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RESUMO

SCHEUERMANN, Klaus Konrad. D.S., Universidade Federal de Vigosa, abril
de 2006. Identificagao de genes diferencialmente expressos na
interagcao tomateiro - Alternaria solani. Orientador: Sérgio Herminio
Brommonschenkel. Conselheiros: Francisco Murilo Zerbini Junior e Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti.

A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani Sor. € considerada
uma das mais importantes doengas da cultura do tomateiro provocando perdas
que podem chegar a 80%. O desenvolvimento de cultivares resistentes a esta
doenca é dificultado pela natureza poligénica da resisténcia e auséncia de
fontes com altos niveis de resisténcia. Com o objetivo de identificar genes
envolvidos na resposta de defesa do tomateiro a A. solani, foram construidas
duas bibliotecas de cDNA a partir de mRNA isolado de folhas da linhagem NC
EBR-2 coletadas 24 e 36 horas ap6s a inoculagao (hai), utilizando-se a técnica
de hibridizagao subtrativa por supressao (SSH). Analise de 1303 ESTs revelou
que 31% apresentam similaridade a genes relacionados com defesa da planta,
regulacdo da expressdo génica e transducdo de sinais. Entre os possiveis
genes relacionados com a defesa, houve um predominio de ESTs com
similaridade a genes cuja resposta é regulada pelo etileno e acido jasménico, e
em menor frequéncia ESTs com similaridade a genes regulados pelo acido
salicilico. A analise de expressao génica de 40 genes candidatos por PCR em
tempo real (RT-gPCR) revelou que 16 deles (40%) s&o induzidos em resposta
a A. solani. A indugéo da maioria desses genes tem inicio entre 6 e 12 hai

atingindo uma maxima expressao entre 24 e 36 hai. Devido a resisténcia a
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pinta preta estar relacionada a idade fisiolégica dos tecidos, comparou-se o
nivel de expressdo dos genes induzidos em resposta ao fungo no dossel
inferior (12 e 22 folhas) e superior (42 e 5%olhas) de plantas aos 45 dias apds a
semeadura. Verificou-se que o0s genes que codificam proteinas com
similaridade a PR-1 basica P1-p14, B-1,3-endoglucanase basica, NtEIG-A1
(Nicotiana tabacum proteina A1), THT1-3 (hidroxicinamoil-CoA tiramina N-
hidroxicinamoil transferase), POTLX-3 (lipoxigenase-3) e pSTH-2 (proteina PR
STH-2) apresentaram maior nivel de expressdo no dossel superior onde se
observa uma menor severidade da doenca. Verificou-se ainda, que alguns
desses genes como NtEIG-A1, apresentam também uma maior velocidade de
resposta no dossel superior. O maior nivel de expressao dos genes de defesa
associado a uma maior velocidade de resposta, pode ser um dos fatores
responsaveis pela menor severidade da pinta preta observada no dossel

superior das plantas de tomateiro.



ABSTRACT

SCHEUERMANN, Klaus Konrad. D.S., Universidade Federal de Vigosa, April
2006. ldentification of genes differentially expressed in the tomato —
Alternaria solani interaction. Advisor: Sérgio Herminio Brommonschenkel.
Committee members: Francisco Murilo Zerbini Junior and Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti.

The tomato early blight, caused by the fungus Alternaria solani Sor., is
considered one of the most important diseases of this crop causing yield losses
that can reach about 80%. The development of resistant cultivars has been
difficult because the resistance is polygenic and germoplasm with adequate
levels of resistance to the pathogen is not available. In order to identify genes
involved with tomato defense responses against A. solani, two cDNA libraries
were constructed from mRNA isolated from leaf samples of the lineage NC
EBR2 collected at 24 and 36 hours after inoculation (hai) by using the
suppressive subtractive hybridization (SSH) technique. Sequence analysis of
1303 ESTs revealed that 31% of them showed similarities with plant defense
genes, regulation of gene expression and transduction signals. Among the
putative genes related with defense mechanisms, there was predominance of
genes regulated by ethylene and jasmonic acid and a lower frequency of ESTs
with similarities to genes regulated by salicylic acid. Real time PCR analysis
(RT-gPCR) of 40 genes showed that 16 of them (40%) were induced in
response to fungus infection. The induction of the majority of these genes
began between 6 and 12 hai, reaching a maximum between 24 and 36 hai.

Considering that host resistance to early blight is associated with tissue age, the

X1



level of gene expression in older (1% and 2"%) and younger (4™ and 5") leaves
were compared from 45 days old plants. Genes coding for PR-1 basic p1-p14,
basic [3-1,3-endoglucanase, NtEIG-A1 (Nicotiana tabacum protein A1), THT1-3
(N-hydroxycinnamoyl-CoA tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase) , POTLX-
3 (Lipoxygenase-3) and pSTH-2 (PR STH2 protein) had a higher level of
expression in younger leaves. Moreover, it was observed that genes like NtEIG-
A1 had a faster response in younger leaves. High level of defense genes
expression associated with a faster response can be one of the mechanisms
responsible for the reduced level of disease severity in the younger tomato

leaves.
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1. INTRODUGAO

A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani Sor., € considerada
uma das mais importantes doencas da cultura do tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill) por afetar toda a parte area da planta, e provocar perdas que
podem chegar a 80% em épocas quentes e chuvosas (Mathur e Skekavat,
1986). Na folha, a doenca caracteriza-se pela presenga de lesdes pardo-
escuras com anéis concéntricos. O ataque severo provoca intensa desfolha e
expde o fruto a queima pelo sol. Também é comum o aparecimento de cancro
no colo e nas hastes. Nos frutos, verifica-se uma podridao deprimida, circular,
préxima ao pedunculo, coberta pela esporulagédo negra do fungo (Barksdale,
1969; Lopes e Santos, 1994; Vloutoglou e Kalogerakis, 2000).

O controle da pinta preta é baseado na aplicacdo de fungicidas
protetores e sistémicos, o que eleva os custos de producio, além de ser pouco
efetivo em periodos de alta umidade (Dillard et al., 1997; Holm 2003). Uma
alternativa para o controle desta doenca seria o emprego de cultivares
resistentes, entretanto ndo existe cultivares comerciais resistentes a A. solani
(Foolad et al., 2000). Fontes de resisténcia tem sido identificadas em espécies
silvestres de tomateiro, em particular nas espécies Lycopersicon
pimpinelliifolium e L. hirsutum.(Barksdale e Stoner, 1973; Maiero, 1989; Maiero
et al., 1990). A partir dessas fontes de resisténcia, varias linhagens de
tomateiro com niveis moderados de resisténcia a pinta preta tem sido
desenvolvidas (Gardner et al., 1988; Gardner, 1999; Foolad et al., 2000). Por
exemplo, a linhagem NC EBR-2 apresenta alta resisténcia a podridao basal no
caule, e sofre menor desfolha quando comparada a gendétipos suscetiveis
(Gardner et al., 1988).



O desenvolvimento de cultivares com alto nivel de resisténcia €
dificultado pela complexidade da resisténcia a pinta preta. A resisténcia é
negativamente correlacionada com a maturidade fisioldgica e produtividade da
planta: folhas velhas e senescentes sdo mais suscetiveis que folhas jovens e
imaturas; plantas jovens sdo mais resistentes que plantas adultas e pesada
carga de frutos aumenta a severidade da doenca. Como consequéncia, plantas
estéreis ou com florescimento tardio e pouco produtivas sao resistentes a pinta
preta, sem que esta resisténcia seja geneticamente determinada. Além disso, a
resisténcia a Alternaria tém sido relatada como quantitativa e recessiva em
algumas linhagens (Maiero et al., 1990) e quantitativa e parcialmente
dominante, com ocorréncia de epistasia, em outros cruzamentos (Nash &
Gardner, 1988).

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia
do tomateiro a pinta preta pode facilitar a obtengao de cultivares com niveis
adequados de resisténcia. Lawrence et al. (1996) avaliando a expresséo de
possiveis genes relacionados com a resisténcia a pinta preta observaram que
gendtipos resistentes como NC EBR-2 apresentaram maior expressao
constitutiva de genes que codificam proteinas PRs como quitinases, [3-1,3-
endoglucanases e osmotinas comparado a genodtipos suscetiveis. Além disso,
foi observado também que nos gendtipos resistentes o nivel de inducéo de
quitinases e osmotinas em resposta a infecgao por A. solani € maior (Lawrence
et al., 1996; Lawrence et al., 2000). Quitinases basicas quando aplicadas em
conidios de A. solani em germinagdo promoveram a degradac¢do da parede
celular e liberacao de oligbmeros de quitosan, que foram capazes de atuar
como elicitores inespecificos de HR (Lawrence et al., 2000). Spletzer et al.
(1999) demonstraram que a aplicagdo de AS ao sistema radicular de plantas de
tomateiro promoveu uma reducéo significativa na severidade da pinta preta
associado a um aumento na expressao de proteinas PRs. O papel de proteinas
PRs na resisténcia a A. solani foi demonstrado pela expressao heterdloga de
uma (3-1,3-glucanase de milho em plantas de tomateiro, resultando em uma
reducdo significativa na severidade da pinta preta (Schaefer et al., 2005).
Todavia, considerando a natureza quantitativa da resisténcia a essa doenca, a
manipulacdo de um numero maior de genes sera necessario para a obtencao

de niveis adequados de resisténcia.



Em arabidopsis, trabalhos envolvendo analise em larga escala de genes
diferencialmente expressos em resposta a A. brassicicola possibilitaram a
identificagdo de genes relacionados a diferentes processos de defesa da planta
(Shenk et al., 2000; Shenk et al., 2003; Oh et al., 2005; McGrath, 2005). Shenk
et al. (2000) identificaram por meio de microarranjos de cDNA 168 genes
induzidos em resposta a A. brassicicola, incluindo genes que codificam
proteinas relacionadas com morte programada de células, sinalizacao celular e
genes envolvidos na produgdo de compostos com agao antimicrobiana como
defensinas e fitoalexinas. A utilizacdo de técnicas moleculares como
microarranjos de cDNA tem possibilitado uma analise global dos genes
expressos pela planta durante os processos de infeccdo permitindo a
identificacdo de todo o conjunto de genes que compde uma determinada
resposta de resisténcia.

Além dos microarranjos de cDNA, a técnica de hibridizagdo subtrativa
por supressao (‘Suppressive Subtractive Hybridization’ - SSH ) tem sido muito
utilizada para identificar genes da planta e do patégeno expressos durante os
processos de infecgao (Diatchenko et al., 1996; Diatchenko et al., 1999). Esta
técnica possibilita a construcédo de bibliotecas de cDNAs enriquecidas para
genes diferencialmente expressos, mesmo aqueles com baixo nivel de
expressao (Diatchenko et al., 1996,). A técnica de SSH tem sido utilizada com
sucesso para a identificacdo de possiveis genes relacionados com resisténcia
a fitopatégenos em diversas espécies de plantas (Xiong et al., 2001; Zhen-
Dong et al., 2003; Fernandez et al., 2004, Shi et al., 2005).

Assim, este trabalho teve como objetivos: 1) identificar genes
diferencialmente expressos em folhas do dossel inferior da linhagem NC EBR-2
em resposta a infeccéo por A. solani, 2) verificar se a expressédo desses genes
nos dosseéis inferior e superior de plantas da linhagem NC EBR-2 se

correlaciona com a idade dos tecidos foliares.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em condicbes naturais, as plantas sdo constantemente desafiadas por
fitopatdgenos potenciais. Entretanto, a ocorréncia de doengas é excegado e
resisténcia a regra (Hammond-Kosack e Jones 2000). Isto pode ser devido a
presenca de barreiras naturais, como parede celular e camadas de cera, e
compostos quimicos pré-formados que conferem resisténcia de amplo espectro
as plantas em resposta ao ataque inicial de uma grande gama de patdgenos.
Em adicdo a esta primeira linha de defesa constitutiva, cada célula vegetal
possui mecanismos de defesa induziveis e, em caso de suplantacdo das
barreiras pré-formadas, ha uma reorganizagdo metabdlica na planta visando
conter o organismo invasor no sitio de infecgdo. Esta reorganizagdo metabdlica
€ desencadeada por proteinas codificadas por genes de resisténcia (genes R)
que reconhecem proteinas de aviruléncia (AVR) produzidas pelos
fitopatdgenos ativando as respostas de defesa (Flor, 1971;Takken & Joosten,
2000; Hammond-Kosack & Jones, 2000; Hammond-Kosack e Parker, 2003;
Martin et al., 2003; Belkhadir et al., 2004).

Atualmente sdo conhecidos mais de 40 genes de resisténcia
organizados basicamente em 5 classes. A grande maioria codifica proteinas
contendo dominios de ligagcdo a nucleotideos (‘Nucleotide binding’, NB) e
repetigdes ricas em leucina (‘Leucine-rich repeat’, LRR) (Dangl e Jones, 2001;
Rathjen e Moffett, 2003; Hammond-Kosack e Parker 2003). Dentre estes, foi
demonstrado que somente os genes Pi-ta e Pto (P. syriangae pv. tomato)
codificam proteinas que interagem diretamente com proteinas elicitoras
produzidas pelo patégeno como proposto pelo modelo gene a gene (Flor 1971;

Jia et al., 2000; Tang et al., 1996). Em funcao disso, tem sido proposto que



esta interagcdo envolve uma proteina chamada ‘guardid’ capaz de reconhecer
mais de uma proteina AVR, e ao fazé-lo sofre uma mudanca conformacional
ativando a proteina R que, por sua vez, desencadeia a resposta de resisténcia
(Van der Biezen e Jones, 1998).

Uma vez ocorrido o reconhecimento do patdégeno invasor, ocorre a
ativacdo de uma complexa rede de sinais mediada por trés moléculas
sinalizadoras, acido salicilico (AS), etileno (ET) e acido jasmdnico (AJ) (Clarke
et al., 2000; Ton et al., 2002; Nimchuk et al., 2003;). A rota de resisténcia
mediada pelo AS envolve a ativagdo de respostas de defesa no local da
infeccdo e sistémicas (‘Systemic acquired resistance’, SAR) (Ryals et al.,
1996). Este processo tem inicio pela alteracdo no fluxo de ions através da
membrana plasmatica seguido por um acumulo de espécies de oxigénio reativo
(‘reactive oxygen species’, ROS) tal como radicais superéxido (O2) e perdxido
de hidrogénio (H2O,). Estas espécies de oxigénio reativo interagem com o
oxido nitrico podendo provocar a morte de células no sitio de infec¢ao (reagéo
de hipersensibilidade, HR) (McDowell e Dangl, 2000).

A ocorréncia de HR e o acumulo de ROS induzem a producao de AS, o
qual por sua vez promove o0 acumulo de ROS resultando em um ‘feedback
positivo’ que desencadeia uma exploséo oxidativa no sitio de infecgéo (Shirasu
et al., 1997; Resende et al., 2003). Em arabidopsis, foi demonstrado que esta
amplificagcdo na resposta de defesa envolve a participagdo dos genes EDS1
(‘Enhanced disease susceptibility 1) e PAD4 (Phlytoalexin Deficient 4’)
relacionados com a formacdo de HR e acumulo de AS (Feys et al., 2001;
Rustérucci et al., 2001). Neste caso a explosao oxidativa é controlada pelo
gene LSD1 (‘Lesion simulating disease 1’) que atua como um modulador de
ROS, assegurando a atividade normal de catalases que sao inibidas pelo AS,
restringindo a explosao oxidativa e morte celular desencadeada por EDS17 e
PAD4 (Mateo et al., 2004). A MAP cinase 4 (MPK4) também regula de forma
negativa o acumulo de AS bem como as respostas sistémicas de defesa
mediadas por EDS1 e PAD4 (Wiermer et al., 2005). A perda de fungdo de
MPK4 resulta em aumento nos niveis de AS associado a expressao constitutiva
dos genes PR-1 e PR-5 marcadores de SAR (Petersen, 2000).

O AS pode ser produzido por duas rotas distintas. A primeira delas

envolve a rota dos fenilpropandides em que o AS é sintetizado a partir da



fenilalanina (Leon et al., 1995). A segunda, responsavel por grande parte do AS
produzido envolve a rota do chiquimato, em um processo em que participa a
enzima isocorismato sintetase 1 (ICS1) codificada pelo gene SID2 (‘Salicylic
acid induction deficient 2’) (Wildermuth et al., 2001). O acumulo do AS
desencadeia a expressao de genes de duas vias de resposta de defesa. A
primeira delas € constituida por genes expressos precocemente, cerca de 2-3h
apos a indugao. Desta resposta participam genes que codificam enzimas como
glutationa-S-transferase e glicosiltransferases que protegem as células do
estresse oxidativo (Horvath e Chua, 1996; Uquilas et al., 2004). A segunda via
de resposta envolve genes expressos cerca de 12-16h apds a indugéo que sao
regulados pelo gene NPR1 (‘Non-expressor of PR1’), também conhecido como
NIM1 (Dong, 2004). Ha evidéncias que a ativacao de NPR1 pelo AS envolve a
participacdo da proteina SABP2 (‘Salicylic acid-binding protein 2’) que tem alta
afinidade pelo AS, possivelmente atuando como uma proteina receptora
(Kumar e Klessig, 2003; Dong, 2004). Em condi¢des de baixa concentracdo de
AS, proteinas NPR1 permanecem no citoplasma unidas por pontes
bissulfidricas formando oligdbmeros. O aumento na concentragao de AS altera o
potencial redox da célula promovendo a reducdo das pontes bissulfidricas
liberando monémeros de NPR1 (Mou et al., 2003). Estes monémeros migram
para o nucleo da célula onde interagem com os fatores de transcrigdo do tipo
TGAs (Després et al., 2000; Johnson et al., 2003). TGAs tém afinidade pelo cis
elemento ‘TGACG’ encontrado na regido regulatéria de genes relacionados
com a defesa da planta, como PR-1. Després et al. (2000) demonstraram que o
fator TGA2 é capaz de se ligar aos elementos LS5 e LS7 presentes na regiao
promotora de PR-1 in vitro. Esta ligagao foi confirmada também in vivo, em um
processo dependente de AS, demonstrando a participagdo de NPR1 e TGA2
na regulacdo de PR-1 (Subramaniam et al., 2001). A regulagdo da expresséao
de proteinas PRs por NPR1/TGA possivelmente envolve ainda a proteina
NIMIN1 (‘NIM1-Interacting1’) que €& capaz de interagir com NPR1/TGA no
sistema triplo-hibrido (Weigel et al., 2005). Neste caso, a superexpressao de
NIMIN1 em plantas de arabidopsis resulta em redugao na expressao de PR-1,
PR-2 e PR-5 e aumento na suscetibilidade a Pseudomonas syringae pv.
maculicola. Do mesmo modo, o silenciamento ou nocaute de NIMIN1 resulta na

hiperativagdo de PR-1 apds o tratamento com AS, demonstrando que NIMIN1 é



um regulador negativo da expressdo dos genes PR (Weigel et al., 2005). A
regulagao de respostas de defesa mediada por NPR1 envolve ainda os fatores
de transcricdo do tipo WRKY, que regulam a expressédo de genes que
apresentam em sua regido promotora os motivos ‘W-boxes’ (Beckers e Spoel,
2006). Yu et al. (2001) identificaram ‘W-boxes’ na regido promotora de NPR1 e
demonstraram que mutacdes nesses cis-elementos promovem reducdo na
expressdao NPR1 e de genes por ele regulados. Alguns membros da familia
WRKY por sua vez, como WRKY70, tem sua expressao dependente de NPR1
(Li et al., 2004). WRKY70 regula mais de 40 genes relacionados com defesa
em arabidopsis, incluindo nao s6 genes cuja expressao € dependente do AS,
como também genes cuja expressao € regulada pelo AJ (Li et al., 2004).

Algumas respostas de defesa mediadas pelo AS sao independentes de
NPR1 (Clarke et al., 2000). A expressao do fator de transcricdo AtWHy1,
envolvido na regulagao de PR-1, ndo é alterada em plantas com o gene NPR1
mutado (Desveaux et al., 2004). Por outro lado, a expressdo de PR-1 nessas
plantas é reduzida, assim como em plantas com o gene AtWHy1 mutado. Isto
sugere que a interagdo de NPR1 e AtWHy1 € necessaria para expressao de
PR-1, apesar de fazerem parte de duas vias independentes de sinalizacao
mediadas pelo AS (Desveaux et al., 2004).

O &cido jasmobnico (AJ) é outra molécula que regula as respostas de
defesa das plantas incluindo respostas a ferimentos, estresses ambientais,
ataque por insetos e infecgao por fitopatégenos (McConn et al., 1997; Staswick
et al.,, 1998; Overmyer et al., 2000). Algumas dessas respostas também
envolvem a participacao sinergistica do etileno (ET) (Guo e EcKer, 2004). O AJ
€ sintetizado a partir do acido linolénico, o qual é liberado dos lipideos da
membrana plasmatica via rota dos octadiendides (Taiz e Zeiger, 2004). Apés a
sua sintese, o AJ é possivelmente reconhecido e transduzido por receptores
especificos ainda nado identificados (Beckers e Spoel, 2006). Entretanto, a
analise de mutantes insensiveis ao AJ ou a coronatina (um analogo do AJ)
permitiu a identificacdo do gene COI1 (‘Coranatine insensitive 1’) (Feys et al.,
1994; Xie et al.,, 1998). Plantas com mutacdes neste gene ndo expressam
genes que respondem ao AJ e sdo altamente suscetiveis ao ataque de insetos
e a infecgao por fitopatdgenos, indicando que COI1 exerce uma fungao central
na sinalizagao mediada pelo AJ (Feys et al., 1994; Li et al. 2004). O gene COI1



codifica uma proteina com motivos ‘F-box’ encontrados em proteinas que
compdem o complexo ubiquitina ligase envolvido na degradacéao de proteinas
(Xie et al., 1998). Xu et al. (2002) demonstraram que COI1 interage com as
proteinas AtCUL1, AtRbx, ASK1 e ASK2 para constituir o complexo ubiquitina
ligase SCF°'" (‘Skp1-Cullin-F-box protein’), essencial para expressdo de

FCO" esta envolvido

genes dependentes de AJ. Possivelmente o complexo SC
na degradagdo de proteinas que atuam como repressores da expressao de
genes regulados pelo AJ, de modo que a eliminagdo destes repressores seja
responsavel pela expressao de genes regulados pelo AJ (Xu et al., 2002).
Devoto et al. (2002) demonstraram que SCF°" interage com histonas
desacetilases sugerindo que estas enzimas sejam alvos de SCF°". A
acetilacdo de histonas reduz a acessibilidade de fatores de transcricdo a
cromatina, de tal modo que estas enzimas podem estar envolvidas na
regulacao de respostas mediadas pelo AJ (Devoto et al., 2002).

O gene JAR1 (‘Jasmonic acid resistant 1) também participa da
regulacdo de genes expressos em resposta ao AJ (Staswick et al., 1992).
Plantas que apresentam mutacdes neste gene tem reduzida expressao de
genes responsivos ao AJ associado a um aumento na suscetibilidade a
infeccdo por fitopatdgenos como Pythium irregulare (Staswick et al., 1998).
Staswick e Tiryaki (2004) demonstraram que JAR17 codifica uma acido
jasmoénico-amino sintetase que forma conjugados entre o AJ e diversos
aminoacidos. Conjugados formados entre AJ e isoleucina estdo envolvidos na
regulagcdo do crescimento de raizes (Staswick e Tiryaki 2004). Embora a
participacdo destes conjugados na defesa da planta contra fitopatégenos nao
tenha sido demonstrado, é provavel que estas moléculas exergam importante
papel nos processos de sinalizacao regulados pelo AJ (Beckers e Spoel, 2006).
A regulacao de genes envolvidos na rota do AJ envolve ainda a participacédo de
MAP cinases como MPK4. Plantas com mutagdes em MPK4 apresentam
reduzida expressao de genes PDF1.2 (defensina) que € um gene marcador da
resposta ao AJ, o que sugere que MPK4 atua como um regulador positivo da
expressao de genes responsivos ao AJ (Petersen et al., 2000).

