitopatégenos, ja foi
observada a possivel proteg¢ao induzida por VEBs em plantas, como ocorreu com X.
campestris em A. thaliana, principalmente por meio das vias do acido salicilico e
pela integragdo de componentes hidrofébicos na membrana plasmatica vegetal
(MCMILLAN et al., 2021; TRAN et al., 2022). Os resultados presentes na analise de
expressao génica demonstraram que as VEBs tiveram uma ativagao significativa ao
longo do tempo dos genes da proteina de patogénese de classe 1a (pr1A), presente
na via do acido salicilico, e da proteina semelhante a osmotina (olP) da via do
etileno.

O gene mais induzido em plantas na interagcdo com as células bacterianas e
suas respectivas VEBs foi o pr1A. O tratamento com as células de GMI1000 resultou
em maior indugcdo da expressédo de pr1A, devido a bactéria ser patogénica e, ao
longo do tempo, ter a capacidade de multiplicagdo e colonizagao, exigindo maior
resposta do hospedeiro para combater a doenga. Como a proteina derivada do gene
pr1A tem a capacidade de reduzir o crescimento do patdogeno na planta, sua
superexpressdo € justificada pela necessidade do hospedeiro em combater o
fitopatégeno, visando reduzir a infecgao.

Esse resultado também foi observado para a bactéria G7, porém em menor
proporcao, pois a infecgao do RSIBR1, além de promover modificagdes fenotipicas,
também provoca modificacbes metabdlicas, o que causa reducdo no crescimento.

Além disso, devido a essas modificagdes, a superficie celular possivelmente altera a
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exposicao de esterdis, alvo principal da proteina responsiva, refletindo na diferenca
de expressdo entre as bactérias. Em relagdo as VEBs, a indugdo da resposta
imunoldgica, a partir da expressao de genes, foi variavel, sendo que o gene pr1A
nao foi induzido entre os tratamentos em relagao ao controle nas primeiras 6 horas.
Diferentemente dos resultados obtidos a partir de 48 horas, em que a expressao foi
aumentada com as vesiculas de bactérias infectadas.

Para o gene olP, relacionado a osmotina, uma proteina multifuncional
responsiva ao estresse causado por espécies reativas de oxigénio e principal sinal
de resposta e indutor de apoptose celular (BASHIR et al., 2020), novamente as
VEBs de G7 induziram maior expressao do que as VEBs de GMI1000 a partir de 48
horas. Os resultados convergem com o observado na reagao de hipersensibilidade e
na necrose foliar em plantas, que foi mais agressiva para as plantas tratadas com
essas vesiculas. Um ponto que exige atencdo € o favorecimento da resisténcia
adquirida, em que a osmotina € uma proteina responsavel pela osmotolerancia,
regulando a salinidade. Isso, em condi¢cdes de estresse na planta, € importante para
a regulacao do fluxo do xilema, componente esse severamente afetado pela murcha
bacteriana.

Os resultados refletem a protecéo induzida por vesiculas purificadas, em que
houve baixa taxa de mortalidade nos individuos submetidos ao pré-tratamento com
vesiculas antes de entrarem em contato com R. pseudosolanacearum.
Especificamente, as VEBs de bactérias infectadas por RSIBR1, que apresentaram o
mesmo numero de 6bitos que as VEBs de GMI1000, mostraram um tempo maior de
resisténcia ao patogeno. Isso condiz com os resultados da analise de expresséo dos
genes, com a maior ativagdo do gene relacionado a osmotina, em comparagao as
vesiculas de bactérias ndo infectadas, que apresentaram inducdo de expressao
diminuida. Portanto, o pré-tratamento com VEBs de G7 forneceu melhor suporte na
resposta imunoldgica contra a murcha bacteriana, resultando na diminuicdo do
agravamento da doenca.

Relatos de componentes relacionados a osmotina com propriedades
antifungicas de forma direta em plantas ja estdo bastante consolidados (SRIPRIYA;
PARAMESWARI; VELUTHAMBI, 2017). Entretanto, propriedades antibactericidas
para Ralstonia relacionadas a osmotina sdo algo novo, conforme observado nos
resultados deste trabalho. A acgao indireta dessa proteina em relacéo a propriedade

antibacteriana foi observada em A. tumefaciens, com o suposto gene induzindo a
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producdo de citocininas, o que evitou a sintese de tumores causados por este
patogeno (BASHIR et al., 2020).

A indugcdo de apoptose celular por meio da sinalizagdo e regulacdo da
producdo de ROS, que, consequentemente, induz a expressao desses genes
responsivos, evita a proliferagdo do fitopatdégeno, favorecendo o hospedeiro (CHOI,
HONG; HWANG, 2013). Isso também é visualizado com a necrose local e a perda
tecidual em plantas previamente tratadas com VEBs, evitando a colonizagdo no
xilema por R. pseudosolanacearum, diminuindo, assim, os efeitos da murcha
bacteriana.