Os genes responsivos ao AJ sdo também regulados pelo fator de
transcricdo ERF-1 (Lorenzo e Solano, 2005). Este fator de transcrigdo pode ser

induzido tanto em resposta ao AJ quanto em resposta ao etileno, sendo que



neste segundo caso sua indugdo é mediada pelo fator de transcricdo EIN3
(‘ethylene insensitive 3’) (Solano et al., 1998; Lorenzo et al., 2003). Apesar de
ERF-1 ser induzido por qualquer uma destas rotas, mutacdes que bloqueiam
uma delas limita a expressdao de ERF-1. Além disso, a indugdo simultanea
destas rotas potencializa a expressao de ERF-1, o que sugere que este fator
de transcrigdo € um integrador das rotas do etileno e AJ (Lorenzo et al., 2003).
Entre os genes relacionados com defesa que sdo induzidos em plantas
superexpressando ERF-1 estdo genes que codificam PR-1, glucanases,
quitinases, fatores de transcricdo da familia WRKY, peroxidases e
lipoxigenases como LOX-1 (Lorenzo et al., 2003). A superexpressao de ERF-1
em plantas de arabidopsis confere resisténcia a patégenos necrotréficos como
Botritys cinerea e Plectosphaerella cucumerina (Berrocal-Lobo et al., 2002).

O fator de transcricdo AtMyC2 codificado pelo gene JINT (‘Jasmonate-
insensitive1’) regula negativamente a expressao de genes cuja expressao €
dependente de ERF-1 (Lorenzo et al., 2004). Plantas mutantes para o gene
JIN1 apresentam reduzida sensibilidade ao AJ, associado a um aumento na
expressao de genes como PDF1.2 e PR-4. Isto sugere que apesar de JINT ser
responsivo ao AJ sua expressao resulta na supressdo de genes regulados
positivamente por ERF-1. Por outro lado, AtMyC2 regula positivamente a
expressdo de genes expressos em resposta a ferimentos como VSP2
(‘vegetative storage protein’), cuja expressdo € suprimida por ERF-1. Esta
interagcdo antagonista entre ERF-1 e JIN1, permite a planta modular a
expressao de um conjunto especifico de genes em resposta a ferimentos e/ou
a fitopatégenos a partir de uma mesma molécula sinalizadora (Lorenzo et al.,
2004).

As rotas de sinalizagcdo mediadas pelo AS, ET e AJ interagem de
diferentes formas entre si quando induzidas simultaneamente. A interacéo
entre as rotas do AS e AJ talvez seja um dos casos mais bem estudados
(Reymond e Farmer, 1998; Lorenzo e Solano, 2005; Beckers e Spoel, 2006).
Aplicacbes exdgenas de AJ promovem a supressao de genes regulados pelo
AS, do mesmo modo que aplicagdo de AS ou de seus analogos suprime a
expressdo de genes regulados pelo AJ, o que demonstra uma relagéo
antagébnica entre estas duas rotas (Niki et al., 1998; Thaler et al., 2002). Parte

deste antagonismo se deve ao fato que o aumento nos niveis de AS na célula



reduz a expressdo do gene LOX2 que codifica para a enzima lipoxigenase 2
(LOX-2) que é uma enzima chave na rota dos octadienodides responsavel pela
producédo de AJ (Spoel et al., 2003). A supressdo de genes como LOX2 pelo
aumento nos niveis de AS pode envolver a participagdo da proteina NPR1
citoplasmatica. NPR1 pode atuar inibindo reguladores positivos de genes
responsivos ao AJ ou facilitar o acesso de reguladores negativos destes genes
ao nucleo da célula (Spoel et al., 2003).

A MAPK4 também esta relacionada com a intercomunicagao entre as
rotas do AS e AJ. Plantas contendo mutagcdes em MAPK4 apresentam reduzida
expressdo de PDF1.2. Por outro lado estes mutantes apresentam maior
acumulo de AS e expressam constitutivamente genes como PR-1 e PR-2 o que
sugere que MAPK4 seja um regulador negativo de genes relacionados com a
rota do AS (Petersen et al., 2000). O fator de transcricado WRKY70 também
esta envolvido na interagdo entre as rotas do AS e AJ. Li et al. (2004)
demonstraram que o silenciamento deste gene resulta em um aumento da
expressdao de AtVSP que é regulado pelo AJ, assim como a sua
superexpressao suprime a expressao de PDF1.2, o que sugere que WRKY70
seja um repressor de genes induzidos pelo AJ. Recentemente, Kariola et al.
(2005) demonstraram que o silenciamento do gene AtCLH1, que codifica para
clorofilase 1, resulta em um aumento nos niveis de AS acompanhado pela
reducdo nos niveis de AJ. E possivel que AtCLH1 esteja relacionado com
regulacao do balanco entre estas duas rotas de defesa (Kariola et al., 2005).

Esta segregacgao de respostas de defesa se correlaciona com os grupos
de fitopatdogenos que cada uma controla. Plantas expressando o gene NahG
que codifica a enzima salicilato hidroxilase, a qual degrada o AS em catecol,
assim como plantas contendo mutagées no gene NPR1 apresentam aumento
na suscetibilidade a patégenos biotréficos como Peronospora parasitica e
Erysiphe cichoracearum. Entretanto, a resisténcia a patdégenos necrotroficos
como Alternaria brassicicola e B. cinerea nao é alterada (Thomma et al., 1998,
Liu et al., 2005). Por outro lado, mutacbes em genes expressos em resposta ao
etileno como EIN2, resultam em aumento na suscetibilidade aos patégenos
necrotroficos supracitados (Thomma et al., 1998; Thomma et al., 1999). A partir
destes e de outros trabalhos envolvendo a resisténcia a patdgenos

necrotroficos e biotréficos, tem sido postulado que genes de defesa regulados
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pelo AS estdo relacionados principalmente com a resisténcia a patdégenos
biotroficos, enquanto que os genes responsivos ao etileno e AJ estdo mais
relacionados a resisténcia a patdogenos necrotréficos (Staswick et al., 1998;
Thomma et al.,, 1999; Lu et al.,, 2001; Liu et al.,, 2005). Apesar deste
antagonismo de vias de respostas de defesa, a resisténcia a alguns
fitopatdbgenos como Erwinia carotovora subsp. carofovora em arabidopsis,
envolve a participacdo de genes regulados pelo AS, AJ e ET (Kariola et al.,
2003), o que demonstra a possibilidade de interagdo positiva entre estas vias
de respostas de resisténcia contra um mesmo fitopatdogeno. Na Figura 1 estédo
sumarizados os principais eventos das vias de respostas de defesa reguladas
pelo AJ, AS e ET.

Apesar do progresso obtido no entendimento dos mecanismos
relacionados a defesa contra fitopatdgenos, principalmente biotréficos, pouco
ainda é conhecido acerca dos mecanismos relacionados a defesa contra
necrotroficos. Isto em parte, € devido ao fato que este grupo de fitopatégenos
promove a morte das células do hospedeiro antes da colonizagao (Glazebrook,
2005). Esta caracteristica faz com que a resisténcia contra patégenos desta
natureza envolva multiplos mecanismos de defesa (Thomma, 2003; Rotem,
1994). Entre os patdégenos necrotroficos que causam danos a espécies
cultivadas estdo espécies do género Alternaria. Membros deste género se
caracterizam pela producao de toxinas, algumas das quais atuam como fatores
de patogenicidade, envolvidas na morte de células do hospedeiro durante os
processos de infecgdo (Akamatsu et al., 1997; Ichihara e Oikawa, 1997). A
resisténcia de algumas espécies de plantas a Alternaria estda associada a
capacidade de metabolizagédo destas toxinas (Pedras et al., 2001). Além disso,
o metabolismo de toxinas como a destruxina B induz a producgao de fitoalexinas
que tém efeito direto sobre o fitopatdégeno (Pedras et al. 2001). A contribuicdo
de fitoalexinas na resisténcia a Alternaria foi demonstrada em arabidopsis em
que mutantes incapazes de produzir a fitoalexina camalexina apresentam

aumento na suscetibilidade a A. brassicicola (Thomma et al., 1999).
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Figura 1- Representagdo esquematica dos principais eventos que compdem as
respostas de defesa reguladas pelo acido salicilico (AS), acido jasménico (AJ) e
etileno (ET). A — O reconhecimento do microorganismo invasor desencadeia a
formacgédo de espécies de oxigénio reativo ROS, que interagem com o 6xido nitrico
(ON) e induzem a reagao de hipersensibilidade (HR). Isto induz a produgao de AS que
por sua vez contribui para uma maior producao de ROS havendo um “feedback
positivo”. O acido salicilico altera o potencial redox no citoplasma provocando a
dissociagdo dos monbémeros de NPR1 que migram para o nucleo da célula e
interagem com os fatores de transcricdo TGAs ativando a transcricdo de genes
relacionados a defesa como PR-1. NPR1 participa também da regulagéo do fator de
transcricdo WRKY70 que regula positivamente a expressdo de genes relacionados a
rota do AS e suprime a expressao de genes regulados pelo AJ e ET. B — a expressao
de genes regulados pelo AJ & dependente da MAPK4 que por sua vez regula
negativamente a expressao de genes regulados pelo AS. O componente central desta
rota € COI1 que interage com quatro outras proteinas (AtCUL1, AtRbx, ASK1 e ASK2)
formando o complexo SCF®®" envolvido na degradagdo de proteinas repressoras de
genes induzidos pelo AJ. COI1 induz a expressao de JAR17 envolvido na regulacao de
genes expressos em resposta a patdgenos necrotroficos. C- O etileno induz a
expressao do fator de transcrigao EIN3 que por sua vez regula a expressao do fator de
transcricdo ERF-1 que integra as vias de defesa mediadas pelo AJ e ET. Genes
induzidos por ERF-1 sao regulados negativamente pelo fator de transcricao AtMYC2.
Modelo adaptado de Hammond-Kosack e Parker, 2003; Lorenzo et al., 2004; Guo e
Ecker, 2004; Lorenzo e solano, 2005; Beckers e Spoel, 2006.
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A morte celular desencadeada por toxinas liberadas pelo fungo envolve
a participagdo da planta hospedeira que na presenca destes compostos
promove a morte programada de células no sitio de infec¢do (Wang et al.,
1996). Plantas de tomate expressando o gene viral p35 que suprime o
processo de morte celular apresentaram aumento na resisténcia a A. alternata
f.sp. lycopersici, mostrando que a indugdo de morte celular € importante para
esta interagéo (Lincoln et al., 2002). A indugdo da morte celular programada é
uma estratégia geral adotada por patdogenos necrotroficos (Dickman et al.,
2001; Lincoln et al., 2002). Em alguns casos, verifica-se que a morte celular é
acompanhada pelo acumulo de ROS. Entretanto, observa-se que patdégenos
como A. alternata produzem manitol que atua como um potente supressor de
ROS, suplantando esta resposta de defesa (Jennings et al., 1998). Por outro
lado, plantas como tabaco produzem a manitol desidrogenase que promove a
inativagao do manitol (Jennings et al., 1998).

A resisténcia a Alternaria envolve também a participacdo do AJ.
Mutacbes no gene COI1 causam um aumento na suscetibilidade de
arabidopsis a A. brassicicola (Thomma et al., 1998). Por outro lado, mutag¢des
em genes que regulam respostas de defesa mediadas por AS e ET néo
resultam em aumento na suscetibilidade a este patdgeno, sugerindo que a
resisténcia a A. brassicicola em arabidopsis € regulada basicamente pelo AJ
(Thomma et al., 1998; Thomma et al., 1999). A resposta de defesa a A.
brassicicola envolve também a proteina G. Mutantes para a subunidade Gf3
apresentam reduzida expressdao de PDF1.2, associado ao aumento na
suscetibilidade a A. brassicicola (Trusov et al., 2006). Isto sugere que a
proteina G atua como um regulador positivo da cascata de sinalizagado mediada
pelo AJ (Trusov et al., 2006). Kariola et al. (2005) propde ainda o envolvimento
do gene AtCLH1 (que codifica a clorofilase 1) na resposta de defesa a A.
brassicicola, tendo em vista que o silenciamento deste gene resulta em uma
reducdo nos niveis de AJ associado a um aumento na suscetibilidade a este
patégeno.

A analise de 2375 genes de arabidopsis utilizando microarranjos de
cDNA, identificou 168 genes induzidos em resposta a A. brassicicola, sendo
que 21 deles foram também induzidos pelo AJ (Shenk et al., 2000). Apesar da

resisténcia a A. brassicicola em arabidopsis ndo envolver a participacdo do AS
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(Thomma et al., 1998), Shenck et al. (2000) identificaram 21 genes induzidos
em resposta a A. brassicicola que também sao induzidos em resposta ao AS.
Todavia, a contribuicdo destes genes no processo de defesa da planta ainda
nao foi comprovada.

Entre as espécies do género Alternaria para qual se estd buscando
identificar possiveis genes relacionados com defesa da planta esta A. solani.
Este patégeno infecta vinte e cinco espécies vegetais, incluindo espécies
cultivadas e n&o cultivadas, sendo a grande maioria Solanaceas (Pscheidt e
Stevenson, 1986). No tomateiro, o fungo causa a ‘pinta preta’ que ¢é
considerada uma das mais importantes doencas da cultura (Mathur e Skekavat,
1986). Esta doencga ocorre em toda a parte aérea da planta. Os sintomas mais
comuns sao lesbes pardo-escuras com anéis concéntricos observados
principalmente nas folhas mais velhas da planta. Em ataques severos, ocorre a
coalescéncia das lesdes provocando a desfolha da planta. Quando a infecgéo
ocorre na fase inicial de desenvolvimento da cultura, a partir de inoculo
existente no solo ou vindo de sementes contaminadas, ocorre a formagao de
uma podridao na regidao basal do caule que pode levar a morte da planta. Nos
frutos, ocorre a formacao de uma podridao na regidao do pedunculo (Barksdale,
1969; Vloutoglou e Kalogerakis, 2000; Lopes e Avila, 2005). A partir das lesdes
provocadas pelo fungo, ocorre a produgcdo de conidios que podem ser
dispersos pelo vento, pela agua da chuva ou da irrigacao (Rotem, 1994). Esses
propagulos, ao atingirem plantas sadias iniciam um novo ciclo de infeccdo em
um processo policiclico (Psheidt e Stevenson, 1986). Em condigdes
controladas, o periodo de incubacdo em tomateiro € de 24 h (Rotem, 1994). No
final do ciclo da cultura, a producdo de clamidésporos pode possibilitar a
sobrevivéncia de A. solani no periodo de entressafra (Patterson, 1991). A
sobrevivéncia do patdogeno também ocorre por meio de hifas, que podem
permanecer viaveis nos restos de cultura (Rotem, 1968). O controle da pinta
preta é realizado principalmente pelo uso de fungicidas como o clorotalonil,
mancozeb, iprodione, produtos a base de cobre, hidréxido de trifenil estanho e
azoxystrobin (Dillard et al., 1997; Holm, 2003). Entretanto, o controle quimico é
pouco efetivo em periodos de alta umidade, além de elevar os custos de
producao (Dillard et al., 1997; Holm, 2003). Uma alternativa seria o emprego de

cultivares resistentes. Entretanto ndo se dispde de cultivares comerciais com
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altos niveis de resisténcia a pinta preta. O desenvolvimento de cultivares
resistentes €& dificultado pela complexidade da resisténcia a qual esta
correlacionada com a maturidade fisiolégica e produtividade da planta. Plantas
jovens sao mais resistentes que plantas adultas e, em uma mesma planta, as
folnas velhas sdao mais suscetiveis que folhas jovens. Plantas com baixa
produtividade que apresentam maturagcdo tardia sdo mais resistentes que
cultivares precoces com alta produtividade (Pscheidt e Stevenson, 1986). Além
disso, a resisténcia a A. solani € do tipo quantitativa e recessiva em
cruzamentos derivados de L. esculenfum e quantitativa e parcialmente
dominante em cruzamentos derivados de L. hirsutum (Nash e Gardner, 1988;
Maiero et al., 1990).

Espécies de tomateiro selvagens como L. hirsutum e L. pimpinelliifolium
tem sido utilizadas como fontes de resisténcia a pinta preta (Barksdale e
Stoner, 1973, Maiero, 1989). A partir dessas fontes de resisténcia, foram
desenvolvidas varias linhagens de tomateiro com niveis moderados de
resisténcia (Gardner et al., 1988; Gardner, 1999; Foolad et al., 2000). Um
exemplo é a linhagem NC EBR-2, que apresenta alta resisténcia a podridao
basal no caule e sofre menor desfolha (Gardner et al., 1988). Lawrence et al.
(1996, 2000) verificaram que gendtipos resistentes como NC EBR-2 quando
inoculados com A. solani, apresentam maior nivel de indugdo de glucanases,
quitinases e osmotinas comparado a genoétipos suscetiveis como Piedmont.
Essas quitinases quando em contato com conidios de Alternaria, promovem a
liberacdo de oligbmeros de quitosan que atuam como elicitores de HR, o que
sugere sua participagdo na defesa da planta (Lawrence et al., 2000). Trabalhos
desta natureza, tém possibilitado a identificagdo de alguns dos genes
relacionados com a resisténcia do tomateiro a pinta preta. Todavia, tendo em
vista que a resisténcia a esta doenga e do tipo poligénica, possivelmente
muitos dos genes relacionados com a resisténcia ainda nao foram
identificados. Trabalhos de identificagdo em larga escala de genes
diferencialmente expressos em resposta a A. solani possibilitariam a
identificacdo de todo o conjunto de genes relacionados com a resisténcia a
esta doenca.

Entre as técnicas disponiveis para identificacdo de genes

diferencialmente expressos esta o ‘differential display’ (DD) (Liang e Pardee,
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1992). Por esta técnica, a analise de expressado diferencial é realizada
amplificando-se por PCR cDNAs provenientes de amostras sob diferentes
tratamentos utilizando-se oligonucleotideos arbitrarios contendo 10-12 pb.
(Stein e Liang 2002). Entretanto, a utilizacdo de oligonucleotideos inespecificos
resulta na obtencdo de um grande numero de falsos positivos. Além disso, a
competicdo entre transcritos com diferentes abundancias resulta em elevada
redundancia na populacdo de clones obtidos. Esses fatores tém contribuido
para a substituicdo do DD por outras metodologias (Crawford et al., 2002;
Liang, 2002).

O cDNA-AFLP, a exemplo do DD, é uma técnica que baseia-se em PCR
(Bachem et al., 1996). Porém, neste caso, os cDNAs sao digeridos com
enzimas de restricdo permitindo a ligagdo de adaptadores de sequéncia
conhecida. Isto torna possivel a utilizagdo de oligonucleotideos especificos,
eliminando os problemas de amplificacdo inespecifica observados no DD. Com
isso, a competicdo entre transcritos com diferentes abundancias € reduzida,
tornando possivel a identificagdo de genes que apresentam baixo nivel de
expressao (Bachem et al., 1996; Donson et al., 2002). Por meio da utilizacdo
do cDNA-AFLP, tem sido possivel a identificacdo de genes relacionados a
defesa em diversas espécies vegetais (Eckey et al., 2004; Bruggmann et al.,
2005). Em cana-de-agucar, por exemplo, Borras-Hidalgo et al. (2005) utilizando
cDNA-AFLP identificaram 62 genes diferencialmente expressos em resposta a
Ustilago scitaminea Syd., agente causal do carvao da cana-de-agucar.

Apesar da maior confiabilidade oferecida pelo cDNA-AFLP, comparado
ao DD, o numero de genes possiveis de serem analisados por esta técnica é
muito reduzido comparado ao que pode ser analisado por técnicas como os
microarranjos de cDNA. Por meio da técnica de microarranjos, € possivel
avaliar a expressdo de cerca de 10.000 genes em uma lamina de 3,24 cm?
(Shena et al., 1995). Neste caso, fragmentos de cDNA de sequéncia conhecida
sao depositados nas laminas e hibridizados com cDNAs provenientes dos
tratamentos em estudo. O conhecimento da seqiiéncia de nucleotideos dos
clones depositados nas laminas, permite uma rapida identificacdo dos genes
cujos transcritos sofreram hibridizacdo. Além disso, € possivel se determinar o
nivel de expressao dos genes identificados (Murphy, 2002). A técnica de

microarranjos tem sido utilizada para a identificacdo de genes diferencialmente
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expressos em diversos patossistemas, incluindo interagbes envolvendo
espécies do género Alternaria (Shenk et al., 2000; Shenk et al., 2003; Narusaka
et al., 2004).

A utilizagdo da técnica de microarranjos apresenta algumas restrigoes.
As laminas contendo cDNAs ndo estdo disponiveis para todas as espécies
vegetais. Além disso, em muitos casos, as |laminas sdo produzidas a partir de
plantas mantidas sob condi¢des normais, de modo que os cDNAs provenientes
de genes expressos em resposta ao tratamento de interesse estdo sub-
representados. Por ser uma técnica que baseia-se em hibridizac&o, € comum a
ocorréncia de hibridizacao cruzada entre membros de uma mesma familia, o
que dificulta a quantificacdo da expressao de um membro individual. Por fim,
uma das maiores limitagcdes desta técnica é o elevado custo de implantacao
(Richmond et al., 1999; Liang, 2002; Murphy, 2002).

Uma das técnicas que vem sendo amplamente utilizadas para a
identificacdo de genes diferencialmente expressos € a hibridizagdo subtrativa
seguida de supressao por PCR (‘Suppressive subtractive hybridization’ - SSH)
(Diatchenko et al., 1996). Nesta técnica, realiza-se a hibridizacdo de cDNAs
provenientes de amostras que receberam o tratamento, com cDNAs de
amostras ndo tratadas. Com isso, elimina-se grande parte dos cDNAs
correspondentes a genes expressos constitutivamente em ambos os
tratamentos. Nesta etapa, ocorre também a equalizacdo na populagcdo de
cDNAs provenientes de genes com diferentes niveis de expressdo. Desta
forma, obtém-se bibliotecas enriquecidas para genes diferencialmente
expressos com reduzido numero de clones redundantes. Além disso, é
possivel a identificagdo de genes que apresentam baixo nivel de expresséo
(Diatchenko, 1996, Diatchenko, 1999). A SSH tem possibilitado a identificagcao
de genes relacionados a defesa da planta em diversos patossistemas (Xiong et
al., 2001; Zhen-Dong et al., 2003; Fernandez et al., 2004; Shi et al., 2005). Em
batata, por exemplo, Birch et al. (1999) identificaram um conjunto de genes
envolvidos em morte programada de células que s&o diferencialmente
expressos em resposta a P. infestans. A utilizacdo da SSH até entdo nao foi
relatada no patossistema tomateiro - A. solani. O emprego dessa metodologia
poderia permitir a identificacdo de genes diferencialmente expressos em

resposta a A. solani que até entdo nao foram descritos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Producgao das mudas e inoculagao

Sementes da linhagem de tomateiro NC EBR-2 foram semeadas em
bandejas de isopor contendo substrato Plantmax Nt Horta (Eucatex). Quinze
dias ap6s a semeadura (DAS) as mudas foram transplantadas para vasos
plasticos com capacidade para 2 L contendo solo misturado com areia e
esterco na proporgédo de 3:1:1, previamente tratado com brometo de metila.
Cerca de 35 DAS em casa de vegetagao, as plantas foram transferidas para
camara de crescimento com temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12-14 h
onde permaneceram por 7-10 dias.

Plantas com 42-45 DAS foram inoculadas por atomizagdo com uma
suspensdo de 10* conidios.mL™ de A. solani (isolado ASA 62, cedido pelo
laboratorio de Epidemiologia do Departamento de Fitopatologia/UFV) sendo o
tratamento testemunha atomizado somente com agua. As plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro, a 25°C com fotoperiodo de 12 h durante 24
h e apds este periodo transferidas para camara de crescimento e mantidas nas
mesmas condi¢cdes supracitadas. Amostras de tecido foliar foram coletadas no
dossel inferior (12 e 22 folha) e superior (42 e 52 folha) de 6 plantas/coleta de
cada tratamento, nos tempos 0, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds a inoculacao

(hai), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C.

18



3.2. Construcgao das bibliotecas

A extracdo de RNA total foi realizada por meio de maceragao das
amostras na presenca de nitrogénio liquido utilizando o tampdo Concert™
(Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha). A purificacdo do RNA mensageiro (RNAm)
foi realizada a partir de 500 ug de RNA total utilizando o kit nucleotrap” Nucleic
Acid Purification (Clontech, Palo Alto, CA, EUA). O RNAm foi liofilizado e
ressuspendido em Tris-HCI 5mM, pH 7,5. A qualidade e quantidade das
amostras de RNA purificadas foram analisadas por meio de eletroforese em gel
desnaturante de agarose 1,2% e em espectrofotometro nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm respectivamente. As bibliotecas foram construidas de
acordo com o protocolo do kit PCR-Select™ cDNA Subtraction (Clontech),
utilizando-se 4 pg de mRNA de cada amostra. O tratamento inoculado com A.
solani foi empregado como ‘tester’ e o tratamento nao inoculado como ‘driver’.

Os cDNAs resultantes da subtragdo foram clonados no vetor pGEM-T
Easy (Promega) e transformados em Escherichia coli estirpe EC-100
(Epicentre, Madison, WI, EUA) por eletroporacdo. Os clones recombinantes
foram selecionados em meio LB contendo ampicilina (150 pg.mL™"), IPTG (100
ng.mL") e X-GAL (20 pg.mL™") apés incubacdo a 37°C por 16 h. Os clones
foram entao transferidos para placas de 96 cavidades contendo meio Freeze
media (Budimann, 2000) e ampicilina (100 pg.mL™), incubadas a 37°C por 16 h
e estocados a —-80°C. A anadlise do tamanho e diversidade dos insertos
clonados foi efetuada por meio da amplificagdo dos insertos de 48 clones de
cada biblioteca por PCR utilizando os oligonucleotideos M13F e M13R e

analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
3.2.1. Sequenciamento e analise das bibliotecas

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada repicando-se as colénias
para placas de microcultura contendo 1 mL de meio Circle Grow acrescido de
150 pg.mL™" de ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C por 16 h a 280
rom. Apds esse periodo, as mesmas foram centrifugadas a 2500 rpm por 10

min e descartado o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 240 uL
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de solugcdo G.E.T pH 7,4 (EDTA pH 8,0 0,5 M, Tris-HCI 1 M, Glicose 20%) e
centrifugadas a 3000 rpm por 7 min. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 80 uL de solugcdo G.E.T contendo RNase (150
ng.mL™") e agitadas por 2 min. Uma aliquota de 60 L da suspensao de células
foi transferida para placas de polipropileno e adicionado a cada pogo 80 pL de
NaOH 0,2 N e SDS 1% (1:1), homogeneizadas por inversdo e incubadas a
temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, centrifugou-se as placas a 3700
rpm por 2 min, fez-se a adigédo de 80 pL de KOAc 3 M pH 4,8, homogeneizou-
se por inversdo e incubou-se no gelo por 10 min. As placas foram entéo
incubadas em estufa a 90°C por 30 min, novamente no gelo por 10 min e
centrifugadas a 3700 rpm por 9 min. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante
foi filtrado em uma placa Millipore (MAGV N22) por meio de centrifugacao
(3000 rpm por 6 min). Por fim, foi adicionado 100 uL de isopropanol,
homogeneizado por inversdo e centrifugado a 3700 rpm por 45 min. O
sobrenadante foi descartado e o DNA lavado com etanol 70% e ressuspendido
em agua milli-Q. A quantidade e qualidade do DNA extraido foram analisados
em gel de agarose 1%.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic™
ET Dye Terminators (GE Healthcare, Freiburg, Germany). Foram utilizados
nestas reagcdes 100 a 150 ng de DNA, 0,5 pM do oligonucleotideo M13F ou
M13R, 2,0 pL de DYEnamic ™ ET Terminator Sequencing Pré-mix em volume
final de 5 pL. As condi¢cbes da PCR foram 95°C por 10 segundos, 50°C por 5
segundos e 60°C por 2 minutos repetidas 35 vezes. Em seguida, o DNA foi
precipitado adicionando-se 27,5 UL de etanol absoluto e acetato de aménio
para uma concentracdo final de 0,75 M. Apdés 10 minutos a temperatura
ambiente, as reagdes foram centrifugadas por 45 minutos a 3700 rpm. O DNA
foi entdo lavado com 100 pL de etanol 70%, centrifugado a 3700 rpm por 10
minutos e deixado secar por 10 minutos. Apds a precipitagdo, o DNA foi
ressuspendido em 5 pL de Loading Buffer (GE Healthcare). A leitura das
amostras foi realizada em sequenciador automatico MegaBACE™ 500 de 48
capilares (GE Healthcare).

As sequéncias obtidas foram alinhadas pelo programa CAP3, que

agrupou-as em contigs quando representadas mais de uma vez. Estas foram
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entdo comparadas com sequéncias depositadas nos bancos de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o algoritmo BLASTx e Solanaceae
Genomics Network (SGN) (http://www.sgn.cornell.edu/) utilizando o algoritmo
BLASTn. Para definir as categorias funcionais dos possiveis genes
encontrados, foram utilizados as ferramentas disponiveis nos bancos de dados
Expert Protein Analysis System (Expasy) (http://bo.expasy.org/) e InterPRO
(http://www2.ebi.ac.uk/interpro/).

3.3. Analise de expressao génica por PCR em tempo real (RT-qPCR)

As extragbes de RNA para anadlise de expressao génica por RT-gPCR
foram realizadas de acordo com Logemann (1987). A integridade do RNA foi
analisada em gel desnaturante de agarose 1,2% e a quantidade determinada
por meio de leituras em espectrofotdmetro. Cem microgramas de RNA total
foram tratados com DNase | (Rnase-Free Dnase set — QIAGEN, Valencia, CA,
EUA) e purificadas utilizando o kit RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). A
confirmagao da eliminagdo completa do DNA gendémico contaminante foi
realizada por PCR utilizando os oligonucleotideos 1958B (5-GGT GAA CTT
CCC GGG AGA AAA TGG CTG-3') e FP12 (5'-AGG ATT TGT AGT ACG TCT
CAA CTT G -3') que amplificam um fragmento de DNA de 1,1 kb do gene Sw-5.
A sintese dos cDNAs foi realizada utilizando-se o kit Super Script First-Strand
Synthesis System for RT-PCR a partir de 5 ug de RNA total utilizando oligo-dT.
A confirmagéo da sintese foi realizada por PCR utilizando os oligonucleotideos
Actina-F e R (Tabela 1) os quais amplificam um fragmento de DNA de 62 pb do
gene que codifica a Actina 2.

Os oligonucleotideos para analise por RT-gPCR foram desenhados no
programa Primer Express 2.0 (Applied Biossystems). Os controles endégenos
testados foram Adenosil-fosforribosil transferase 1 (APT1), Actina 2, Fator de
elongagcédo 1a (EF1), Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PDH), [B-6-
Tubulina e Ubiquitina 10 (Tabela 1). Estes genes foram comparados quanto a
cinética de expressao utilizando-se como calibrador o cDNA da amostra Oh e

cada um dos genes controles pré-selecionados foram utilizados como controle
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endégeno alternadamente a fim de verificar possiveis variagcbes no nivel de
expressao dos demais.

Todos os pares de oligonucleotideos testados tiveram sua especificidade
de amplificagcdo analisados por eletroforese em gel de agarose 3,5%. Para isso,
os cDNAs sintetizados a partir de 5 ug de RNA total foram diluidos em 50 pL,
utilizando-se desta 0,25 uL em cada reacdo de PCR contendo 200 nM de cada
oligonucleotideo, 1 mM de MgCl,, 0,6U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e
60 uM de ANTP em volume final de 25 pL.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para selegdo de controles enddégenos

utilizados na analise de expressao génica por RT-qPCR.
Oligo Seqiiéncia Acesso Possivel proteina/
(5 - 3) amplicon

Actina-F CGGTGACCACTTTCCGATCT TC116117 Actina 2 (62pb)
Actina-R TCCTCACCGTCAGCCATTTT

TUBB6-F TTGGTTTTGCACCACTGACTTC TC123940 0-6-tubulina (65pb)
TUB6-R AAGCTCTGGCACTGTCAAAGC

EF1-F GATTGACAGACGTTCTGGTAAGGA SGN U143399 Fator de elongacgéo

EF1-R ACCGGCATCACCATTCTTCA 101 (67pb)
G3PDH-F GCCAGGGTGGCTCTACAAAG SGN U218153 G3PDH (64pb)
G3PDH-R CGGTGATGAAGGGATCGTTAA
uUBQ10-F GGTTTTTAAGTTGTGGTTGTCTGGTT SGN U212679 | Ubiquitina 10 (112bp)
UBQ10-R AAAAGCGAAAACACATTGATGATC

APT1-F GAACAGACAAGATTGAGATGCATGTA TC115870 Adenosil-fosforibosil
APT1-R CCACGAGGGCACGTTCA transferase 1 (60bp)

Em funcéo da possibilidade de existéncia de diferengas na eficiéncia de
amplificagdo (E) entre os oligonucleotideos utilizados como controle endégeno
e aqueles destinados aos genes em estudo, determinou-se a eficiéncia de
amplificacdo de cada um dos pares de oligonucleotideos utilizados. Foi
estabelecida uma curva de diluicdo de cDNA com 3 pontos (0,25, 0,5 e 1,0 uL
de amostras de cDNA sintetizadas a partir de 5 ug de RNA total diluidas em 50
pL). Todas as reagdes foram realizadas em triplicata contendo 200 nM de cada
oligonucleotideo, 10 pL de 2x SYBR® Green PCR-Master Mix (Applied
Biosystems) em volume final de 20 uL. As leituras foram realizadas no
equipamento ABI 7500 Real Time PCR Systems (Appied Biosystems),
utilizando a opg¢ado ‘quantificagdo absoluta’. As condi¢cdes de termociclagem
foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Com isso foi possivel obter o valor

‘slope’ o qual é utilizado para o célculo da eficiéncia de amplificagédo (1+E) =
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10¢"soPe) - Nesta etapa analisou-se também a presenca de amplificacdo
inespecifica por meio da curva de dissociagao. Esta curva representa a relagao
entre temperatura e quantidade de emissao de fluorescéncia, sendo os dados
coletados no intervalo entre 60 e 95°C. A existéncia de amplificacéo
inespecifica na reagao de PCR ¢ identificada na curva pela presenca de mais
de um pico de dissociagao.

A quantificacao relativa do nivel de expressdo dos genes em estudo foi
realizada seguindo as mesmas condigcbes empregadas na quantificacdo
absoluta, todavia utilizando 0,5 yL de cDNA de amostras sintetizadas a partir
de 5 ug de RNA total diluidas em 50 pL. Os dados foram analisados conforme
0 método comparativo do ciclo limiar (Ct), de acordo com a equacdo (1+Eg)™
Eam — Ct Ecal y (14E,)“t Acal - CtAam  gnde: Eg, eficiéncia de amplificagdo do gene
enddgeno; Ea, eficiéncia de amplificacdo do gene alvo; Ct Eam, valor de Ct do
gene endégeno na amostra; Ct Ecal, valor de Ct do gene enddégeno no
calibrador; Ct Acal, valor de Ct do gene alvo no calibrador; Ct Aam, valor de Ct

do gene alvo na amostra. Essa equacao € derivada da equagao 2-hact

(Relative
Quantification getting started guide for the 7300/7500 System e User Bulletim
#2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems)
considerando diferencas na eficiéncia de amplificacdo entre o gene alvo e o

calibrador (Lau, 2005).
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4 RESULTADOS

4.1.Construgao das bibliotecas subtrativas

A construcdo das bibliotecas foi realizada baseando-se no padrao
sintomatoldgico das plantas inoculadas com A. solani. Os primeiros sintomas
da doenca foram observados 36 hai como pequenas pontuagdes necroticas
que evoluiram para lesdes necréticas de maior tamanho verificadas 48 hai,
culminando com intensa necrose dos tecidos observada 60 hai. No dossel
inferior das plantas (1?2 e 22 folhas) foram observadas lesdes necréticas de
maior tamanho que frequentemente coalesceram provocando em alguns casos
a necrose completa da folha. No dossel superior (42 e 52 folhas) observou-se a
formacao lesdes de menor tamanho, muitas das quais nao evoluiram. Além
disso, neste segmento da planta, observou-se um numero reduzido de folhas
completamente necrosadas.

A partir destas observagcdes foram construidas duas bibliotecas
subtrativas. A primeira delas foi construida utilizando amostras coletadas 24
hai, periodo que antecedeu o aparecimento dos primeiros sintomas da doenca
e que de acordo com Araujo e Matsuoka (2004), é o periodo onde ocorre a
maior formacdo de apressorios de A. solani. A segunda biblioteca foi
construida utilizando amostras coletadas 36 hai. Ambas as bibliotecas foram
construidas a partir de amostras de folhas coletadas no dossel inferior das

plantas.
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4.1.1. Andlise da biblioteca subtrativa 24h e classificagcdo dos ESTs

identificados

Foram sequenciados 576 clones, e obtidas 471 sequéncias de qualidade
(phred>20), com tamanho médio de 360 pb. O alinhamento das seqlencias
pelo programa CAP3 e comparagdo com sequéncias depositadas no NCBI e
SGN utilizando os algoritimos BLASTx e BLASTn permitiu a identificagao de 95
genes potenciais unicos, dentre os quais quinze apresentaram similaridade a
genes relacionados a defesa da planta (Tabela 2).

Entre os contigs representando genes relacionados a defesa com maior
numero de ESTs estdo aqueles com similaridade a catalase isozima 1 (39
ESTs), B-1,3-endoglucanase basica (25 ESTs) e pSTH2, a qual foi identificada
em dois contigs distintos. O contig CLEEBAZ2-3 contendo 17 ESTs apresentou
maior similaridade a pSTH2 descrita em tomate (Tsugane et al., 2005)
enquanto o contig CLEEBA2-8 contendo 5 ESTs apresentou maior similaridade
a pSTH2 descrita em batata (Matton e Brisson, 1989). Entre os contigs com
maior representagao esta ainda o contig CLEEBA2-4 correspondente a uma
possivel ACC oxidase envolvida na biossintese de etileno e os contigs
CLEEBA2-5 e CLEEBA2-6 que correspondem a duas quitinases basicas da
classe | que s&o induzidas por etileno tal como o gene ERF4 (CLEEBA2-16). O
clone LEEBA213D11 corresponde a uma lipoxigenase 3 envolvida em
respostas de defesa mediadas por etileno e acido jasménico (Kolomiets et al.,
1996). O contig CLEEBA2-10 apresenta similaridade ao gene THT1-3 que
codifica a enzima hidroxicinamoil-CoA tiramina N-hidroxicinamoil transferase
(THT1-3), que faz parte de uma familia de proteinas envolvidas no
metabolismo do acido hidroxicinamico, envolvendo a rota dos fenilpropandides
(Von Roepenack-Lahaye et al., 2003). Foi identificado ainda o contig
CLEEBA2-17 com similaridade ao gene que codifica a ‘proteina G’ SGP1 que

pertence a uma familia de proteinas de ligagédo a GTP.
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isolado de folhas coletadas 24 hai.

Tabela 2 — ESTs identificados na biblioteca subtrativa da interagdo tomateiro - A. solani construida a partir de mRNA

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
|. Defesalresposta a patégeno
CLEEBA2-1 Catalase isozima 1 (L. esculentum) | Metabolismo de H.O,, transdugéo de sinais mediada | SGN-U212687 | 1e-137 P30264 1e-27 39
pelo acido salicilico e resposta a estresse oxidativo
CLEEBA2-2 Precursor de uma B-1,3- | Metabolismo de carboidratos. Expressa em resposta | SGN-U212827 0 Q01413 9e-63 25
endoglucanase basica (L. | a Cladosporium fulvum e A. solani
esculentum)
CLEEBA2-3 pSTH-2 (L. esculentum) Membro da familia de proteinas alergénicas Bet v | SGN-U212990 | 1e-152 BAD95797 1e-15 17
CLEEBA2-4 1-Aminociclopropano-1-carboxilato Biossintese de etileno, expresso em resposta a | SGN-U214919 0 AAKG8076 | 7e-111 10
oxidase  (ACC oxidase) (S. | estresse térmico, ferimento e respostas de defesa
tuberosum)
CLEEBAZ2-5 Proteina induzida por ferimento Expresso em resposta a etileno. Alta similaridade a | SGN-U214651 0 AAB49688 4e-74 10
(WIN) (L. esculentum) Win1 e Wi2.
CLEEBA2-6 Quitinase basica da classe | | Altasimilaridade a ChtB; expressa em respostaa P. | SGN-U212884 0 AAF25602 2e-81 9
(ChtC1) infestans e etileno. Nao ¢é induzida por &cido
salicilico.
CLEEBA2-7 Proteina homéloga a miraculina (L. | Inibidor de proteinase da familia dos inibidores de | SGN-U214150 0 AAC63057 9e-68 6
esculentum) tripsina, induzido pelo nematdide das galhas
CLEEBA2-8 pSTH2 (S. tuberosum) Membro da familia de proteinas alergénicas Bet v I; | SGN-U214460 1e-63 AAA03019 6e-43 5
induzida em resposta ao acido araquiddnico
CLEEBA2-9 LescPth3 (L. esculentum) Proteina cinase membro da familia do gene de | SGN-U268184 3e-23 - - 4
resisténcia Pto
CLEEBA2-10 N-hidroxicinamoil-CoA:tiramina Biossintese de acido hidroxicindmico amidas; | SGN-U213201 0 AAL99189 1e-70 4
transferase THT1-3 (L. esculentum) | Expresso em resposta a fitopatdgenos
CLEEBA2-11 Precursor de uma PR-1 basica | Expressa em respostas de defesa mediadas por | SGN-U213451 0 AAC06244 3e-66 4
(Capsicum annuum) etileno e jasmonato
CLEEBA2-12 Precursor de um inibidor de | Expresso em resposta a virdides SGN-U212877 2e-73 CAA64416 8e-22 3
proteinase tipo Il CEVI57 (L.
esculentum)
CLEEBA2-13 Precursor de uma endoquitinase | Induzida por Cladosporium fulvum SGN-U212881 0 CAA78845 5e-64 2
béasica da classe | (L. esculentum)
CLEEBA2-14 Proteina PR-5 (Osmotina) (L. | Resposta a estresse osmético e bactérias | SGN-U213935 | 1e-159 | AAP43673 2e-17 2
esculentum) fitopatogénicas
LEEBA213D11 | Lipoxygenase POTLX-3 (S. | Expressa em resposta a etileno, metil jasmonato e | SGN-U212785 0 AAB67865 1e-70 1
tuberosum) Phytophthora infestans
Il. Regulagéo da transcrigao
CLEEBA2-15 Fator de transcricdo RMA1 Induzida em resposta a estresse hidrico SGN-U217504 0 AAR99376 8e-55 11
(Capsicum annuum)
CLEEBA2-16 Fator responsivo a etileno 4 (ERF- | Sinalizaggdo mediada por etileno; Fator de | SGN-U221152 5e-44 - - 2

4) (L. esculentum)

transcrigdo relacionado com patogénese
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Tabela 2- Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA214E08 | Proteina pcp1(S. tuberosum) Membro da familia de proteinas que contém dedos | SGN-U237253 1e-117 - - 1
de zinco do tipo C2H2
LEEBA215H09 | Provavel fator de transcricdo | Envolvido na regulagdo do desenvolvimento floral SGN-U217966 1e-161 AAV65507 9e-45 1
MADS16 (S. tuberosum)
lll. Transducéo de sinais
CLEEBA2-17 Proteina-G monomérica SGP1 (A. | Membro da familia de proteinas de ligagao a GTP. | SGN-U279033 1e-144 BABO08763 | 2.4e-43 9
thaliana) envolvida em transdugdo de sinais e transporte de
proteinas
CLEEBA2-18 Proteina serina/treonina cinase (A. | Atividade serina/treonina cinase; similar ao receptor | SGN-U241798 0 - - 4
thaliana) cinase SFR2
CLEEBA2-19 Sensor calcio similar a calcineurina | Interage com serina/treonina cinase SGN-U291204 | 1e-105 | CAG30525 9e-14 2
B (L. esculentum)
LEEBA212C09 | Proteina de ligagdo ao calcio (A. | Possivelmente participa na estocagem de Ca no | SGN-U214876 0 NP200987 6e-52 1
thaliana) reticulo endoplasmatico e sarcoplasmico;
transdugao de sinais
LEEBA214F11 | At1g05000 (A. thaliana) Juntamente com proteinas cinases controlam o | SGN-U273303 1e-73 - - 1
estado de fosforilagdo de proteinas na célula
IV. Resposta a estresse
CLEEBA2-20 Proteina ‘heat shock’ 70 (Oryza | Resposta a calor e choque térmico SGN-U213202 | 1e-180 - - 15
sativa)
CLEEBA2-21 Proteina expressa tardiamente na Resposta a frio e espécies de oxigénio reativo SGN-U213707 2e-75 - - 9
embriogénese (Leab) (Nicotiana
tabacum)
CLEEBA2-22 Proteina rica em glicina (Nicotiana | Expresso em células guarda, induzidas sob | SGN-U217302 | 1e-138 - - 2

glauca)

condigbes de seca




4.1.2. Analise da biblioteca subtrativa 36h e classificagdo dos ESTs

identificados

Foram sequenciados 960 clones, sendo obtidas 832 sequéncias de
qualidade (phred > 20) e tamanho médio de 470 pb. A analise de similaridade
das sequéncias encontradas com sequéncias depositadas em bases de dados
seguiu 0 mesmo procedimento adotado para a biblioteca 24h. Com isso, foi
possivel a identificacdo de 542 genes potenciais unicos (Tabela 3). Entre os
contigs relacionados com genes de defesa da planta representados pelo maior
nuamero de ESTs estd o contig CLEEBA3-1 contendo 15 ESTs, o qual
apresenta 99% de identidade ao gene que codifica a PR-1 p1-p14 expressa em
resposta a etileno (Tornero et al., 1993). Tal como na biblioteca 24h
apresentam maior numero de ESTs, contigs com similaridade a [3-1,3-
endoglucanase basica, quitinase basica da classe | (ChtC1), pSTH2 e catalase
isozima 1.