Outros componentes fazem parte da ativagdo do sistema imunoldgico vegetal,
além de vias alternativas que podem ser afetadas por biomoléculas presentes nas
VEBs, como a acdo de acidos nucleicos na regulagdo génica dos hospedeiros
(JEONG et al., 2024; SILVA, 2018), além de outras proteinas que fazem parte do
mecanismo de entrada celular das VEBs, sendo, portanto, necessario um maior

aprofundamento na investigacao dos mecanismos de interagao.
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5. CONCLUSOES

As VEBs produzidas por R. pseudosolanacearum induziram uma reacao de
hipersensibilidade e resisténcia consideraveis em plantas de tomate, principalmente
as vesiculas sob o efeito da infeccdo do inovirus RSIBR1, o qual causa alteragdes
fenotipicas. Isso foi observado nas divergéncias entre as VEBs: com maior
diversidade de tamanhos, maior tamanho e menor producido, as vesiculas de
bactérias infectadas também geraram uma maior resposta imunologica a nivel
tecidual e molecular, em comparagdo com as vesiculas produzidas pela linhagem
selvagem. As VEBs de bactérias nao infectadas ndo induziram significativamente a
expressao dos genes analisados pr1A e olP em plantas, os quais estdo envolvidos
na montagem das respostas de defesa na via do acido salicilico e na via do etileno
em tomate, respectivamente. Esses genes estdo relacionados com a apoptose
celular e com as espécies reativas de oxigénio (ROS), que sado respostas inatas que
contribuem para a necrose foliar observada em ensaios in vivo. Este foi o primeiro
relato de VEBs do complexo de espécies de R. solanacearum (CERS) servindo
como imunizante contra a morte causada pela murcha bacteriana, em que a
infeccdo viral ndo gerou uma influéncia significativa no processo de resisténcia
adquirida pelas plantas. Sendo assim, faz-se necessario realizar estudos mais
aprofundados sobre as alteragdes proteicas e outros componentes moleculares
inseridos nas VEBSs, visando a elucidacdo dos possiveis mecanismos de ativagao do
sistema imunolégico do hospedeiro contra a murcha bacteriana por meio das

vesiculas bacterianas.
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Figura 1: Curvas padrao dos genes analisados e o endégeno para normalizagao da

expressao génica.
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Figura 2: Analise fenotipica do experimento de expresséo relativa de genes de
defesa em plantas no periodo de 6 horas (A) e no periodo de 48 horas (B) pos-

inoculacao.
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priA

olP

Comparagbes p-valor | Significativo Comparagdes p-valor | Significativo
GMI1000 6h x GMI1000 48h 0,026 sim GMI1000 6h x GMI1000 48h 0,014 sim
G7 6h x G7 48h 0,085 héo G7 6h x G7 48h 0,458 néo
VE-G7 6h x VE- G7 48h 0,141 nao VE.G7 6h x VE. G7 48h 0.28 o
VE-GMI1000 6h x VE-GMI1000 48h 0,245 héo VE-GMI1000 6h x VE-GMI1000 48h | 0,409 néo
PBS 6h x PBS 48h 0,196 ndo PBS 6h x PBS 48h 0,954 néo
GMI1000 6h x VE-GMI1000 6h 0,366 nao GMI1000 6h x VE-GMI1000 6h 0,051 néo
GMI1000 6h x G7 6h 0,005 sim GMI1000 6h x G7 6h 0,096 néo
GMI1000 6h x VE-G7 6h 0,671 ndo GMI1000 6h x VE-G7 6h 0,069 ndo
GMI1000 6h x PBS 6h 0,689 nao GMI1000 6h x PBS 6h 0,205 néo
VE-GMI1000 6h x G7 6h 0,012 Sim VE-GMI1000 6h x G7 6h 0,124 néo
VE-GMI1000 6h x VE-G7 6h 0,528 ndo VE-GMI1000 6h x VE-G7 6h 0,115 ndo
VE-GMI1000 6h x PBS 6h 0,221 héo VE-GMI1000 6h x PBS 6h 0,752 néo
G7 6h x VE-G7 6h 0,014 sim G7 6h x VE-G7 6h 0,488 ndo
G7 6h x PBS 6h 0,013 Sim G7 6h x PBS 6h 0,139 néo
VE-G7 6h x PBS 8hr 0,898 ndo VE-G7 6h x PBS 6hr 0,146 ndo
GMI1000 48h x VE-GMI1000 48h 0,025 sim GMI1000 48h x VE-GMI1000 48h | 0,015 sim
GMI1000 48h x G7 48h 0,034 sim GMI1000 48h x G7 48h 0,025 sim
GMI1000 48h x VE-G7 48h 0,026 sim GMI1000 48h x VE-G7 48h 0,018 sim
GMI1000 48h x PBS 48h 0,025 sim GMI1000 48h x PBS 48h 0,016 sim
VE-GMI1000 48h x G7 48h 0,027 Sim VE-GMI1000 48h x G7 48h 0,066 néo
VE-GMI1000 48h x VE-G7 48h 0,046 sim VE-GMI1000 48h x VE-G7 48h 0,032 sim
VE-GMI1000 48h x PBS 48h 0,014 Sim VE-GMI1000 48h x PBS 48h 0,255 néo
G7 48h x VE-G7 48h 0,032 sim G7 48h x VE-G7 48h 0,119 ndo
G7 48h x PBS 48h 0,03 Sim G7 48h x PBS 48h 0,079 néo
VE-G7 48h x PBS 48h 0,322 ndo VE-G7 48h x PBS 48h 0,122 ndo

Tabela 1: Analise de significAncia para analise de expressdo génica de todos os

tratamentos e controle negativo, com os genes pr1A e olP para os tempos de 6

horas e 48 horas por teste T com P < 0,05.