Relacionados com regulacdo da transcricao foi identificado o contig
CLEEBA3-31 com 100% de identidade com o gene que codifica o fator de
transcricdo ERF-1 envolvido em respostas de defesa a patdégenos necrotroéficos
(Lorenzo, et al., 2003). Em menor frequéncia foram encontrados ESTs
correspondentes a 3 possiveis genes que codificam fatores de transcricdo da
familia WRKY, além de diversos ESTs com similaridade a membros da familia
Myb. Envolvidos em transducdo de sinais foram identificados ESTs com
similaridade a calmodulinas, transducinas, proteinas relacionadas a Ras-GTP,
além de diversas cinases como caseisa cinase e RLK1. Foram identificados
ainda ESTs representando genes que codificam inibidores de proteinases
como LeMir, expresso em resposta a nematodides formadores de galhas
(Brenner et al., 1998) além de uma série de ESTs correspondentes a genes
envolvidos em respostas a estresse como ‘heat shok’ e aldolase. Tal como na
biblioteca 24h, observa-se nesta biblioteca a presenca de ESTs representando
genes regulados pelo etileno e AJ e também genes regulados pelo AS, todavia
com o predominio de genes regulados pelo ET e AJ. Comparando-se os
possiveis genes relacionados com defesa encontrados nas duas bibliotecas,
verificou-se que somente 7 genes encontrados na biblioteca 24h n&do foram

encontrados na biblioteca 36. Foram identificadas ainda nas duas bibliotecas
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analisadas 15 sequéncias Unicas que nao apresentaram similaridade a
sequéncias depositadas nas bases de dados consultadas.

A classificagdo dos ESTs encontrados nas bibliotecas 24h e 36h revela
que 23% deles representam genes relacionados com a defesa da planta
(Figura 2). Observa-se ainda que ESTs representando genes néao
caracterizados e néo depositados somam 16% do total, o que representa uma
importante possibilidade de identificacdo de novos genes possivelmente

relacionados com resisténcia a A. solani.

Degradacéo/
modificacdo de
proteinas (4%)

Outros (9%)
Respostaa

estresse (3%)

Regulagédo da
transcricdo (4%)

Defesa
(23%)

Proteinas
ribossomais (5%) Transcricao/

traducao (4%)

M etabolismo
(22%)

Né&o depositado
(2%)

Depositado/néao
anotado
Transporte (14%)
(4%)

Protecdo acélula
(2%)

Transducéo

de sinais (4%)

Figura 2- Classificagédo funcional dos ESTs encontrados em duas bibliotecas
subtrativas da interacdo tomateiro — Alternaria solani construidas
24 e 36 hai. A classificacéo foi realizada com base na similaridade
com sequéncias depositadas nos bancos de dados NCBI e SGN
utilizando os algoritimos Blastn e Blastx.
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Tabela 3 - ESTs identificados na biblioteca subtrativa da interacdo tomateiro - A. solani construida a partir de mRNA isolado

de folhas coletadas 36 hai.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°
Clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
|. Defesalresposta a patégeno
CLEEBAS3-1 PR-1 basica (p1-p14) (L. esculentum) Expressa em respostas de defesa mediadas por etileno SGN-U212922 0 CAA48672 0 15
CLEEBA3-2 Precursor de uma -1,3-endoglucanase basica (L. | Atividade hidrolase, metabolismo de carboidratos. | SGN-U212827 0 Q01413 2e-63 13
esculentum) Expressa em resposta a C. fulvum e A. solani
CLEEBAS3-3 Quitinase basica classe | (ChtC1) (S. tuberosum) | Alta similaridade a ChtB; expressa em resposta a P. | SGN-U212884 0 AAF25602 1e-81 11
infestans e etileno. Nao é induzida por acido salicilico.
CLEEBA3-4 pSTH-2 (S. tuberosum) Membro da familia de proteinas alergénicas Bet v I; | SGN-U214460 1e-163 AAA03019 4e-47 9
Induzida em resposta ao acido araquidénico
CLEEBAS3-5 pSTH-2 (L. esculentum) Membro da familia de proteinas alergénicas Bet v | SGN-U212990 1e-151 BAD95797 1e-15 6
CLEEBAS3-6 Proteina induzida por ferimento (WIN) (L. | Expresso em resposta a etileno. Alta similaridade a | SGN-U214651 1e-159 AAB49688 2e-30 5
esculentum) Win1 e Win2.
CLEEBAS3-7 Catalase isozima 1 (L. esculentum) Metabolismo de H,O,, transducdo de sinais mediada | SGN-U212687 0 P30264 6e-27 4
pelo acido salicilico e resposta a estresse oxidativo
CLEEBA3-8 Possivel Acil-CoA sintetase (Capsicum annuum) Metabolismo de acidos graxos e acetil-CoA. Expressa | SGN-U212621 0 AAL29212 2e-80 4
em resposta a Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria
CLEEBA3-9 Peroxidase CEVI-1 (L. esculentum) Expresso em resposta a virus, ferimento e estresse | SGN-U269460 0 CAB67121 4e-72 4
oxidativo
CLEEBA3-10 Precursor de uma PR-1 basica (Capsicum | Expressa em respostas de defesa mediadas por etileno | SGN-U213451 1e-117 AAC06244 9e-16 4
annuum) € jasmonato
CLEEBA3-11 Precursor de uma proteinase aspartica induzida | Proteina induzida por ferimento e pela aplicagdo de | SGN-U215988 1e-105 - - 4
por ferimento (L. esculentum) metil jasmonato, também envolvida na biossintese de
lipideos
CLEEBA3-12 | Aminotransferase 2 (Cucumis melo) Apresenta atividade alanina-glioxiato transaminase; | SGN-U213530 0 AAQ56195 2e-62 3
Relacionada a resisténcia a Pseudoperonospora
cubensis
CLEEBA3-13 Lipoxygenase POTLX-3 (S. tuberosum) Expressa em resposta a etileno, metil jasmonato e | SGN-U212785 0 AAB67865 1e-73 3
Phytophthora infestans
CLEEBA3-14 Proteina homoéloga a miraculina (L. esculentum) Inibidor de proteinase da familia dos inibidores de | SGN-U214150 0 AAC63057 2e-87 3
tripsina, induzido pelo nematdide das galhas
CLEEBA3-15 PR-4- Quitinase (P2) (L. esculentum) Similar a proteina antifungica de ligacdo a quitina | SGN-U214985 0 CAA41439 3e-57 3
heveina. Expressa em resposta a fungos e etileno
CLEEBA3-16 | Precursor de uma B-1,3-endoglucanase basica (L. | Atividade hidrolase, metabolismo de carboidratos e SGN-U232145 0 Q01413 1.6e-71 3
esculentum) resposta a patégenos
CLEEBA3-17 Lipoxigenase loxC (L. esculentum) Biossintese de lipideos, acidos graxos e &cido | SGN-U214851 0 CAA05280 3e-112 3
jasmaonico
CLEEBA3-18 Aminociclopropano carboxilate oxidase 1 (ACC | Biossintese de etileno. Expressa durante o | SGN-U212786 1e-177 CAA41212 1e-16 3
oxidase 1) (L. esculentum) amadurecimento e em resposta a ferimento
CLEEBA3-19 Gene induzido por ferimento Win (N. tabacum) Proteina de ligagdo a quitina, induzida por ferimento e | SGN-U217170 0 BAA95791 8e-05 3

apresenta atividade antifungica in vitro
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Tabela 3 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso N°.
Clone SGN SGN NCBI ESTs
CLEEBA3-20 Precursor de uma endoquitinase acida de 26 kDa | Envolvida em respostas de resisténcia dependente de | SGN-U213790 0 Q05539 2e-149 2
(L. esculentum) acido jasmonico e etileno
CLEEBA3-21 B-1,3 glucanase basica (L. esculentum) Degradacgido de glucanas na parede celular de fungos; | SGN-U214527 0 CAA52872 9e-68 2
expresso em resposta a viréide
CLEEBA3-22 Acido cinamico 4-hidrolase (Capsicum annuum) Biossosintese de fenilpropandides, resposta a | SGN-U213270 0 AAG43824 2e-92 2
ferimento; transporte de elétrons
CLEEBA3-23 Fenilalanina aménia-liase (PAL) (L. esculentum) Sintese de flavondides, fitoalexinas e compostos de | SGN-U212958 0 P26600 2e-131 2
parede celular
CLEEBA3-24 Proteina similar catepsina cisteina proteinase | Atividade peptidase, expressa em resposta a ferimento SGN-U213144 0 CAA57522 1e-47 2
(Nicotiana rustica)
CLEEBA3-25 Catalase isozima 2 (L. esculentum) Metabolismo de H,0O, SGN-U213634 0 QI9XHH3 7e-84 2
CLEEBA3-26 Proteina de ligagdo ao Calcio associada a | Expresso em resposta P. syringae pv. tabaci e pv. | SGN-U220721 1e-136 AAD47213 3e-09 2
reagOes de HR (Phaseolus vulgaris) phaseolicola e ao virus da necrose do tabaco
LEEBA307EO3 | Fosfolipideo hidroperéxido glutadione peroxidase | Catalisa a redugéo de hidroperéxidos SGN-U216797 1e-143 AAP59427 5e-18 1
(L. esculentum)
LEEBA307EQO5 | Proteina de ligagdo a calmodulina TCB60 (N. | Envolvida em resposta de defesa a fitopatdgenos SGN-U217407 0 AAB37246 2e-39 1
tabacum)
LEEBA307F01 | Possivel proteina de resisténcia a doengas (A. | Envolvida em resposta a doengas e transdugcdo de | SGN-U214430 1e-122 AAM60932 7e-05 1
thaliana) sinais
LEEBA307C01 | NtEIG-A1 (N. tabacum) Apresenta similaridade a uma estelacianina SGN-U215639 1e-153 BAB16429 9.6e-49 1
LEEBA307H08 | Semelhante a proteina que causa mancha foliar | Apresenta atividade oxirredutase, relacionada com a | SGN-U216273 1e-179 AAL32300 4e-58 1
letal (L. esculentum) formagéo de HR
LEEBA308H07 | Proteina 14-3-3 (L. esculentum) Liga-se a proteinas contendo motivos fosfotreonina ou | SGN-U213762 0 - - 1
fosfoserina e também a fusicoccina (FC)
LEEBA309B01 | Proteina desconhecida (A. thaliana) Resposta a estresse oxidadativo e a bactérias | SGN-U233192 0 NP849739 1.8e-08 1
fitopatogénicas mediada pelo acido jasménico e etileno
LEEBA309B02 | Proteina SRE1a (S. tuberosum) Relacionada com Resisténcia Sistémica Adquirida SGN-U212951 1e-171 7489276 9.5e-14 1
LEEBA311A12 | Acil-dessaturase (Ricinus communis) Biossintese de lipideos,acidos graxos e acido jasménico | SGN-U196870 0 CAA39859 4e-64 1
LEEBA311C09 | Proteina induzida por mosca branca gp91-phox | Induzida em resposta a insetos e ataque de patégenos, | SGN-U214217 0 AAF73124 8e-72 1
(L. esculentum) envolvida no acumulo de espécies de oxigénio reativo
LEEBA311D10 | Ascorbato peroxidase (S. tuberosum) Expresso em resposta a ROS SGN-U213036 0 BAC22953 1.5e-83 1
LEEBA322B08 | Proteina WIN2 (S. tuberosum) Similar a proteina de ligagdo a quitina antifingica, | SGN-U271959 3e-75 CAA31852 4e-63 1
expressa em resposta a etileno
LEEBA322G06 | Precursor de um inibidor de proteinase tipo Il | Expresso em resposta a viréide SGN-U212876 1e-42 CAAB4416 5e-11 1
CEVI57 (L. esculentum)
LEEBA322H02 | 1-Aminocicloprapano-1-carboxilato oxidase (S. | Biossintese de etileno, expresso em resposta a | SGN-U214919 0 AAK68076 4e-85 1
tuberosum) estresse térmico, ferimento e respostas de defesa
LEEBA322H04 | Proteina 14-3-3 (L. esculentum) Liga-se a proteinas contendo motivos fosfotreonina SGN-U213930 0 AAL04425 3e-81 1
LEEBA323B05 | Proteina 2 de ligacdo ao acido salicilico (N. | Lipase estimulada por AS que produz sinais derivados | SGN-U216161 0 AAR87711 6e-31 1

tabacum)

de lipideos
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Tabela 3 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso N°.
clone SGN SGN NCBI ESTs
LEEBA324F09 | Possivel aminotransferase AGD2 (O. sativa) Sintetiza uma molécula derivada de aminoacidos que | SGN-U292600 6e-49 AAR01225 Te-44 1
promove o desenvolvimento e suprime respostas de
defesa
LEEBA324F11 | Proteina rica em P NtEIG-C29 (N. tabacum) Envolvida em resposta a estresse e a fitopatdgenos SGN-U213037 1e-156 BAB16431 3e-18 1
LEEBA324H09 | Possivel inibidor de xiloglucanase (S. tuberosum) | Envolvido com resisténcia contra P. infestans em batata | SGN-U213868 1e-174 AAP84703 7e-29 1
LEEBA325B09 | Vacuolar enzima-3 (N. tabacum) Envolvida em HR e resposta a Virus SGN-U214499 0 BAC54830 2e-83 1
LEEBA325F08 | Possivel proteina da familia Mob1/foceina | Envolvido em resisténcia a P. infestans SGN-U214897 0 AAP45162 2e-59 1
(Solanum bulbocastanum)
LEEBA325G11 | Ascorbato peroxidase (Capsicum annuum) Resposta de HR a Xanthomonas campestris pv. | SGN-U214077 0 AAL35365 6e-57 1
Vesicatoria
Il. Regulacao da transcricéao
CLEEBAS3-27 Proteina relacionada ‘speckle-type’ POZ (A. | Pode se ligar a regides promotoras ou a ‘enhancers’ SGN-U217190 0 NP201121 1e-101 4
thaliana)
CLEEBA3-28 Similar a proteina regulatéria “Scarecrow” | Possivel fator de transcrigao SGN-U240024 0 - - 2
(Arabidopsis thaliana)
CLEEBA3-29 Possivel fator de transcricdo da familia bHLH (A. | Proteina de ligacdo ao DNA contendo um dominio | SGN-U215326 0 AAM6G4276 5e-55 2
thaliana) hélice-loop-hélice
CLEEBAS3-30 Membro da familia de fatores de transcricdo | Alguns membros desta familia como DREB2A e | SGN-U218297 1e-108 NP177681 3e-07 2
ERF/AP2 (A. thaliana) DREB2B estdo envolvidos em resposta a seca
CLEEBA3-31 Fator de resposta a etileno 1 (ERF-1) (L. | Fator de transcricdo envolvido na rota de sinalizagdo | SGN-U219135 0 AAK95688 5e-42 2
esculentum) mediada pelo jasmonato e etileno
CLEEBA3-32 Membro da familia de proteinas contendo dedos - SGN-U218529 0 NP198080 Te-45 2
de Zn tipo DNL (A. thaliana)
CLEEBA3-33 Fator de transcricdo Myb1 (Malus xiaojinensis) - SGN-U212597 1e-104 - - 2
CLEEBA3-34 Proteina contendo dominio de ligagdo metil-CpG | Correlacionada com metilagdo do DNA SGN-U214069 0 - - 2
(A .thaliana)
CLEEBAS3-35 Proteina contendo dominio de ligacdo ao DNA | Atividade de fator de transcricdo SGN-U225875 1e-156 - - 2
ARID/BRIGHT (A. thaliana)
LEEBA306A04 | Membro da familia Myb de proteinas de ligagdo | Fator de transcricdo que pertence a familia contendo | SGN-U219745 1e-125 - - 1
ao DNA (L. esculentum) dominio SANT que reconhece especificamente a
sequéncia YAAC(G/T)G
LEEBA306E03 | Proteina especifica de frutos (L. esculentum) Pertence a familia de proteinas contendo dedos de | SGN-U212581 0 - - 1
zinco do tipo C3HC4
LEEBA306HO03 | Proteina contendo dedos de zinco tipo C2H2 (A. | Fator de transcrigéo SGN-U240816 0 NP174697 1e-18 1
thaliana)
LEEBA307A08 | Constans 1 (L. esculentum) Possivel fator de transcricdo SGN-U217089 0 AAS67377 1e-22 1
LEEBA308B04 | Proteina ‘Heat shock’ fator HSF24 (L. | Regula a expressao de proteinas ‘Heat shok’, expressa | SGN-U222126 0 P22335 7.2e-69 1
peruvianum) - em resposta a choque por calor
LEEBA308D03 | Proteina de ligagdo ao DNA NtWRKY3 (N. | Fator de transcrigao SGN-U215729 0 BAA77358 5e-09 1

tabacum)
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Tabela 3 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso N°.
clone SGN SGN NCBI ESTs
LEEBA308EO8 | Fator de transcrichio BTF3  (Nicotiana | Fator de transcrigao SGN-U213317 2e-95 CAA70323 1e-24 1
plumbaginifolia)
LEEBA308H12 | Proteina 15 contendo dominio MADS (Petunia Fator de transcrigao SGN-U215264 0 AAQ72500 7e-06 1
hibrida)
LEEBA309EO3 | Proteina de ligagdo ao DNA WRKY4 (N. tabacum) | Envolvida na regulagdo de programas fisioldgicos, | SGN-U213637 1e-168 AAF61864 4e-10 1
incluindo defesa a patégenos e senescéncia
LEEBA309F10 | Fator transcricional Myb1 (Malus xiaojinensis) Fator transcricional SGN-U212596 1e-171 AAO45179 1e-04 1
LEEBA310B04 | Proteina homedtica VAHOX1 (L. esculentum) Ativador transcricional envolvido no desenvolvimento da | SGN-U213417 0 CAAG4417 9e-34 1
folha
LEEBA310H03 | Proteina da familia BRH1 contendo dedos de Zn | Proteina de ligagdo ao DNA que responde a | SGN-U228968 1e-160 NP191705 4e-32 1
do tipo C3HC (A. thaliana) brassinosterdides
LEEBA311B09 | Proteina contendo dominio NAC2 (Phaseolus | Fator de transcricional expresso nos primoérdios florais SGN-U213218 0 AAK84884 9e-52 1
vulgaris)
LEEBA311G07 | Possivel proteina contendo ziper de leucina | Proteina de ligagdo ao DNA e ao ion cobre SGN-U213473 0 AAR20445 2e-38 1
(Gossypium hirsutum)
LEEBA322D04 | Proteina de ligagdo a DNA (A. thaliana) Proteina de ligacdo a Zn envolvida em sinalizagdo | SGN-U282344 6e-52 - - 1
intracelular
LEEBA322E10 | Proteina hipotética SENUS5 (L. esculentum) Proteina associado a senescéncia; atividade de fator de | SGN-U214846 0 CAA99760 3e-91 1
transcrigéo
LEEBA322F12 | Fator transcricional KNAT3 (A. thaliana) Resposta a luz SGN-U224750 1e-109 - - 1
LEEBA323D08 | Fator de transcricdo da familia myb tubérculo | Responde a sacarose SGN-U217060 0 AAG08959 1e-39 1
especifico (S. tuberosum)
LEEBA324C01 | Proteina contendo dedos de Zn similar a AN1 (O. | Proteina de ligagdo ao DNA SGN-U216216 0 AAQ84334 2e-28 1
sativa)
LEEBA325A10 | Possivel fator de transcricao WRKY fator 30 (Vitis | Membro dos fatores de transcricdo WRKY, grupo Ill. | SGN-U212725 0 AAR92477 3e-14 1
aestivalis) Identificado em uma cultivar nativa de uva resistente a
doengas
LEEBA325B03 | Proteina relacionada a myb TMH27 (L. | Reprime a expressdo de genes como o que codifica | SGN-U215971 0 CAAB4614 2e-22 1
esculentum) uma cinamato 4-hidroxilase
LEEBA325D12 | Proteina relacionada a tropomiosina (A. thaliana) Regulagéo da transcricdo SGN-U215617 0 NP199627 1e-35 1
LEEBA325G01 | Similar a proteina de ligagdo ao DNA Myb1 | Atividade fator de transcrigéo SGN-U286245 7e-92 AAL73438 1e-30 1
(Petroselinum crispum)
lll. Transducéo de sinais
CLEEBAS3-36 Possivel caseina cinase | (A. thaliana) Tem atividade serina/treonina cinase, envolvida em | SGN-U217559 0 AAY24543 3e-04 2
metabolismo e diferenciagado
CLEEBA3-37 Proteina relacionada a Ras-GTP Rab11D (N. | Possui dominios de ligagdo e hidrolise de GTP | SGN-U217122 0 Q40522 8e-72 2
Tabacum) Envolvida em transdugdo de sinais mediada por
GTPase
CLEEBA3-38 Proteina contendo dominio C2 (A. thaliana) Contém dominio C2, possivelmente envolvida na | SGN-U221231 1e-169 NP177499 3e-33 2

ligacéo a fosfolipideos dependente de Ca
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Tabela 3 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
CLEEBA3-39 Proteina relacionada a cinase NtK-1 (N. tabacum) | Atividade serina/treonina cinase envolvido na | SGN-U213449 1e-150 CAA54803 5e-46 2
organizacao do meristema
LEEBA306D12 | Proteina 1 relacionada a p27KIP1 (L. | Regulagdo negativa de ciclina depende de atividade | SGN-U219425 4e-94 - - 1
esculentum) cinase
LEEBA306A11 | Fator 3 de ADP-ribosilagdo (ARF3) (A. thaliana) Proteina de ligagdo a GTP SGN-U218886 0 NP850057 3e-34 1
LEEBA306B02 | Membro da familia das proteinas cinases (A. | Atividade serinal/treonina  cinase;fosforilagdo de | SGN-U241723 0 NP173910 9e-59 1
thaliana) aminoacidos em proteinas
LEEBA306C02 | Possivel Proteina cinase (Oryza sativa) Similar a cinase 6 de soja, atividade serina/treonina e | SGN-U242722 0 NP916100 4e-24 1
tirosina cinase
LEEBA306EQ7 | Proteina expressa (A. thaliana) Apresenta atividade serina/treonina cinase SGN-U221604 0 AAK44094 2e-36 1
LEEBA306H08 | Calcio/Calmodulina dependente de proteina | Atividade fosfotransferase SGN-U223966 0 AAL30820 8e-61 1
cinase CaMK3 (N. tabacum)
LEEBA307G11 | Adenilato cinase, (ATP-AMP transfosphorilase) | Proteina de ligagdo a ATP envolvida na biossintese de | SGN-U214214 0 AAN76661 3e-100 1
(S. tuberosum) aminoacidos e de nucleotideos possui atividade
fosfotransferase
LEEBA307A04 | Possivel proteina de ligacdo a esterdides (A. | Envolvida em transdugéo de sinais - receptor SGN-U216910 1e-160 1JO3A 2e-23 1
thaliana)
LEEBA307D08 | Proteina expressa (A. thaliana) Possivel proteina cinase transmembrana contendo - - NP172169 2e-24 1
repeticdes ricas em leucina
LEEBA307G01 | Proteina da familia fosfatase 2C (Medicago | Especifica para serina/treonina SGN-U228640 1e-112 AAV73837 2e-05 1
sativa)
LEEBA307G05 | Fosfatase (Fagus sylvatica) Atividade serina/treonina fosfatase SGN-U225194 1e-136 CAC11128 4e-42 1
LEEBA308AO3 | Similar a proteina de ativagdo de GTPase (Malus | Contem dominio C2 encontrado em proteinas | SGN-U271745 3e-57 AAQ54568 5e-17 1
domestica) envolvidas em transdugdo de sinais e trafego de
membrana
LEEBA308B09 | Possivel calmodulina (A. thaliana) Proteina de ligagéo ao Calcio SGN-U216339 0 NP187630 9e-20 1
LEEBA308C12 | Proteina similar a caseina cinase (A. thaliana) Envolvida em metabolismo e diferenciacédo SGN-U234305 6e-67 - - 1
LEEBA308D06 | Possivel serinaltreonina cinase (A. thaliana) - SGN-U218754 0 NP564955 1e-51 1
LEEBA308G06 | Possivel calmodulina (O. sativa) Proteina de ligagédo ao célcio, envolvida em sinalizagdo | SGN-U212854 1e-146 XP475464 | 8e-34 1
celular
LEEBA310C09 | Proteina relaciona a Ras RAB8-1 (N. tabacum) Proteina de ligagdo a GTP envolvida no sistema de | SGN-U213620 1e-177 BAB84322 4.9e-96 1
transducdo de sinais de 2 componentes
LEEBA310D12 | Proteina da familia MATE (A. thaliana) Biossintese de fosfolipideos, atividade diacilglicerol | SGN-U215961 0 NP849854 2e-17 1
cinase e transporte de moléculas através da membrana
LEEBA310EO08 | Possivel receptor-S-cinase (O. sativa) Membro da familia lecitina cinase, possui atividade | SGN-U275773 2e-08 XP478672 1e-53 1
serinal/treonina cinase
LEEBA311B07 | Diacil glicerol cinase (A. thaliana) Inibidora de metaloendopeptidase SGN-U273302 1e-117 AADO08942 2e-28 1
LEEBA322C11 | Proteina da familia cinase (A. thaliana) Atividade serina/treonina cinase SGN-U217215 0 NP194928 3e-34 1
LEEBA322D02 | Possivel proteina de ligagdo a oligouridilato (A. | Receptor SGN-U214377 1e-92 - - 1
thaliana)
LEEBA323D10 | Regulador tipo B (Catharanthus roseus) Sinalizagdo mediada por citoquinina (CK) SGN-U216660 1e-103 - - 1
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Tabela 3 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso N°.
clone SGN SGN NCBI ESTs
LEEBA323E02 | Caseina cinase Il subunidade a (N. tabacum) Atividade serina/treonina cinase SGN-U213918 1e-1565 | CAD26882 6e-39 1
LEEBA323E09 | Proteina cinase dependente de Ca - CDPK (A. | Proteina de ligagdo ao Ca, com atividade serina | SGN-U212665 1e-116 - - 1
thaliana) treonina cinase
LEEBA324B04 | Possivel proteina cinase (O. sativa) Atividade serina/treonina cinase e tirosina cinase SGN-U215637 0 NP186798 4e-51 1
LEEBA324B08 | Serinal/treonina proteina cinase (O. sativa) Expressa em resposta a M. grisea e ferimento SGN-U222051 0 AAO48744 2e-38 1
LEEBA324D12 | Possivel proteina 3 de ligagdo ao receptor cinase | Atividade ubiquitina ligase e de ligacdo ao Zn SGN-U227717 0 XP468209 8e-06 1
Xa21 (O. sativa)
LEEBA324F01 | Proteina da familia transducina/WD-40  (A. | Proteina de ligagdo a nucleotideos, transporte de | SGN-U220898 1e-132 - - 1
thaliana) proteinas
LEEBA324F05 | GTP cicloidrolase Il (L. esculentum) Biossintese de riboflavina e sinalizagéo celular SGN-U217376 0 CAA05308 2e-55 1
LEEBA324G12 | Possivel proteina cinase (A. thaliana) Proteina de ligagdo a ATP com atividade serina/ | SGN-U220154 0 NP199586 4e-47 1
treonina cinase
LEEBA325A03 | Proteina expressa (A. thaliana) Similar ao fator de alcalinazagdo RALF) — envolvido em | SGN-U217526 1e-106 - - 1
sinalizagado célula-célula
IV. Resposta a estresse
CLEEBA3-40 Proteina ‘heat shock’ (L. esculentum) Resposta a choque térmico e algumas evidéncias de | SGN-U274639 1e-141 AAAB6424 3e-35 4
atuar na desagregacéao de cadeias de clatrina
CLEEBA3-41 Homologo a proteinas expressas tardiamente na | S&o induzidas por calor, auxinas, etileno e ferimentos; | SGN-U212930 0 AAA8B6424 9e-30 3
embriogénese (Lea 5) (L. esculentum) apresenta homologia com proteinas heat shok
CLEEBA3-42 Proteina rica em glicina (Nicotiana glauca) Expresso em células guarda, induzidas sob condi¢gdes | SGN-U217302 1e-174 - - 3
de seca
CLEEBA3-43 | Protein ‘heat shock’ 70 (Oryza sativa) Resposta a calor e chogue térmico SGN-U213202 1e-175 - - 3
LEEBA306B10 | Proteina expressa tardiamente na embriogénese | Resposta a frio e espécies de oxigénio reativo SGN-U213706 1e-118 - - 1
(Lea5) (N. tabacum)
LEEBA307H12 | Proteina ‘Heat shock’ 80 (L. esculentum) Induzida por IAA e NaCl, n&o induzida por calor SGN-U212641 0 P36181 1.2e-59 1
LEEBA308F08 | Arginina descarboxilase (N. tabacum) Envolvida na rota biossintética da poliamina em | SGN-U213123 1e-151 BAD06581 5e-09 1
resposta a estresse osmotico
LEEBA310AQ09 | Proteina 3 de tolerancia a sal (Beta vulgaris) - SGN-U221208 0 CAC85244 2.8e-18 1
LEEBA323A11 | Aldolase plastidica NPALDP1 (N. paniculata) Expresso em resposta a estresse salino SGN-U212700 0 BAA77604 8e-92 1
LEEBA324H12 | Possivel proteina contendo repeticdes ricas em | Expresso em resposta a Ozénio SGN-U221775 0 CAG27615 2e-25 1
leucina (Populus deltoids)
LEEBA325D08 | Precursor da proteina LTP 2 (L. esculentum) - Transporte de lipideos, expressa durante a germinagéo, | SGN-U232089 3e-91 - - 1
apos tratamento com NaCl e choque térmico
V. Parede celular
CLEEBA3-51 Proteina hipotética (Glycine max) Provavel constituinte estrutural de parede celular SGN-U217209 0 BAB41197 2e-14 2
LEEBA306D02 | Pectina metilesterase (L. esculentum) Exerce importante fungdo no metabolismo da parede | SGN-U213794 0 AAL02367 9e-61 1
celular
LEEBA307E02 | Cafeoil-CoA O-metiltransferase (S. tuberosum) Biossintese de lignina SGN-U232762 1e-138 - - 1
LEEBA308H03 | Proteina expressa (A. thaliana) Possivel constituinte estrutural de parede celular SGN-U212830 0 NP187955 1e-29 1
LEEBA325E09 | Antranilato sintase subunidade o (Ruta | Biossintese e metabolismo de aminoacidos, biossintese | SGN-U225275 0 AAA74900 7e-77 1

graveolens)

de lignina




4.2. Anadlise de expressao génica por PCR em tempo real (RT-qPCR)

Foram testados seis genes frequentemente utilizados como controles
enddégenos em anadlises de expressdo por RT-qPCR (Tabela 1). Verificou-se
que os genes APT1 e Actina 2 apresentaram menor alteracdo no nivel de
expressao entre tratamentos além de satisfatéria eficiéncia de amplificacéo
(E = 87 e 89% respectivamente). Assim, estes genes foram os controles
selecionados para analise de expressao génica.

A partir das bibliotecas subtrativas supracitadas foram selecionados
quarenta genes candidatos para analise de expressdo. Adotou-se como
critério, a escolha de genes relacionados com resisténcia descritos em outros
patossistemas, a maioria dos quais representados mais de uma vez nas
bibliotecas. Foram selecionados também genes nao caracterizados que
estiveram representados mais de uma vez nas Dbibliotecas. Os
oligonucleotideos correspondentes a estes genes tiveram sua especificidade
de amplificagdo avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose e por
meio da curva de dissociagao (Figura 3). Aqueles que geraram amplicons
inespecificos ndao foram utilizados. Todos os oligonucleotideos utilizados na
analise de expressao apresentaram eficiéncia de amplificacdo acima de 80%,
gerando um amplicon com tamanho entre 55-76pb.

A analise de expressao dos 40 genes selecionados foi realizada nos
dosséis inferior e superior das plantas. Deste total, observou-se que 16 genes
(40%) foram diferencialmente expressos em resposta a inoculagédo por A.
solani (Tabela 4; Figura 5). Entre estes, genes que codificam para proteinas
PRs compde o maior grupo, sendo representado por 6 membros. Sendo eles
uma possivel PR-1 basica, com maior similaridade a proteina PR-1 P1-P14
induzida por etileno (Tornero et al., 1993); B-1,3-endoglucanase basica (van
Kan et al., 1992); quitinase basica da classe | (Ancillo et al., 1999); um possivel
membro da familia win (‘wound induced’) que codifica para uma proteina
contendo um dominio rico em cisteina encontrado em quitinases da classe |
(Harris et al., 1997); e dois genes que codificam duas possiveis isoformas do
gene pSTH-2. O posicionamento dos oligonucleotideos em regides unicas de
cada isoforma de pSTH2 assegura que o0 padrao de expressao observado é

especifico (Figura 4).
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Figura 3 — Especificidade de amplificacdo dos oligonucleotideos utilizados na
analise de expressao génica por RT-gPCR. A — Eletroforese em gel de agarose
3,5% dos produtos da PCR. Na canaleta 1 os oligonucleotideos utilizados para
analisar a expressao do gene pSTH2 amplificaram mais de um amplicon. Nas
canaletas 2-6 observa-se que os oligonucleotideos utlizados amplificaram
apenas um amplicom. B — Curva de dissociagao contendo 2 picos, indicando a
ocorréncia de amplificacdo de mais de um amplicon. C - Presenc¢a de um unico
pico de dissociagao na curva indicando a amplificagcdo de um unico amplicon.

Foi observado também, a indu¢gdo de um gene com similaridade ao gene
LeMir (L. esculentum miraculina), o qual € um inibidor de proteinases com
homologia a miraculinas (Brenner et al., 1998); NtEIG-A1 (N. tabacum elicitor-
inducible gene), que codifica uma fitocianina, possivelmente envolvida com
formagéao de parede celular (Takemoto et al., 2003); POTLX-3 (lipoxigenase-3)
descrita como sendo expresso especificamente em resposta a fitopatdégenos
(Kolomiets et al., 1996; Kolomiets et al., 2000) e THT1-3 (hidroxicinamoil-CoA
tiramina N-hidroxicinamoil transferase) envolvida na biossintese do composto
fendlico p-coumaroilnoradrenalina, que apresenta atividade antimicrobiana

contra P. syringae pv. tomato in vitro (Von Roepenack-Lahaye et al., 2003).
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados para analise de expressdo de 16 genes previamente identificados em duas

bibliotecas de cDNA que tiveram indugao em resposta a Alternaria solani confirmada por RT-qPCR.

Contig/clone Acesso Ident. na regiao Oligonucleotideo Referéncia
(possivel gene) NCBI de comparagao (5 - 3)
CLEEBAS3-1 CAA48672 99% (711pb) 08-F04-F GGCGCAACTCAGTCCGACTA Tornero et al., 1993
(PR-1p1-p14) 08-FO04-R ACCACCATCCGTTGTTGCA
CLEEBA2-2 Q01413 99% (577pb) 13-G07-F ACCAAATGCACCAGCAGATG Van Kan et al., 1992
(B-1,3-endoglucanase basica) 13-G07-R GAACAGGAGGAGGATCTGTAGGAA
CLEEBA2-6 AAF25602 92% (552pb) 14-D12-F TGCCATCTTCCGGTGATGA Ancilo et al., 1999
(Quitinase basica classe 1 - ChtC1) 14-D12-R GATGACCCCTCAATCACCAAA
CLEEBAS3-6 AAB49688 99% (283pb) 10-E12-F TCAACCGCCGCAATCAG Harris et al., 1997
(quitinase basica classe 1- Win) 10-E12-R  GCCATGCATTGAAACAAAGGA
CLEEBA3-4 AAA03019 96% (302pb) 09-FO8-F AAGCATACCTCCTCGAGAATCCT Matton e Brisson, 1989
(pSTH2 S. tuberosum) 09-FO08-R CACGTGTGGACCTGATTCTTATTT
CLEEBA3-5 BAD95797 99% (405pb) 08-A11-F AACATGCCATGGAACTTTTCAAG Tsugane et al., 2005
(pSTH2 - L. esculentum) 08-A11-R ATTTAAGCGTAGATGGAAGGATTAGC
LEEBA307CO01 BAB16429 72% (267pb) 07-C01-F GAGCAGAAAACTGGCCAATAGG Takemoto et al., 2003
(NtEIG-A1) 07-C01-R GTTCCCGGTGGTATTGTTCCT
CLEEBA2-7 AAC63057 100% (498pb) 15-A10-F ACACCAGGGTTTCCTTGATCTC Brenner et al., 1998
(LeMir) 15-A10-R TGACTTTGATGAAACAACAGGACAA
CLEEBA3-13 AAB67865 95% (504pb) 06-C04-F AGCTCTTGCCGAATTTGCAT Kolomiets et al., 1996
(POTLX-3) 06-C04-R AGAAGAAGGACATGGTGACAAGAAA
CLEEBA2-10 AAL99189 92% (405pb) 12-D08-F CCATACTGCGATTATTCCCTCAA Von Roepenack-
(THT1-3) 12-D08-R TGGGACAGTTGCATCTATTGCT Lahaye et al., 2003
CLEEBAS3-31 AAK95688 100% (465pb) 07-F10-F GGATTCAACGCGTAATGGA Huang, 2004
(ERF-1) 07-F10-R  TAAAGCAGCTTCTTCAGCAGTATCA
LEEBA308D03 BAA77358 62% (466pb) 08-D03-F CAGCGCCGGTGACGTT -
(NtWRKY3) 08-D03-R ACGGCGGAGAGCATCGT
LEEBA325A10 AAR92477 46% (532pb) 25-A10-F CCAAACCATAACGCTGAAAACTTTA -
(WRKY30) 25-A10-R  AATGGGAACGCCGTGAAAA
LEEBA307F01 AAM60932 63% (220pb) 07-FO1-F CAACTTCCACCAACAAAGTTTAAGG Hass et al., 2002
(Possivel LRR) 07-FO1-R GCAACGGTGAACCACAAAGTC
CLEEBA2-56 NP197316 62% (215pb) 12-A10-F CCCGATGATGAAACAACGAA -
SGN-U222892 12-A10-R TCACCTCACCAGAATCAGATTCTC
CLEEBA2-55 - - 15-B10-F AGATAAGGTTTGTCCTTTGGTTTGA -
SGN U226036 15-B10-R_ AGAAAATCTACATCTCCCCACACAT




Foi observada ainda a indugédo do fator de transcricdo ERF-1 e dois
possiveis membros da familia WRKY, com maior similaridade a NtWRKY3 e
WRKY30. Verificou-se também a indugcdo de trés genes de fungao
desconhecida, sendo que um deles codifica uma proteina contendo repeticdes

ricas em leucina (LRR).

BE-HERE o AT R 0
BE-B0RE: o R S 0
PSTHZ batatacATAATGAAGGCAARAAAC ARGCCATGGAACTTTTCARGA 240
pPSTHZ tomateCACAATGAAGGAAARAARAC ATGCCATGGAACTTTTCARGS 78
HE=A1IF Sivevevisssasees AACATGCCATGGARCTTTTCAAG 23
BE=ATIR. e e e e R 0
09-FOSF  vvuw.. AAGCATACCTCCTCGAGRATCCT 23
= ol = < 0
pPSTHZ batataTTeTTGAAGCATACCTCCTOGAGAATCC TTCT HTE TAC G 280
pETHZ tomateCTGTCGAAGATTACCTCCTOGE TAATCE TTCC AT TAC GO 118
08-aA11F

AE=ETTR: e GCTAATCCTTOC AT TAG GG 20
09-FOSF

AE=RB8R:  peeosrians AAATAAGAATCAGGTCCACACETS 24
pPSTHZ batataTTAAGTGATGARATAAGAATCAGGTCCACACG TG TTATAT 320
PSTHZ tomate TTAAATGATGAAAAAAGAATCAGAC TTGCACGTATC. . .. 154
og-a11F

08-A11R TTAAAT 26

Figura 4 — Regides de duas isoformas do gene pSTHZ2 utilizadas como alvo
para andlise de expressao génica por RT-qPCR. O par de oligonucleotideos
09-F0O8 e 08-A11 anelam em regides uUnicas de cada isoforma permitindo a
distincao de transcritos do gene pSTH2 com maior similaridade ao gene pSTH2
descrito em batata e tomate respectivamente (Matton e Brisson, 1989; Tsugane
et al., 2005)

Analisando-se o padrdo de expressdao dos genes diferencialmente
expressos em resposta a A. solani, observa-se que de maneira geral a indugéo
tem inicio entre 6 e 12 hai, chegando ao maximo entre 24 e 36 hai, sendo
observada uma tendéncia de queda a partir de 48 hai. H4 casos como o gene
com similaridade a NtWRKY3 onde se observa indug¢ao ja no tempo 0 h. Este
resultado é consistente tendo em vista que foi observado em 2 experimentos
independentes.

Para a maioria dos 16 genes induzidos em resposta ao fungo verificou-
se uma mesma tendéncia na cinética de expressao no dossel inferior e

superior. Entretanto, em termos quantitativos pode-se verificar que 7 destes
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genes [PR-1, B-1,3-endoglucanase, NtEIG-A1, pSTH-2 (tomate e batata),
THT1-3 e POTLX-3] apresentaram maior nivel de expressao no dossel superior
(Figura 5). Além de quantitativamente estes genes apresentarem uma maior
expressao no dossel superior, pode-se observar que para alguns deles como o
gene que codifica -1,3-endoglucanase ha uma maior velocidade de resposta
no dossel superior comparado ao dossel inferior, sendo observado niveis
elevados de expresséao ja a partir de 12 hai.

Nove dos 16 genes testados nao apresentaram uma clara diferenca de
expressao entre os segmentos da planta analisados. Entretanto, verificou-se
que os genes LeMir, ChtC1, Win, um membro da familia WRKY com maior
similaridade a WRKY30 e um gene desconhecido correspondente ao clone
LEEBA307FO01, apresentaram maior nivel de expressao no dossel superior nas
primeiras 12 hai, demonstrando uma maior velocidade de resposta a A. solani

neste segmento da planta.
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Nivel de expressao

Dossel inferior Dossel superior

CLEEBA3-1 CLEEBA3-1
(PR-1 basica — p1-p14) (PR-1 basica — p1-p14)
W Controle
M Controle
140 7500
O Inoculado OInoculado
120 - 6250
100 5000
80
3750
60
40 2500
20 1250 |
0 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh  6h  12h 24h 36h 48h 60h
CLEEBA2-2 CLEEBA2-2
(B-1,3-endoglucanase basica) (B-1,3-endoglucanase basica)
M Controle mControle
175 175 -
Olnoculado O Inoculado
150 150
125 25 |
100 100 +
75 75
50 50
25 25
0 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh  6h  12h  24h 36h 48h  60h
CLEEBA2-6 CLEEBA2-6
(Quitinase basica classe | - ChtC1) (Quitinase basica classe | - ChtC1)
M Controle mControle
%0 Olnoculado 507 Oinoculado
40 401
30 301
20 201
10 10+
0 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh 6h  12h 24h 36h 48h  60h

Horas apés a inoculagao

Figura 5 — Padrdo de expressdo temporal de alguns genes de defesa
identificados em duas bibliotecas subtrativas da interagcdo tomateiro — A. solani
analisado por RT-gPCR. No tratamento inoculado, plantas com 45 dias apo6s a
semeadura foram atomizadas com uma suspenséo contendo 10* conidios.mL™
de A. solani, enquanto no tratamento controle as plantas foram atomizadas
somente com agua. O calibrador utilizado corresponde a amostra coletada no
tempo 0 h do tratamento n&o inoculado. O nivel de expressado génica
apresentado no eixo y corresponde ao aumento de expressdo em relagdo ao
calibrador, normalizado pelo controle enddgeno Actina 2. Na coluna a esquerda
esta apresentada a analise de expressao no dossel inferior da planta (12 e 22
folhas) e na coluna a direita a andlise de expressao no dossel superior (4% e 52
folhas).
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Nivel de expressao

Dossel inferior

Dossel superior

CLEEBA3-6 CLEEBA3-6
(Win - Possivel quitinase classe I) (Win - Possivel quitinase classe I)
75, W Controle 75 W Controle
O lnoculado OlInoculado
60 60 |
45 45+
30 30
15 51
o 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh  6h  2h 24h 36h 48h  60h
CLEEBA3-4 CLEEBA3-4
(pSTH-2 - S. tuberosum) (pSTH-2 - S. tuberosum)
180 W Controle 2400 - W Controle
O Inoculado O !noculado
150 2000 -
120 1600 1
90 1200 -
60 800 |
30 400
0 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh  e6h 12h 24h 36h 48h 60h
CLEEBA3-5 CLEEBA3-5
(pSTH-2 - L. esculentum) (PSTH-2 - L. esculentum)
Control
450 - WControle 1500 - EControle
Olnoculado _ Onoculado
375 1250
300 - 1000
225 - 750 -
150+ 500
754 250 4 1
0 04
Oh 6h 2h  24h  36h 48h  60h Oh 6h 122h 24h 36h 48h 60h
LEEBA307C01 LEEBA307C01
(NtEIG-A1) (NtEIG-A1)
mCont
105 W Controle 5 ontrole
Oinoculado Onoculado
90 90 -
75 75
60 60
45 45
30 30
15 15 |
0 0
Oh 6h 12h  24h 36h 48h 60h oh 6h 22h  24h  36h  48h 60h

Figura 5 - Continuagao

Horas apés a inoculagao
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Dossel inferior

Dossel superior

CLEEBA2-7 CLEEBA2-7
(LeMir) (LeMir)
E Controle | mControle
1500 DOinoculado 5001 (=] @ noculado
1200 1200 1
900 900 +
600 600
300 300 + W
0,
0 oh  6h ©h 24h 36h 48h 60h
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h
CLEEBA3-13 CLEEBA3-13
(Lipoxigenase - POTLX-3) (Lipoxigenase - POTLX-3)
mControle m Controle
1500 -
1500 + O Inoculado = O Inoculado
1250 1250
1000 1000
750 - 750
500 500
18 250 250
(2}
n 0 0
9 Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h
o
é CLEEBA2-10 CLEEBA2-10
s (THT1-3) (THT1-3)
©
o) mControle 50 E Controle
\g 50+ O noculado o Olnoculado
pzd 40 404
30 | 30+
20 4 20
10 10
04 04
0h 6h 12h 24h 36h 48h 60h 0h 6h 12h 24h 36h 48h 60h
CLEEBA3-31 CLEEBA3-31
(ERF-1) (ERF-1)
W Controle W Controle
10 4 10 ~
Olnoculado Olnoculado
8 8
6 6
4 2]
24 fl 24
0+ 04
Oh 6h 12h 24h 36h  48h 60h oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h

Figura 5 - Continuagao

Horas ap6s a inoculagao
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Nivel de expressao

Dossel inferior

Dossel superior

LEEBA308D03 LEEBA308D03
(NtWRKY?3) (NtWRKY3)
10+ W Controle - mControle
OlInoculado O noculado
8- 8
6 6
4 4
2 2|
0- 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h oh 6h 22h  24h  36h  48h  60h
LEEBA325A10 LEEBA325A10
(WRKY30) (WRKY30)
20 EControle mControle
T 20 -
OInoculado — OInoculado
16 16 7]
12 12 | |
8 1l i s L]
4 4 717
04 0 4

Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h

Oh 6h 12h 24h 36h 48h 60h

LEEBA307F01
(Codifica proteina com repeticoes LRR)

LEEBA307F01
(Codifica proteina com repeti¢gées LRR)

EControle m Controle
15+ 15
Onoculado O Inoculado
12 4 12
ﬁ
9 9
6+ 6
34 34
0 04
Oh 6h 12h 24h  36h 48h  60h Oh 6h 12h  24h 36h 48h  60h
CLEEBA2-55 CLEEBA2-55
(SGN-U226036) (SGN-U226036)
o mControle mControle
7] Olnoculado ji O Inoculado
6 6
5 | 5 |
4 4
3 3
24 24
14 14
0 0 4

Oh 6h 2h 24h  36h 48h  60h

Oh 6h 12h 24h  36h  48h 60h

Horas apés a inoculagao

Figura 5 - Continuacao

44




Nivel de expressao

Dossel inferior Dossel superior

CLEEBA2-56 CLEEBA2-56
(SGN-U222892) (SGN-U222892)
W Controle W Controle
77 O Inoculado s Olnoculado
6 6
5 5
4 4]
34 3
2 24
1 1
0 0
Oh 6h 12h 24h 36h 48h  60h Oh 6h 12h 24h  36h  48h 60h

Horas apds a inoculagao
Figura 5 — Continuagao

45



5. DISCUSSAO

Em resposta a infecgado por fitopatégenos, as plantas alteram o seu
padrdo de expressao génica (Hammond-Kosack e Jones 2000). Assim, para
caracterizar o transcriptoma de tomateiro expresso em resposta a infec¢ao por
Alternaria solani, foram construidas duas bibliotecas enriquecidas para genes
expressos 24 e 36 hai, utilizando a técnica de SSH (Diatchenko et al., 1996).
Esta técnica apresenta uma etapa de hibridizacdo que normaliza a populagao
de transcritos de genes com diferentes niveis de expressao, permitindo que
sejam amplificados por PCR principalmente cDNAs correspondentes a genes
diferencialmente expressos, tornando possivel a identificacdo de genes que
apresentam baixo nivel de expressao (Diatchenko et al., 1996; Diatchenko et
al., 1999).

Verificou-se que 23% dos ESTs identificados nas bibliotecas
apresentaram similaridade a genes relacionados com a defesa da planta. Além
disso, 4% dos ESTs apresentam similaridade com genes que codificam fatores
de transcricdo, demonstrando que a técnica utilizada foi eficiente no
enriquecimento de genes diferencialmente expressos e de genes que
apresentam baixo nivel de expressao, como é o caso de fatores de transcrigao.

Como na construcdo destas bibliotecas foram hibridizados cDNAs
provenientes de plantas inoculadas com cDNAs provenientes de plantas nao
inoculadas, era também esperada a identificacdo de genes expressos pelo
fungo durante o processo de infecgdo. Entretanto, 98% dos ESTs
apresentaram similaridade significativa com seqUéncias de solanaceas
depositadas no banco de dados do ‘SGN’, indicando que estas sequéncias

correspondem a genes do tomateiro. Entretanto, quinze ESTs néo
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apresentaram similaridade com sequéncias depositadas, as quais podem
corresponder a genes do fungo ou mesmo genes do tomateiro ainda nao
descritos.

Verificou-se nas bibliotecas, a presenca de genes relacionados a
diferentes processos de defesa da planta. Entre estes, estdo genes
relacionados com formacdo de HR. A ocorréncia de HR é comumente
observada em interagbes envolvendo patégenos biotroficos, os quais na
auséncia de tecidos vivos ficam restritos ao sitio de infeccdo (Hammond-
Kosack e Jones, 2000). Por outro lado, patdégenos necrotréficos que obtém
seus nutrientes de tecido morto, sdo em muitos casos favorecidos pela
ocorréncia de HR (Govrin e Levine, 2000). Trabalhos conduzidos com batata
(S. tuberosum), demonstraram que gendétipos resistentes quando desafiados
por A. solani, apresentam um maior numero de sitios de penetracao
associados com HR comparado a gendtipos suscetiveis, o que sugere a
participacdo desta resposta de defesa na resisténcia a A. solani (Rodriguez,
2003). Entretanto, a resposta de HR frequentemente ocorre associada a
producdo de compostos como fitoalexinas e compostos fendlicos, que atuam
diretamente sobre o patégeno. Nas bibliotecas, foram identificados alguns
membros da familia de genes que codificam para Citocromo P450
monoxigenase. Em arabidopsis, esta enzima esta envolvida na biossintese da
fitoalexina camalexina, relacionada com a resisténcia a A. brassicicola (Zhou et
al., 1999). Foram identificados também, genes como THT17-3, envolvido na
biossintese do composto fendlico p-coumaroilnoradrenalina, que apresenta
atividade antimicrobiana contra P. syriangae pv. tomato (Von Roepenack-
Lahaye et al., 2003).

Espécies de oxigénio reativo (ROS) também s&o produzidas em
respostas de defesa contra fitopatdégenos. Estes compostos além de apresentar
efeito direto sobre o microorganismo invasor, participam do processo de HR
promovendo uma explosdo oxidativa no sitio de infeccdo (Hammond-Kosack e
Jones, 1996; Resende et al., 2003). Able (2003) demonstrou que cultivares de
cevada resistentes aos fungos necrotréficos Rhynchosporium secalis e
Pyrenophora teres, apresentam menor acumulo de ROS comparado a
gendtipos suscetiveis. Neste caso, a morte celular desencadeada por ROS

possivelmente estd associada a suscetibilidade destas cultivares (Able, 2003).
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Nas bibliotecas da interagado tomateiro - A. solani, foram identificados diversos
genes que codificam enzimas envolvidas na degradacdo de ROS, como
catalases, ascorbato peroxidases e glutationa-s-transferases. E possivel que a
supressdo da morte celular desencadeada por ROS seja uma resposta de
defesa contra A. solani.

Além de genes que codificam proteinas com acado direta sobre o
patdogeno, foram identificados também genes que codificam proteinas
relacionadas com reforcamento de parede celular. Entre elas estdo as
proteinas ricas em hidroxiprolinas que participam da polimerizagao da lignina
(Bolwell et al., 1995). O papel da lignificagdo na resisténcia contra
fitopatégenos foi demonstrado por Moerschbacher et al. (1990), em que a
aplicagao de inibidores da biossintese de lignina em plantas de trigo resultou
em um aumento na colonizagdo dos tecidos por Puccinia graminis f. sp. tritici.
Para patdgenos necrotroficos, que promovem a hidrélise da parede celular do
hospedeiro, o reforcamento da parede celular poderia dificultar a difusdo de
toxinas e enzimas hidroliticas por eles produzidas. Além disso, compostos
gerados durante as reacdes de polimerizagao da parede celular do hospedeiro,
podem alterar a plasticidade da membrana plasmatica do patégeno, podendo
até mesmo resultar na lignificacdo de hifas (Mauch-Mani e Slusarenko, 1996).

Entre os genes relacionados com a defesa da planta identificados nas
bibliotecas, verificou-se haver um predominio de genes cuja regulagcdo é
mediada pelo ET e AJ, e em menor numero genes regulados pelo AS. Em
arabidopsis, trabalhos envolvendo analise de mutantes e estudos de expressao
génica demonstraram que a resisténcia a patdégenos necrotroficos, € na maioria
dos casos, mediada por genes regulados pelo ET e AJ, enquanto a resisténcia
a patogenos biotroficos € determinada por genes regulados pelo AS (Thomma
et al.,, 1998; Lu et al., 2001; Liu et al., 2005). A. solani apresenta modo de
infeccéo do tipo necrotrofico, sendo que a identificagdo de um maior numero de
genes regulados pelo ET e AJ corrobora com o modelo proposto para
arabidopsis.

A analise de expressao por RT-gPCR demonstrou que dos 16 genes
cuja inducéo em resposta a A. solani foi confirmada, trés deles sao responsivos
ao AS. E possivel que a inducéo de genes por Alternaria spp. regulados pelo

AS tenha como finalidade a supressao de genes regulados pelo AJ, tendo em
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vista o antagonismo entre as vias de defesa reguladas por esses dois
horménios (Kunkel e Brooks, 2002). Entretanto, o fato da severidade da pinta
preta ser reduzida pela aplicagao de AS (Spletzer et al. 1999) sugere um papel
desses genes na resisténcia do tomateiro a A. solani.

A resisténcia a A. solani, assim como a outras espécies do género
Alternaria esta correlacionada a idade fisiolégica dos tecidos. Trabalhos
conduzidos com girassol (Helianthus annuus L.), algodao (Gossypium
barbadense L.), cebola (Allium cepa L.) batata (S. tuberosum L.) e tomate,
demonstraram que plantas mais velhas apresentam maior suscetibilidade a
infeccéo por Alternaria spp. Além disso, em uma mesma planta ha uma menor
severidade da doenca nas folhas préximas ao apice, o que indica uma menor
suscetibilidade de tecidos jovens a doenga (Miller, 1983; Godoy e Fernandez,
1985; Pelletier e Fry, 1990; Vioutoglou e Kalogerakis, 2000). Ao compararmos
a expressao entre os dosséis inferior e superior das plantas, para os genes
cuja indugdo em resposta a A. solani havia sido confirmada, verificou-se que
sete deles apresentaram maior nivel de expressédo no dossel superior. O gene
correspondente a PR-1 P1-p14 foi o que apresentou maior diferenca de
expressao entre estes dois segmentos da planta, apresentando no dossel
superior o maior nivel de expressao entre os genes analisados (5000x). Este
resultado corrobora com trabalhos que demonstram que proteinas da familia
PR-1 se acumulam em grande quantidade no tecido foliar infectado, podendo
atingir 1-2% do total de proteinas encontradas nestes tecidos (Alexander et al.,
1993; Guzzo et al., 2003). O papel de proteinas desta familia nos processos de
defesa da planta ndo € conhecido. Entretanto, Hoegen et al. (2002)
demonstraram haver o acumulo de PR-1b em células que compde o complexo
estomatal em resposta a P. infestans. Aplicacbes de PR-1 basica em discos de
folhas de tomateiro reduziram o crescimento de P. infestans, o que sugere a
participacdo de PR-1 basica na defesa da planta (Niderman et al., 1995).

O gene que codifica uma [-1,3-endoglucanase basica, além de
apresentar um maior nivel de expressao no dossel superior, apresentou ainda
uma maior velocidade de resposta neste segmento da planta. A maxima
expressao deste gene 24 hai, coincide com o periodo onde ha maior numero
de apressorios formados e consequente maior penetragdo nos tecidos (Araujo

e Matsuoka, 2004). A participagao de B-1,3-endoglucanases na resisténcia a A.
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solani é sugerida por Lawrence et al. (1996) que verificaram que gendtipos
resistentes de tomateiro como NC EBR-2 apresentam uma maior expressao
constitutiva de -1,3-endoglucanases comparado a gendtipos suscetiveis. Além
disso, a expressdo heterdloga de uma [(-1,3-endoglucanase de milho em
tomateiro resultou em uma reducgao significativa na severidade da pinta preta
(Schaefer et al., 2005). Lawrence et al. (1996), demonstraram também que
genes que codificam para quitinases basicas da classe | apresentam maior
nivel de expressdo e maior rapidez de resposta em gendtipos resistentes,
comparado a genotipos suscetiveis. No presente trabalho, foi demonstrado a
inducdo de dois genes que possivelmente codificam para quitinases da classe
I. Apesar de nao ter havido uma nitida diferengca no nivel de inducdo destes
genes entre os dosséis inferior e superior, verificou-se no dossel superior um
incremento significativo no nivel de expressao destes genes 12 hai, ao passo
que no dossel inferior isto ocorreu somente 24 hai. Quitinases da classe | tem a
capacidade de degradar a parede celular de conidios de A. solani em
germinacgao, liberando oligbmeros de quitosan que atuam como elicitores de
HR (Lawrence et al., 2000). Ponstein et al. (1994) relatam a ocorréncia de
interagdes sinergisticas entre quitinases da classe | e [-1,3-endoglucanases
promovendo a redu¢ao no crescimento de A. radicina.

De modo similar ao gene que codifica [-1,3-endoglucanase, o gene
NtEIG-A1 apresentou um maior nivel de expressao e maior velocidade de
resposta no dossel superior. NtEIG-A1 apresenta elevada similaridade ao gene
CASPL1 que codifica uma estelacianina, possivelmente envolvida na formacéao
de parede celular (Takemoto et al., 2003). A expressdo de CASPL1 é também
dependente da idade fisiolégica dos tecidos (Kong et al. 2002). Plantas de
pimentdo inoculadas com Colletotrichum cocodes no estadio de 8 folhas,
apresentaram um maior nivel na expressdo de CASPL1 72 hai, enquanto que
em plantas inoculadas no estadio de 4 folhas o maior nivel de expressao foi
observado 36 hai (Kong et al. 2002). Isto demonstra que a expressédo de
NtEIG-A1 em resposta a fitopatdégenos tende a ser maior em tecidos jovens.
Tendo em vista que NtEIG-A1 é induzido em resposta ao acido jasmdnico e a
patdgenos necrotroficos e hemibiotréficos, além de ter apresentado um maior

nivel de expressdao nas folhas jovens de plantas de tomateiro, onde a
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suscetibilidade a pinta preta € menor, é possivel que este gene esteja de
alguma forma contribuindo com a resisténcia a A. solani.

Diferencas no nivel de expressado entre os dosséis inferior e superior
também foram observadas para o gene que codifica uma lipoxigenase, com
similaridade a POTLX-3 de batata (Kolomiets et al., 1996). Genes que
codificam lipoxigenases sao induzidos em resposta a ferimentos, insetos,
fitopatdgenos e necrose dos tecidos (Siedow et al., 1991; Royo et al., 1999). No
presente trabalho, o aparecimento de lesdes necréticas nas plantas de
tomateiro decorrentes da inoculagdo ocorreram a partir de 48 hai, enquanto a
maxima expressao deste gene ocorreu entre 12 e 36 hai. Desta forma, néo
houve uma associagao entre a ocorréncia de necrose dos tecidos e inducéo de
POTLX-3. E possivel que o pico de expressdo no dossel inferior 60 hai esteja
associado a necrose dos tecidos observada nesta avaliagdo. Apesar da
inespecificidade de resposta de alguns membros da familia das lipoxigenases,
POTLX-3 é induzido especificamente em resposta a fitopatégenos. Gendtipos
de batata resistentes a P. infestans apresentaram maior nivel de expressao
deste gene comparativamente a genodtipos suscetiveis, o que sugere a
participagdo de POTLX-3 na defesa da planta (Kolomiets et al., 2000).

O gene THT1-3 apresentou também um maior nivel de expressao e uma
maior velocidade de resposta no dossel superior. THT71-3 é membro de uma
familia de genes que codificam enzimas que atuam na rota dos
fenilpropandides, envolvidas em processos como a lignificagdo da parede de
células vizinhas ao sitio de infecgao (Clarke, et al., 1982; Negrel e Jeandet,
1987; Negrel et al., 1996). Enzimas codificadas por esta familia génica
participam da sintese de amidas a partir do acido hidroxicindmico. Algumas
destas amidas como feruloil-tiramina promovem a redug¢ao no crescimento de
hifas de fungos micorrizicos (Grandmaison et al., 1993).

Duas possiveis isoformas do gene pSTH2 também apresentaram maior
inducdo no dossel superior. A cinética de expressao destes genes revelou dois
padrées de expressao diferentes, o que corrobora com a hipotese de duas
isoformas. Além disso, o fato de uma isoforma (pSTH2 — L. esculentum)
apresentar maxima expressao 24 hai e outra (pSTH2 - S. tuberosum)
apresentar maior expressdo 36 hai, sugere que estes dois genes estédo

relacionados a eventos diferentes desencadeados em resposta a infecgao por
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A. solani. O papel de pSTHZ2 na resisténcia a fitopatégenos € desconhecido.
Entretanto, em batata verificou-se que gendtipos resistentes a P. infestans
apresentaram maior acumulo de pSTH2 comparado a gendétipos suscetiveis, 0
que sugere a participacao de pSTH2 na resisténcia da planta (Constabel et al.,
1992).

Entre os 16 genes cuja indugdo em resposta a A. solani foi comprovada
por RT-qPCR, nove deles nao apresentaram uma nitida diferenca de
expressao nos segmentos da planta analisados. Entretanto, os genes LeMir,
ChtC1, Win, um membro da familia WRKY com maior similaridade a WRKY30
e um gene desconhecido (clone LEEBA307F01) apresentaram maior nivel de
expressao no dossel superior nas primeiras 12 hai, demonstrando maior
rapidez de resposta neste segmento da planta. O gene com similaridade a
WRKY30 € o que apresenta maior rapidez de resposta, sendo observado niveis
elevados de indugao ja na primeira coleta (correspondente ao tempo O h) a
qual foi realizada apds o término da inoculacdo que teve duragao de cerca de
uma hora. Padrdo de expressao similar foi observado em arabidopsis em
resposta a P. syringae pv. tomato em que os genes WRKY28 e WRKY48
apresentaram aumento de expressao 2 horas apds a inoculagdo seguido por
reducao no nivel de expressao a partir de 8 hai (Dong et al., 2003). Apesar do
processo de formacgao de apressorios por A. solani e consequiente penetragao
dos tecidos ocorrer a partir de 12 hai (Araujo e Matsuoka, 2004), é sabido que
espécies do género Alternaria produzem uma série de toxinas (Ichihara e
Oikawa, 1997). E possivel, que estas toxinas ou outro composto com atividade
elicitora esteja sendo produzido de forma constitutiva e consequentemente
induzindo uma rapida resposta de defesa.

O maior nivel de expressao de genes induzidos por A. solani em tecidos
jovens, onde a severidade da doencga € menor, contrasta em parte com o que é
frequentemente observado em outros patossistemas. Para a maioria das
espéecies de plantas, o que se verifica € uma reducdo na suscetibilidade a
doencas a medida que a planta atinge a maturidade fisiolégica, chamada
resisténcia de planta adulta (Whalen, 2005). Esta menor suscetibilidade é
frequentemente associada ao aumento na expressao de genes relacionados a
defesa da planta (Wyatt et al.,1991; Hugot et al., 2004). Hugot et al., 1999,

demonstraram que a resisténcia de planta adulta observada em plantas de
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tabaco em resposta a P. parasitica esta associada ao aumento da expressao
de genes como PR-2 e LFP (‘lignin-forming peroxidase’). Entretanto, o que se
observa em patossistemas envolvendo Alternaria spp. € a chamada resisténcia
juvenil, que se caracteriza por uma menor severidade da doenga em tecidos
jovens (Mills, 1940). Entre os mecanismos relacionados a esta caracteristica
esta a camada cerosa, a qual é drasticamente reduzida com a maturidade dos
tecidos (Tewari e Skoropad, 1976). Entretanto, trabalhos realizados em batata
demonstraram que o numero de penetracdes independe da posicado da folha na
planta, o que sugere a participacdo de eventos pods-penetragcdo (Rodriguez,
2003). A ocorréncia de HR em resposta a A. solani parece ser um evento pés-
penetracéo relacionado com a resisténcia a este patégeno. Rodriguez (2003)
verificou que em plantas de batata, o numero de sitios de penetracdo
associados com HR é maior no dossel superior. No presente trabalho, foi
observado que entre os genes que apresentaram maior nivel de expressédo no
dossel superior estdo genes que codificam proteinas PRs, algumas das quais
atuam diretamente na parede celular do patdgeno, liberando indutores
inespecificos de HR (Lawrence et al., 2000). Estudos citolégicos sé&o
necessarios, para verificar se em tomateiro tal como em batata, ocorre a
formacido de um maior numero de sitios de penetracdo associados com HR no
dossel superior. Todavia, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a
inducdo em resposta a A. solani de genes relacionados a diferentes processos
de defesa da planta. Possivelmente, o maior nivel de resisténcia observado no
dossel superior envolva a participacao de multiplos mecanismos de resisténcia
que apresentam um maior nivel e velocidade de resposta neste segmento da
planta. Estudos funcionais envolvendo superexpressao ou silenciamento
génico permitirdo confirmar se alteragdes nos niveis de expressao dos genes

aqui identificados interferem com a resisténcia do tomateiro a A. solani.
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Tabela 5 - Oligonucleotideos utilizados para analise de expressdo de 24
genes previamente identificados em duas bibliotecas subtrativas
que nao tiveram inducdo em resposta a A. solani confirmada por
RT-qPCR.

Possivel Proteina Acesso Oligonucleotideo
NCBI (5 - 3)
Aminotransferase 2 AAQ56195 | 06-A09-F GAACAACAACGGCTGTGACTGT
06-A09-R GGCTTGAAGAACTGCACTCAGA
Precursor do inibidor | CAA64416 | 22-G06-F GTGTTAAGGCGTGTCGTTCCA
de proteinase CEVI57 22-G06-R TTTGTCAGGAAATGGCCAGAA
LescPth3 AAF76310 | 12-A06-F GCTGCACGGGTTCTTCAAAA
12-A06-R AAGCCAACGGATGCATGTC
ACC oxidase CAA41212 | 12-C03-F TCATCAACCTCGGTGACCAA
12-C03-R CCTGTGCTCCACACTCTTGTATTT
Possivel Acil-CoA AAL29212 | 06-B08-F GCATCAGGGAAAATTCAACGA
sintetase 06-B08-R TGGCAGTTGAAATCTGAGCAA
Relacionado a AAL32300 | 07-HO8-F GGCATTCCGAAATTGGCTTA
Formacao de HR 07-HO08-R TGTGCTACCAAACCATTCAGGTT
Proteina 14-3-3 P93214 08-HO7-F GCTGCGGAGGCGGAAT
08-HO7-R TTAAAGCCAGTCCCAGACGAA
FT relacionado a NP201121 | 09-G12-F AGGAGCCCTGCACAAAGAAG
‘POZ 09-G12-R GCTGGACGCCTTGACATGT
Enzima conjugada a P35135 21-G12-F TCCCCCCACATCATGCA
ubiquitina E2-17 21-G12-R GCTTGCCAATGGAACATATCC
FT Myb1 AAO45179 | 09-F10-F AATGCCTAATCCATCAAAATCGAT
09-F10-R ACGATGGCTCGATTGTTGAAT
Serinal/treonina cinase | NP194459 | 13-C11-F CATCTGAGAAATCACTCCACATTC
13-C11-R.. CCAAGTTCTATAAATGAAGTTACCATCACA
Induzida por BAA95791 | 10-E12-F TCAACCGCCGCAATCAG
ferimento - Win 10-E12-R GCCATGCATTGAAACAAAGGA
WRKY4 AAF61864 | 09-E03-F GATCAAATTCAATCATCAAGCTCTGA
09-E03-R TGTTGCTGGAGTGAGATGATCAT
FT da familia bHLH NP200279 | 11-D11-F GGAGGCATGAATTGCCACAT
11-D11-R  AGCAAGCTGGTGCCAATCA
Proteina contendo AAR20445 | 11-G07-F TTTCCCTGCTGTCCTTGATGT
ziper leucina 11-G07-R TCCACCATCCTGTCCAACTTC
FT RMA1 AAR99376 | 14-F12-F TTCACTTCCATCGCAACAACTT
14-F12-R  GCCGTGTAGCTCCCTGAATG
‘Heat shok’ 70 CAA47948 | 14-B07-F GACGAAACCAAAAACATGAGGAT
14-B07-R CCTAAGATCGAGGAGGTCGACTAA
Proteina-G (SGP1) BAB08763 | 20-D08-F GCTTTCATTGCCTTTGCATATG
20-D08-R TCCGCCAGACATTCAATGGT
Relacionada a Q40522 07-H11-F CCCCGTTGGCTGGAAGA
Ras-GTP 07-H11-R CGATCAGAATGATCACGATATTCCT
Proteina de ligagdo a | AAN65367 | 07-E05-F CCCACCTCATTGCAGCCTTA
calmodulina TCB60 07-E05-R GCACACGGCCAGGAAAAG
Proteina L23 CAAB0370 | 20-A02-F AAGCATTGGGTCGAACTCTTCT
20-A02-R TCCCGGAAGTCGATGACTATTC
Proteina hipotética YP358637 | 14-A03-F TGAGTGCTCTCCTATTCCGACTT
PhapfoPp091 14-A03-R CGCTGTCTCGGCTGTGCTA
Desconhecida NP565383 | 12-B05-F GGGATGTTATCACGTATTTTTGTTAGTG
12-B05-R ATTCAGAACAAATGGCAACTCCTAT
Desconhecida - 07-B11-F GGTGGAAATGAAGAGTTGGAGAA
07-B11-R  AACGGCCATACCTCGAGAAA
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Tabela 6 - Lista complementar dos ESTs identificados na biblioteca subtrativa da interacdo tomateiro - A. solani
construida a partir de mRNA isolado de folhas de tomateiro coletadas 24 hai.

(Lycopersicon pennellii)

Contig/ Possivel proteina Descricao Acesso Valor e Acesso Valor e Ne°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
V. Transporte
CLEEBA2-23 Proteina de ligagao a ions metalicos (A. | Similar a proteinas expressas em resposta a | SGN-U213810 0 NP567441 3e-90 4
thaliana) deficiéncia de ferro
VI. Metabolismo
CLEEBA2-24 NADH-Glutamato desidrogenase (L. | Metabolismo de aminoacidos; biossintese de | SGN-U225530 0 AAL36888 8e-144 30
esculentum) glutamato; atividade oxirredutase
CLEEBA2-25 S-adenosilmetionina decarboxilase | Biossintese de espermidina, espermina, etileno | SGN-U212634 0 Q04694 0 20
proenzima (AdoMetDC) (S. tuberosum) | e lignina
CLEEBA2-26 Glutamato descarboxilase isozima | (N. | Proteina rica em glicina, cataliza a alfa- | SGN-U212549 0 - - 14
tabacum) descarboxilagdo do glutamato
CLEEBA2-27 Beta-galactosidase (L. esculentum) Expressa durante o desenvolvimento do fruto SGN-U225886 | 1e-153 | AAF70822 6e-60 12
CLEEBA2-28 ATP sintase CF1 subunidade alfa (L. - SGN-U303155 2e-11 YP635624 6e-17 7
esculentum)
CLEEBA2-29 5,10-metilenotetraidrofolato Biossintese de acido félico e derivados; | SGN-U217431 0 CAB56756 5e-82 6
desidrogenase (Pisum sativum) atividade catalitica
CLEEBA2-30 Proteina  embrido-abundante = EMB | Atividade metiltransferase dependente de S- | SGN-U213285 0 AAM19356 2e-33 4
(Pisum sativum) adenosilmetionina
CLEEBA2-31 Glutamato descarboxilase (N. tabacum) | Biossintese de glutamato; descarboxilagdo do | SGN-U212561 0 AAM48129 1e-52 4
glutamato para succinato;
CLEEBA2-32 Possivel deidratase/desaminase (O. | Metabolismo de aminoacidos, biossintese de | SGN-U215899 0 AAL58211 4e-47 3
sativa) isoleucina
CLEEBA2-33 UDP-D-apiose/UDP-D-xylose synthase | Atividade UDP-glucoronato descarboxilase SGN-U213087 0 AAQ91380 2e-37 3
(Nicotiana benthamiana)
CLEEBA2-34 Asparagina  sintetase  (Helianthus | Catabolismo de aminoacidos, biossintese de | SGN-U215486 2e-97 - - 2
annuus) asparagina
CLEEBA2-35 Possivel mio-inositol oxigenase (Oryza | Metabolismo do mio-inositol SGN-U214186 0 7487428 Te-46 2
sativa)
CLEEBAZ2-36 Bifuncional lisina-ketoglutarato | Catabolismo de lisina; biossintese de | SGN-U213373 | 1e-167 | AAN14410 6e-20 3
reductase/sacaropina  desidrogenase | glutamato
(Gossypium hirsutum)
CLEEBA2-37 Prefenato desidrogenase (A. thaliana) Biossintese de tirosina SGN-U216071 0 NP173023 4e-48 2
LEEBA212C04 | Acil-CoA oxidase 4 (A. thaliana) Metabolismo de lipideos e biossintese de | SGN-U223228 0 NP190752 4e-65 1
acidos graxos
LEEBA212D10 | Ntdin (N. tabacum) Possivelmente envolvida no metabolismo do | SGN-U215783 | 1e-174 | BAA88985 2e-37 1
enxofre e nitrogénio
LEEBA214D03 | 2-isopropilmalato sintase B | Biossintese de leucina SGN-U227848 | 1e-106 004974 - 1
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Tabela 6 - Continuagao.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e Ne.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA215F02 Cistationina beta-liase (S. tuberosum) Biossintese de aminoacidos, lipideos e etileno SGN-U219945 1e-167 | AAF74980 3e-04 1
VII. Fotossintese
LEEBA221D12 Precursor de um polipeptideo de 10 | Sintese de ATP e NADPH SGN-U212660 4e-66 - - 1
kDa do fotossistema Il (L. esculentum)
LEEBA213F10 Possivel ribulose 1,5-bisfosfato | Ciclo de Calvin;fixagcdo de carbono SGN-U219236 0 AAM61650 3e-10 1
carboxilase/oxigenase (A. thaliana)
VIIl. Resposta a horménios
CLEEBA2-38 Precursor do inibidor de proteinase | | Expresso durante o amadurecimento dos frutos | SGN-U217278 1e-99 P20076 4e-27 9
responsivo a etileno (L. esculentum)
IX. Proteinas estruturais
CLEEBA2-39 Proteina da membrana plasmatica (N. | Membro da familia de proteinas de membrana | SGN-U213704 0 CAAG9900 2e-51 9
tabacum) DREPP
CLEEBA2-40 Possivel proteina de ligacdo a proteina | Similar a familia de proteinas contendo | SGN-U222346 | 1e-102 | AAT40540 1e-68 3
(Solanum demissum) repeticdes kelch,
LEEBA212H06 | Alfa-tubulina (N. tabacum) Constituinte estrutural do citoesqueleto SGN-U212647 5e-81 CAD13178 - 1
X. Transcrigdo/tradugao
CLEEBA2-41 Fator de inicio da tradugéo elF-5A1 [L. | Envolvido na formagdo do complexo entre o | SGN-U225500 0 AAG53647 8e-58 4
esculentum) ribossomo e o mMRNA
CLEEBA2-42 RNA helicase DB10 (N. sylvestris) Splicing de RNA SGN-U214867 0 P46942 9e-35 3
CLEEBA2-43 Fator de inicio da tradugéo (A. thaliana) | Proteina contendo dominio elF4- SGN-U215289 0 NP568534 1e-24 2
gammal/elF5/elF2-epsilon
CLEEBA2-44 Proteina de ligagéo ao cap (A.thaliana) | Liga-se especificamente a 7-metil guanosina SGN-U216381 0 NP197312 3e-70 2
LEEBA221A01 RNA polimerase (A. thaliana) Biossintese de RNA SGN-U216802 0 NP188871 7e-34 1
XI- Degradagao/modificacéo de proteinas
CLEEBA2-45 Enzima conjugada a ubiquitina E2-17 | Cataliza a ligagdo covalente da ubiquitina a | SGN-U213089 0 P35135 6.8e-84 3
kDa (L. esculentum) residuos lisina na proteina alvo
CLEEBA2-46 Proteina da familia de enzimas que | Catalisa a ligagdo da ubiquitina com residuos | SGN-U212836 0 AAZ20287 5e-46 2
conjugam com ubiquitina E2 (A | lisina na proteina alvo
thaliana)
CLEEBA2-47 Proteina desconhecida (O. sativa) Possivelmente envolvido na ligagdo de um | SGN-U213689 0 XP470153 7e-15 2
miristoil ao N-terminal de uma proteina
LEEBA214E02 Precursor de uma Clp protease | Atividade peptidase depentente de ATP SGN-U213178 0 - - 1
dependente de ATP
LEEBA214A01 Treonina endopeptidase (A. thaliana) Catabolismo de proteinas dependente de | SGN-U216307 0 NP566818 2e-11 1
ubiquitina
LEEBA220G12 Proteina J8 (A. thaliana) Atividade chaperona SGN-U219348 0 NP178207 4e-14 1
LEEBA221B02 Possivel proteina DnaJ (Malus | Envolvida no dobramento de proteinas | SGN-U220274 0 AAQ54533 5e-42 1
domestica) incluindo proteinas expressas em resposta a
choque térmico
LEEBA221A07 Dissulfito isomerase (I.batatas) Rearranjo de pontes dissulfito em proteinas SGN-U212983 0 AAT39459 1e-08 1
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Tabela 7 - Lista complementar dos ESTs identificados na biblioteca subtrativa da interagdo tomateiro - A. solani
construida a partir de mRNA isolado de folhas de tomateiro coletadas 36 hai

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°
Clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
VL. Proteca a célula

CLEEBA3-44 Possivel RNA helicase (A. thaliana) Envolvida em reparo e recombinagao de DNA SGN-U219774 0 NP188872 1e-22 3

CLEEBA3-45 Proteina rica em prolina (L. | Expressa em resposta ao dano provocado por | SGN-U213687 0 - - 3
esculentum) Ultra Violeta

CLEEBA3-46 Proteina 1 de ligagdo ao DNA | Reparo de DNA SGN-U217293 0 AAR20885 1e-125 2
danificado por UV (L. esculentum)

CLEEBA3-47 Provavel  glutadione-S-transferase | Envolvida no catabolismo de toxinas, | SGN-U212753 0 P32111 1e-51 2
(S. tuberosum) complexando-as ao glutadione

CLEEBA3-48 Proteina similar a glutationa-S- | Catabolismo de toxinas SGN-U213822 0 AAL92873 7e-108 2
transferase (L. esculentum)

CLEEBA3-49 Proteina contendo dominio similar a | Sulfurtransferase involvida na detoxificagdo de | SGN-U219334 0 NP566766 4e-39 2
rodanese (A. thaliana) cianida

CLEEBA3-50 Proteina hipotética (O. sativa) Similar a UMUC, possivelmente envolvida em | SGN-U293671 6e-92 NP920925 7e-39 2

reparo de DNA

LEEBA323C06 | Glutationa-S-transferase (Capsicum | Catabolismo de toxinas SGN-U213563 0 AAN39918 8e-45 1
annuum)

LEEBA306D01 Proteina similar metalotioneina (L. | Envolvida em detoxificagéo, liga-se a cobre e | SGN-U212973 0 CAA92243 1e-14 1
esculentum) outros metais que se encontram em excesso

LEEBA307F02 | Proteina RAD23 (L. esculentum) Reparo de DNA SGN-U218382 0 CAB51544 2e-67 1

LEEBA308C01 Glutathione-S-transferase (Solanum | Catabolismo de toxinas SGN-U215144 0 AAB65163 1e-18 1
commersonii)

LEEBA309C10 | Glutationa-S-transferase GST 23 | Catabolismo de toxinas SGN-U216884 1e-129 - - 1
(Glycine max)

LEEBA309D10 Proteina rica em prolina (L. | Possivelmente envolvida em reparo de DNA SGN-U230855 0 - - 1
esculentum)

LEEBA311E06 Provavel Glutationa transferase | Catabolismo de toxinas conjugando-as ao | SGN-U221531 8e-69 - - 1
(Glycine max) glutationa

LEEBA324C10 Glutationa-S-Transferase (Euphorbia | Detoxificagao da célula SGN-U215586 0 AAF64449 1e-45 1
esula)

LEEBA324E12 | Similar a uma glicoproteina rica em | Homologia com rodanese que apresenta | SGN-U275845 8e-80 BAD27963 1e-07 1
hidroxiprolina (O. sativa) atividade sulfurtransferase (detoxificagéo)

VII. Transporte

CLEEBA3-52 Similar a proteina endossomal (A. | Proteina de membrane envolvida em | SGN-U221899 1e-137 BAB09103 1e-17 3
thaliana) transporte e biossintese de cisteina

CLEEBA3-53 Oxoglutarato/malato translocador (S. | Proteina da membrana mitocondrial envolvida | SGN-U213605 0 CAAG8164 3e-56 2
tuberosum) em transporte e fosforilagéo oxidativa

CLEEBA3-54 ATGCNS5 (A. thaliana) Proteina da familia de transportadores ABC SGN-U217051 1e-174 NP201289 NP201 2
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Tabela 7 — Continuagao.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs

CLEEBAS3-55 Possivel ABC transportador 2 inibido | Envolvida no transporte de nitrato, aminoacidos | SGN-U213231 0 BAD54675 2e-07 2
por Fe (O. sativa) e proteinas

CLEEBAS3-56 Proteina contendo dominio de | Envolvida no transporte de ions metalicos SGN-U215387 1e-49 - - 2
associagdo a metais pesados (A.
thaliana)

CLEEBA3-57 Possivel proteina de ligacdo a ATP | Similar a proteinas da familia de | SGN-U281973 0 BAD31127 3e-70 2
subfamilia B (O. sativa) transportadores ABC

LEEBA306A07 Proteina de adesdo NSF (Alfa- | Transporte vesicular de proteinas do RE parao | SGN-U213871 0 AAF37280 6e-43 1
SNAP) (S. tuberosum) aparato de golgi

LEEBA306B01 Proteina relaciona a autofagocitose | Transporte de proteinas do citoplasma para o | SGN-U216274 0 NP568934 1e-42 1
(A. thaliana) vacuolo

LEEBA306F02 Possivel proteina de resposta ao | Proteina de membrana envolvida em | SGN-U219674 0 NP201341 1e-61 1
amadurecimento (A. thaliana) transporte

LEEBA306F07 Glutamato permease (L. esculentum) | Proteina de membrana envolvida no transporte | SGN-U231703 0 - - 1

de glutamato

LEEBA306G12 | Proteina da familia VAMP (A. | Proteina associada a membrana da vesicula SGN-U223189 0 NP567627 8e-19 1
thaliana)

LEEBA307E04 | Transportador de sulfato (A. thaliana) | Possibilita o movimento de ions sulfato dentro | SGN-U285654 0 - - 1

da célula e entre células

LEEBA308A12 Similar a proteinas da familia de | Transporte intra e extracelular do ion Mg SGN-U216026 0 - - 1
transportadores de Mg CorA (A.
thaliana)

LEEBA308C06 | Amino acido permease 2 (AAP2) (L. | Proteina de membrana com atividade | SGN-U223264 1e-86 - - 1
esculentum) aninoacido permease

LEEBA308G08 | Provavel aquaporina tipo PIP | Proteina de membrana envolvida na formagdo | SGN-U212565 0 CAA52067 1e-69 1
pTOM75 (L. esculentum) de canais de agua

LEEBA308H04 | AT3g62770/F26K9-200 (A. thaliana) Relacionada com transporte SGN-U216325 0 AAK62600 2e-34 1

LEEBA308H10 | Fosfato/fosfoenolpiruvato Transporte de fosfoenolpiruvato e fosfato | SGN-U214131 0 AAB40648 1e-87 1
translocador TABPPT10 (N. | através da membrana do cloroplasto
tabacum)

LEEBA309D04 Proteina de transferéncia de lipideos | Transporte de lipidos SGN-U223001 0 - - 1
(LTP) (A. thaliana)

LEEBA309G08 Possivel proteina de transporte de | Transporte intra e extracelular de | SGN-U228653 4e-57 - - 1
peptideos (O. Sativa) oligopeptideos

LEEBA310A11 Triose fosfato translocador (S. | Proteina de membrana mitocondrial envolvida | SGN-U213108 0 CAA47430 - 1
tuberosum) no transporte de fosfato

LEEBA310H11 Glutamato permease (Gossypium | Proteina de membrana envolvida no transporte | SGN-U221305 1e-112 - - 1
hirsutum) de glutamato

LEEBA311E10 Proteina da familia Tic 20 (A. | Transporte intracelular SGN-U216047 1e-118 BAC41843 4e-29 1

thaliana)
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Tabela 7 — Continuagéo.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA311G10 | Aquaporina PIP1-2 (Vitis berlandieri) | Proteina de membrana envolvida no transporte | SGN-U219310 0 AAF71818 1e-33 1
de agua
LEEBA322B05 | Sintaxina (Glycine max) Transporte vesicular do Golgi para outras | SGN-U214226 2e-83 AAN03474 2e-19 1
partes da célula
LEEBA322B09 Proteina similar a TED4 (Zinnia Proteina de ligagéo e transporte de lipideos SGN-U214087 1e-171 BAA06462 2e-18 1
elegans)
LEEBA322E08 Proteina da familia dos carreadores | Transporte mitocondrial SGN-U219357 6e-97 NP567790 2e-13 1
mitocondriais (A. thaliana)
LEEBA322G04 Possivel proteina da membrana | Transporte de proteinas SGN-U224027 1e-134 NP912438 9e-26 1
mitocondrial (O.sativa)
LEEBA322H07 | ADP/ATP translocador (L. | Transporte de nucleotideos puricos SGN-U212911 1e-170 AAB49700 3e-15 1
esculentum)
LEEBA323B08 Proteina da familia dos | Proteina de membrana envolvida no transporte | SGN-U222480 1e-170 NP850312 1e-14 1
transportadores de aminoacidos (A. | de aminoacidos
thaliana)
LEEBA323C04 | Transportador de carboidratos (A. | Possivelmente envolvida no transporte de | SGN-U238337 1e-24 NP196581 6e-38 1
thaliana) carboidratos
LEEBA324A05 | VAMP7C (A. thaliana) Proteina de membrana envolvida em | SGN-U216770 0 NP194942 5e-70 1
transporte vesicular
LEEBA325F01 Proteina de reconhecimento de sinal | Ribonucleoproteina de ligagéo e transporte de | SGN-U297624 1e-48 - - 1
(SRP) (L. esculentum) proteinas para o RE
LEEBA325H02 | Aminoacido transporter (L. | Proteina de membrana com atividade | SGN-U276046 0 AAO13689 2e-74 1
esculentum) aminoacido permease
LEEBA325H11 LeOPT1 (L. esculentum) Proteina da membrana do RE envolvida no | SGN-U284169 0 AAD01600 5e-66 1
transporte de peptideos
VIIl. Metabolismo
CLEEBAS3-58 Glutamato descarboxilase isozima | | Proteina rica em (glicina, cataliza alfa- | SGN-U212549 0 - - 15
(N. tabacum) descarboxilagéo do glutamato
CLEEBA3-59 NADH-Glutamato desidrogenase (L. | Biossintese de aminoacidos; biossintese de | SGN-U225530 0 AAL36888 | 4e-128 6
esculentum) glutamato; atividade oxirredutase
CLEEBA3-60 Proteina da familia N- | Biossintese de arginina; atividade | SGN-U217862 7e-79 NP179875 2e-21 5
acetyltransferase (GNAT) (A. | acetiltransferase
thaliana)
CLEEBA3-61 Proteina da familia stritosidina | Biossintese de alcaléides SGN-U217102 0 NP190712 2e-75 4
sintase (A. thaliana)
CLEEBA3-62 Proteina expressa (A. thaliana) Possivelmente envolvida na biossintese de | SGN-U213001 0 AALO7213 1e-97 4
arcorbato
CLEEBA3-63 Alcool desidrogenase (S. | Biossintese de tetraidrobiopterina SGN-U214301 1e-142 AAN32641 3e-09 3
Tuberosum)
CLEEBA3-64 IAA-Alaidrolase 3 (IAR3) (A.thaliana) | Biossintese de Lisina e arginina e no | SGN-U214626 0 NP175587 9e-15 3

metabolismo de Auxina
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Tabela 7 — Continuagéo.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
CLEEBAS3-65 ketol-acida reductoisomerase (A. | Biossintese de prolina, valina e isoleucina; | SGN-U213246 0 NP191420 2e-27 3
thaliana) Catalisa a conversdo de NADP em NADPH
CLEEBA3-66 Omega 6 dessaturase (Nicotiana | Sintese de acidos graxos SGN-U288399 1e-160 AAT72296 8e-60 3
tabacum)
CLEEBA3-67 Possivel citocromo P450 (O. Sativa) | Envolvido na cadeia de transporte de elétrons, | SGN-U224709 0 BAD61160 9e-37 3
ligando-se especificamente com 0,
CLEEBA3-68 Glicolato oxidase (L. esculentum) Atividade oxiredutase; transporte de elétrons SGN-U213050 0 NP188060 2e-109 3
CLEEBA3-69 Glioxissomal malato desidrogenase | Metabolismo intermediario do acido | SGN-U268509 0 AAU29200 8e-142 3
(L. esculentum) tricarboxilico
CLEEBA3-70 Proteina da famila oxirredutase | Catabolismo de treonina SGN-U214816 0 NP191205 2e-33 3
desidrogenase de ligagdo a Zn
(A.thaliana)
CLEEBA3-71 Asparagina sintase (Helianthus Biossintese de asparagina SGN-U215486 1e-98 - - 3
annuus)
CLEEBA3-72 Possivel proteina relacionada com | Envolvida na maturagdo; compde a estrutura | SGN-U213072 0 CAB85628 1e-67 2
amadurecimento (Vitis vinifera) da parede celular
CLEEBA3-73 Proteina ATAPRLY (A. thaliana) Transporte de elétrons SGN-U220928 0 NP568360 5e-39 2
CLEEBA3-74 NADH desidrogenase ubiquinone Transporte de elétrons e sintese de ATP SGN-U225510 0 CAA59062 3e-69 2
oxirredutase (S. tuberosum)
CLEEBA3-75 Alanina aminotransferase (Capsicum | Metabolismo de alanina, atividade | SGN-U213569 0 AAR05449 | 3e-103 2
annuum) transaminase
CLEEBA3-76 Mio-inositol oxigenase) (A. thaliana) | Atividade inositol oxigenase SGN-U214186 0 NP172904 4e-54 2
CLEEBA3-77 Asparagina  sintase (Triphysaria | Biossintese de asparagina e transporte de | SGN-U215487 0 024661 0 2
versicolor) nitrogénio
CLEEBAS3-78 B-amilase (Prunus armeniaca) Metabolismo de carboidratos, catabolismo de | SGN-U213712 0 AAD38148 1e-55 2
polissacarideos
CLEEBA3-79 Glicose-1-fosfato adenililtransferase | Envolvida na biossintese de amido SGN-U225539 1e-139 1071859 2
(S. tuberosum)
CLEEBA3-80 Citocromo P450 76A2 (Solanum | Transporte de elétrons SGN-U213748 0 - - 2
melongena)
CLEEBA3-81 Citocromo P450 monoxigenase (A. | Transporte de elétrons SGN-U213879 0 NP188087 2e-38 2
thaliana)
CLEEBA3-82 Proteina similar a glutaredoxina (A. | Transporte de elétrons, metabolismo | SGN-U216293 0 AAMG67134 2e-29 2
thaliana) antioxidante
CLEEBA3-83 Acil-CoA sintase (A. thaliana) Biossintese de lipideos, acidos graxos e acido | SGN-U214750 0 BAB40450 4e-42 2
teitdico
CLEEBA3-84 Glutamina sintase (L. esculentum) Biossintese de glutamina SGN-U213591 0 AAA50249 3e-57 2
CLEEBA3-85 Malato desidrogenase (L. | Metabolismo do malato SGN-U214051 0 CAH60894 4e-64 2
esculentum)
LEEBA306A06 Monodeidroascorbato redutase (L. | Metabolismo antioxidante, atividade | SGN-U215267 1e-172 Q43497 6e-31 1

esculentum)

oxirredutase
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Tabela 7 — Continuagéo.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA306A08 Possivel beta glicosidase (L. | Realiza hidrolise de ligagdes glicosidicas SGN-U240042 0 CAJ87637 1e-11 1
esculentum)
LEEBA306B04 Proteina da familia das | Atividade oxirredutase SGN-U219216 0 NP192713 4e-20 1
desidrogenases/redutases (SDR) (A.
thaliana)
LEEBA306B05 Possivel tiredoxina THF1  (A. | Transporte de elétrons no Cloroplasto SGN-U220632 0 NP186922 7e-40 1
thaliana)
LEEBA306C03 | Nicotinamina sintase (L. esculentum) | Envolvida na biossintese de nicotinamina SGN-U221288 1e-95 - - 1
LEEBA306D0O7 Possivel proteina de ligagdo a | Participa da biossintese de ergosterol SGN-U284588 1e-179 XP469455 5e-62 1
oxisterol (O. sativa)
LEEBA306D11 Possivel tioredoxina m2 (Pisum | Apresenta atividade dissulfito oxidoredutase, | SGN-U216458 0 CAC69854 9e-30 1
sativum) envolvida no transporte de elétrons no
Cloroplasto
LEEBA306E02 Epdxido hidrolase (S. tuberosum) Promove a formagéo de um diol pela adicdo de | SGN-U214200 0 AAA81891 6e-60 1
agua a um epdxido
LEEBA306G07 | Proteina desconhecida contendo | Associada a hidrélise de nucleotideos | SGN-U215656 1e-160 CAB62356 4e-12 1
dominios XH/XS (A. thaliana) trifosfatados
LEEBA306H10 | Possivel 6-fosfogliconolactonase (O. | Metabolismo de carboidratos SGN-U216952 1e-112 XP479082 3e-19 1
sativa)
LEEBA307A12 Provavel glicosiltransferase twi1 (L. | Catalisa a transferéncia de um grupo glicosil de | SGN-U214429 1e-156 CAA59450 5e-46 1
esculentum) um agucar UDP para uma molécula hidrofébica
LEEBA307B05 Proteina desconhecida (A. thaliana) Possivel ciclase SGN-U218719 0 NP 175091 7e-20 1
LEEBA307F03 Possivel enzima de ativagdo de | Atividade oxirredutase SGN-U220877 0 BAD23175 2e-76 1
ubiquitina (O. sativa)
LEEBA307H06 | Proteina da familia PspA/IM30 (A. | Proteina de cloroplasto envolvida em | SGN-U216012 0 NP564846 2e-10 1
thaliana) transferéncia de lipideos
LEEBA308A06 Frutocinase (L. esculentum) Metabolismo de carboidratos SGN-U213784 0 AAB51108 1e-87 1
LEEBA308A08 Proteina B12D (/pomoea batatas) Possivelmente associada com senescéncia SGN-U213662 1e-158 AAD22104 7e-15 1
LEEBA308A09 Possivel Xantina desidrogenase (A. | Transporte de elétrons SGN-U214062 0 NP195215 2e-72 1
thaliana)
LEEBA308B05 Proteina CAPIP1 (C. annuum) Apresenta  atividade carbamato cinase, | SGN-U275192 4e-16 - - 1
envolvida no metabolismo de arginina
LEEBA308B07 Proteina da familia aldose 1- | Metabolismo de carboidratos SGN-U217630 0 NP194104 3e-42 1
epimerase (A. thaliana)
LEEBA308B11 Possivel lecitina diacilglicerol | Envolvida no metabolismo de lipideos SGN-U284414 0 BAD38311 2e-55 1
colesterol aciltransferase (O. sativa)
LEEBA308D09 Possivel deidrodolicil difosfato Envolvido na formagéao de deidrodolicil SGN-U221726 0 NP200685 4e-19 1
sintase (A. thaliana) difosfato
LEEBA308EO1 Homdélogo a aminociclopropano-1- | Proteina regulatéria da sintese de etileno SGN-U212804 0 CAA31789 4e-89 1

carboxilato oxidase (Proteina E8) (L.
esculentum)
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Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs

LEEBA308F06 Proteina de membrana — ATPase | Compde a bomba de prétons SGN-U232995 0 AAA34096 3e-25 1
(Nicotiana plumbaginifolia)

LEEBA308F 11 Malato desidrogenase (L. | Metabolismo do malato, atua no metabolismo | SGN-U213052 0 7431232 2e-13 1
esculentum) intermediario no ciclo acido tricarboxilico

LEEBA308G02 | Hidrolase catalitica (A. thaliana) Proteina da familia alfa/beta hidrolase SGN-U221513 0 NP175660 | 1e-23 1

LEEBA309A10 Proteina expressa (A. thaliana) Atividade transaminase, catalisa a | SGN-U220665 0 NP199794 4e-05 1

transferéncia de um grupo amino para um
aceptor

LEEBA309B03 NDPH Citocromo P450 redutase | Possivelmente envolvida no metabolismo de | SGN-U214355 0 AAN85869 3e-11 1
(Glycine max) fenilpropandides

LEEBA309D02 Fosforibosilformilglicinamidina Biossintese de bases puricas e apresenta | SGN-U217750 0 AAO23951 2e-08 1
sintase (Glycine max) atividade cinase

LEEBA309E10 Precursor da proteina PAR-1c (N. | Proteina que responde a fotoassimilados SGN-U218442 0 CAA58732 2e-61 1
tabacum)

LEEBA309G01 Serina acetiltransferase (Nicotiana | Assimilagdo do enxofre e biossintese de | SGN-U214945 0 AAR18403 2e-08 1
plumbaginifolia) cisteina

LEEBA309G06 | Proteina expressa (A. Thaliana) Possivel metiltransferase SGN-U279207 0 CAB78121 2e-43 1

LEEBA309HO01 Precursor de uma glicoproteina | Interage com carboidratos mono, di ou | SGN-U213319 1e-151 Q39688 1e-18 1
secretada na epiderme EP1 (Daucus | trissacarideos
carota)

LEEBA310A02 Proteina relacionada a NADH- | Transporte de elétrons na mitocondria ligando- | SGN-U216253 1e-167 - - 1
ubiquinona oxidoredutase (A. | seaoion Fe
thaliana)

LEEBA310B05 Malato desidrogenase (N. tabacum) Metabolismo do malato; transporte de elétrons SGN-U212714 0 - - 1

LEEBA310B06 Beta-amilase PCT-BMYI (S. | Degradagao do amigo e amilopectina SGN-U229479 1e-160 - - 1
tuberosum)

LEEBA310C07 | Proteina similar beta-cianoalanina | Biossintese de cisteina, isoleucina e treonina SGN-U214084 1e-154 BAB20032 8e-36 1
sintase (S. tuberosum)

LEEBA310G06 Possivel subunidade E de uma | Compde a bomba de prétons necessaria para | SGN-U213765 1e-137 AAD49706 2e-21 1
proton ATPase vacuolar (Citrus | biossintese de ATP
limon)

LEEBA310G12 | Beta-ketoacil-ACP sintase Ill A | Biossintese de acidos graxos e metabolismo | SGN-U218414 0 AAC04693 8e-59 1
(Perilla frutescens) de acetil-CoA

LEEBA310HO07 Proteina da membrana plasmatica | Bombeamento de prétons SGN-U215042 1e-163 AAB17186 2e-19 1
H+-ATPase (L. esculentum) —

LEEBA311A02 Provavel isocitrato desidrogenase | Biossintese de leucina e envolvida no ciclo do | SGN-U214718 0 NP568113 1e-46 1
(NAD) (A. thaliana) acido tricarboxilico

LEEBA311B05 UDP-Glc-4-epimerase (S. | Envolvida na biossintese de galactose SGN-U214352 1e-135 AAP97493 3e-39 1
tuberosum)

LEEBA311C04 | Frutose 1,6 bifosfato aldolase | Atua na glicélise SGN-U223506 4e-94 - - 1

(Salicornia herbacea)
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Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA311C05 Cisteina plastidica sintase 1 (S. | Biossintese de cisteina SGN-U216996 0 BAB20862 4e-17 1
tuberosum)
LEEBA311C11 Precursor de uma proteina similar a | Biossintese de isopentenil difosfato SGN-U213466 0 ABB55395 1e-68 1
LYTB (S. tuberosum)
LEEBA311D07 Proteina relacionada com maturagéo | Proteina de ligagéo e transporte de lipideos SGN-U214424 0 - - 1
de semente PM23 (Glycine max)
LEEBA311E11 Glutamina  sintetase  (Nicotiana | Biossintese de glutamina SGN-U215085 0 P12424 2e-75 1
plumbaginifolia)
LEEBA311G09 Proteina contendo repeticdes | Proteina de ligagdo ao calcio, envolvida no | SGN-U286037 1e-78 - - 1
pentatricopeptideo (PPR) (A. | catabolismo de lipideos
thaliana)
LEEBA311HO05 | 3(2),5-bifosfato  nucleotidase (A. | Catalisa a remogéo de um grupo fosfato de um | SGN-U277468 5e-34 NP192418 5e-40 1
thaliana) mio-inositol ~ fosforilado;  metabolismo  do
enxofre
LEEBA322A09 Fosfoenolpiruvato carboxilase 1 (L. | Envolvida no ciclo do acido tricarboxilico SGN-U214322 0 CAB65170 3e-41 1
esculentum)
LEEBA322B02 Ferroquelatase Il (Cucumis sativus) Complexa ferro a uma protoporfirina SGN-U215924 0 P42044 3e-73 1
LEEBA322B12 Proteina da familia oxidoredutase de | Catabolismo de treonina SGN-U212905 0 NP193037 1e-16 1
ligagéo a Zn (A. thaliana)
LEEBA322D06 | ATP sintase vacuolar (N. tabacum) Sintese de ATP associada ao transporte de | SGN-U214637 1e-173 NP564098 3e-11 1
prétons
LEEBA322E11 Precursor da subunidade E1a da | Atividade oxirredutase SGN-U274931 0 CAA81558 2e-74 1
piruvato desidrogenase (S.
tuberosum)
LEEBA322G08 Precursor da cadeia delta da ATP | Sintese de ATP associada ao transporte de | SGN-U215141 6e-93 CAA45153 4e-10 1
sintase (N. tabacum) protons
LEEBA322H01 Espermidina sintase (L. esculentum) | Biossintese de espermidina SGN-U213715 1e-131 CAA07020 1e-38 1
LEEBA323A09 S-adenosilmetionina descarboxilase | Biossintese de espermidina, espermina, etileno | SGN-U212634 0 CAAT7742 1e-28 1
proenzima (AdoMetDC) (S. | elignina
tuberosum)
LEEBA323B01 Provavel cinamil-alcool | Biossintese de esteroides e fenil propandides SGN-U214591 0 AAC06319 2e-55 1
desidrogenase (Malus domestica)
LEEBA323D12 | Peroxiredoxina (/pomoea batatas) Atividade antioxidante SGN-U217220 1e-139 AAP42502 3e-30 1
LEEBA323F09 Possivel glutationa redutase (A. | Biossintese de glutamato, remogao de radicais | SGN-U213865 1e-144 NP189059 7e-05 1
thaliana) superoxidos
LEEBA323F10 | Trealose fosfatase (A. thaliana) Possivelmente envolvida na biossintese de | SGN-U222429 0 NP564918 5e-72 1
trealose
LEEBA323G03 | Aspartocinase-homoserina Biossintese de aspartato, lisina, mitionina e | SGN-U270805 0 AAC05981 2e-67 1
desidrogenase (Glycine max) treonina.
LEEBA323G05 | Alanina transaminase (A. Thaliana) Atividade glicina transaminase envolvida em | SGN-U214160 0 NP177215 1e-70 1

fotorrespiracéo




08

Tabela 7- Continuagao.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA323H04 Possivel  nicotinamida-nucleotideo | Biossintese de NAD+. SGN-U274812 0 NP200392 1e-57 1
adenililtransferase NAD(+)
pirofosforilase (A. thaliana)
LEEBA323H12 | Aldeido oxidase (L. esculentum) Envolvida na biossintese de acido abcisico SGN-U213963 0 AAG22605 1e-64 1
LEEBA324E05 Precursor de um inibidor de invertase | Metabolismo de carboidratos, degradacdo de | SGN-U216715 0 CAA09420 1e-60 1
(L. escuelentum) sacarose
LEEBA324E09 Possivel lipase (A. thaliana) Biossintese de glicerol SGN-U276513 1e-101 - - 1
LEEBA324F06 Precursor de uma | Catabolismo de glicina SGN-U213912 0 CAA81081 3e-87 1
aminometiltransferase  mitocondrial
(S. tuberosum)
LEEBA324G07 | Proteina expressa (A. thaliana) Envolvida na biossintese de NAD SGN-U225742 0 NP849920 9e-13 1
LEEBA324H02 | Possivel aldeido desidrogenase (A. | Metabolismo do etanol SGN-U214066 0 AAM61211 5e-179 1
thaliana)
LEEBA324H06 Possivel invertase (A. thaliana) Metabolismo de carboidratos, degradagdo da | SGN-U214570 0 NP177345 1e-88 1
sacarose
LEEBA325A06 ATPase tipo AAA | Induzida por sal, envolvida no metabolismo de | SGN-U214326 1e-30 - - 1
(Mesembryanthemum crystallinum) carboidratos
LEEBA325A11 Hidroxipiruvato redutase (Bruguiera | Envolvido na fotorrespiracéo SGN-U215881 0 BAB44155 5e-163 1
gymnorrhiza)
LEEBA325B11 Glicosamina-frutose-6-fosfato Primeira enzima da rota biossintética da - - NP 189051 7e-70 1
aminotransferase (A. thaliana) hexosamina cujo produto final € UDP-N-acetil
glicosamina
LEEBA325C05 Fosfo-2-deidro-3-deoxieptonato Biossintese de aminoacidos aromaticos SGN-U225512 1e-162 - - 1
aldolase 2 (S. .tuberosum)
LEEBA325C08 Proteina cinase 5-AMP ativada (A. | Proteina de ligagdo a ATP responsavel pela | SGN-U224751 1e-124 - - 1
thaliana) associagdo da fenilalanina a fenilalanil-tRNA
LEEBA325F07 Precursor de uma isovaleril-CoA | Catabolismo de leucina e valina SGN-U221033 0 CAC08234 9e-77 1
desidrogenase 2 (S. tuberosum)
LEEBA325F09 Hidrolase catalitica (A. thaliana) Biossintese de biotina e metabolismo de | SGN-U214462 4e-94 NP181474 2e-14 1
lipideos
LEEBA325F10 Glicina hidroximetiltransferase (A. | Metabolismo de glicina e L-serina SGN-U234762 1e-172 CAB79969 6e-76 1
thaliana)
LEEBA325F12 Relacionada a uma proteina | Biossintese de ubiquinona SGN-U213285 0 NP181669 2e-52 1
abundante no embrido (A. thaliana)
LEEBA325G06 | UDP-glicose  pirofosforilase  (S. | Metabolismo de carboidratos; biossintese e | SGN-U213088 0 AAB71613 2e-59 1
tuberosum) degradacao de sacarose
LEEBA325H01 Proteina similar  a aloacida | Atividade fosfoglicolato fosfatase SGN-U283750 1e-151 XP480281 2e-25 1
dealogenase hidrolase (O. sativa)
LEEBA325H03 Precursor de uma fosforibulocinase | Regulagdo do fluxo de agucar no ciclo de | SGN-U213054 0 XP467296 3e-65 1
(O. sativa) Calvin
LEEBA325H12 | Proteina expressa (A. thaliana) Biossintese de fosfolipideos sédio SGN-U223976 0 NP565468 8e-30 1
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Tabela 7 - Continuagao

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
IX. Fotossintese
CLEEBA3-86 Ribulose bisfosfato | Necessaria para ativagdo da rubisco SGN-U212939 0 AAC15236 5e-43 4
carboxilase/oxigenase ativase (L
pennellii)
CLEEBA3-87 Ribulose bifosfato carboxilase (L. | Envolvida na producéo de 3-fosfoglicerato SGN-U225500 0 - - 3
esculentum)
CLEEBA3-88 Precursor da proteina 3C de ligagdo | Absorve luz e transfere energia para o centro | SGN-U218921 0 P07369 5e-110 3
a clorofila a-b (LHCII tipo | CAB-3C) | de reacao fotossintético
(L. esculentum)
CLEEBA3-89 Precursor da proteina 13 de ligagdo | Absorcdo e transferéncia de energia para os | SGN-U212937 0 P27489 4e-94 3
a clorofila a-b (LHCII tipo Ill) (L. | centros de reagao
esculentum)
CLEEBA3-90 Proteina relacionada ao centro de | Sintese de ATP e NADPH SGN-U213395 0 NP180615 3e-15 2
reagcdo W no fotossistema Il (A.
thaliana)
LEEBA306G11 Precursor de um polipeptideo | Proteina do cloroplasto envolvida na | SGN-U212660 2e-94 - - 1
encontrado no fotossistema 1l (L. | fotossintese
esculentum)
LEEBA307D05 Citocromo 1 (L. esculentum) Responde a radiagdo eletromagnética com | SGN-U279590 1e-168 AAF72555 3e-64 1
comprimento de onda de 400-470nm
LEEBA307HO04 Subunidade X psaK do centro de | Sintese de ATP e NADPH SGN-U213381 0 AAP03873 2e-47 1
reagdo do fotossistema | (N.
tabacum)
LEEBA310B12 Proteina de ligagdo a clorofila a-b | Absorgdo e transferéncia de energia para os | SGN-U213041 0 CAK24966 2e-63 1
(S. tuberosum) centros de reagéo
LEEBA311A06 | Criptocromo 2 (L. esculentum) Fotorreceptores de luz azul - - AAF72557 4e-43 1
LEEBA311F11 Proteina da membrana do tilacéide 1 | Participa da regulagédo da evolugéo do oxigénio | SGN-U212915 1e-146 CAA44736 5e-18 1
(L. esculentum)
LEEBA322G05 | Sedoeptulose-1,7-bisfosfatase Enzima regulada pela luz envolvida na fixagdo | SGN-U215599 0 AAB81104 5e-14 1
(Spinacia oleracea) de carbono
LEEBA324G03 Precursor de uma proteina de | Compde o complexo antena no fotossistema | SGN-U213223 0 CAA32197 4e-43 1
ligacdo a clorofila a-b (LHCI) (L.
esculentum)
LEEBA324H01 Proteina ultravioleta-B-represivel | Proteina da membrana do cloroplasto | SGN-U214156 0 AAS58469 4e-11 1
(Gossypium hirsutum) envolvida no fotossistema |l
LEEBA325E06 Proteina localizada no cloroplasto | Compde a membrane do tilacoide SGN-U214912 0 AAQ19850 1e-51 1
regulada pela luz (S. tuberosum)
LEEBA325F02 Possivel precursor da subunidade Ill | Envolvida no centro de reacdo do fotossistema | SGN-U212805 0 AAP03872 2e-49 1
do fotossistema | (N. tabacum) |
LEEBA325G08 | Gliceraldeido-3-fosfato Glicdlise; biossintese de metionina, prolina e | SGN-U225514 0 CAC80373 4e-64 1

desidrogenase (Capsicum annuum)

treonina
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Tabela 7 — Continuagéo.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
X. Resposta a horménios
LEEBA306C06 | Proteina desconhecida (A. thaliana) Membro da familia de proteinas que | SGN-U225066 0 NP182192 7e-21 1
respondem a auxinas
LEEBA306D05 | Provavel Glutationa-S-transferase | Cataliza a transferéncia do glutadione a um | SGN-U212751 0 CAA39709 3e-38 1
induzido por auxinas (N. Tabacum) substrato (R-X)
LEEBA306D09 Precursor de um inibidor de | Contem repeti¢bes tetratricopeptideos (TPR) SGN-U217278 5e-71 - - 1
proteinase | que responde a etileno
(L. esculentum)
LEEBA307C05 | Proteina reprimida por auxina | Proteina associada a dorméncia SGN-U281234 1e-131 AAS76635 5e-23 1
(ARP1) (N. tabacum)
XI. Proteinas estruturais
CLEEBA3-91 S-adenosilmetionina descarboxilase | Envolvida na biossintese de espermina SGN-U213084 0 - - 2
(AdoMetDC) (Ipomoea nil)
CLEEBA3-92 Proteina da membrana plasmatica | Membro da familia de proteinas de membrana | SGN-U213704 0 - - 2
(N. tabacum) DREPP
LEEBA306G10 | Actina (Malva pusilla) Constituinte estrutural do citoesqueleto SGN-U213130 0 - - 1
LEEBA307EQ7 Proteina da familia kelch (A. | Proteina de ligagéo a actina SGN-U214257 1e-179 - - 1
thaliana)
LEEBA307H01 Similar a proteina de | Liga-se a cromatina interagindo com a histona - - AAL25116 4e-20 1
heterocromatina 1 (L. esculentum) metilada H3
LEEBA322G02 | Proteina 1 constituinte da matriz - SGN-U278673 1e-169 BAA20407 2e-08 1
nuclear (D. carota)
LEEBA325H07 | Fibrilina CDSP34 (A. thaliana) Proteina de ligagdo ao Ca de natureza | SGN-U213598 0 CAA75558 7e-60 1
estrutural
XIl. Divisao celular
CLEEBA3-93 Centrina (N. tabacum) Proteina de ligagdo ao Ca relacionada com a | SGN-U218275 0 AAF07221 2e-74 2
organizacédo dos microtubulos
LEEBA323G04 Piruvato desidrogenase subunidade | Atividade DNA helicase envolvida em | SGN-U213307 0 AAC72192 Te-24 1
B-E1 (Zea mays) replicagéo do DNA
LEEBA306F 11 Proteina associada aos microtibulos | Interage seletivamente com os microtubulos SGN-U215227 0 CAD33929 1e-19 1
(Cicer arietinum)
LEEBA310G01 Catanina (Gossypium hirsutum) Biogénise o organizacédo dos microtibulos SGN-U283948 0 AAP83637 1e-42 1
LEEBA310G10 | Proteina GlsA (Lilium longiflorum) Possivel fator de morfogénese de células | SGN-U213709 0 BAC77346 2e-19 1
gaméticas
LEEBA322G10 Possivel fator de ribosilagdo ADP | Envolvido em divisdo celular e produgdo de | SGN-U298641 1e-117 AAO063780 4e-44 1
(Populus tremuloides) celulose
LEEBA323H08 | Homdlogo a proteina 48 do ciclo | Atividade helicase na jungéo de Holliday SGN-U215037 0 CAA70565 8e-31 1
celular (Capsicum annuum)
XIlll. Transcrigao/tradugao
CLEEBA3-94 Proteina similar a Dnad (J3) (L. | Evita que as proteinas se agreguem de forma | SGN-U212653 0 AAF28382 6e-56 4

esculentum)

irreversivel durante a sintese
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Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs

CLEEBA3-95 Possivel fator de inicio de traduagéo | Interage com a subunidade menor do | SGN-U213846 0 XP463924 1e-23 3
elF-3 (A. thaliana) ribossomo atuando no inicio da tradugéo

CLEEBA3-96 Fator de elongagdo o-EF-1 (L. | Atua na elongagédo da cadeia polipeptidica no | SGN-U212838 0 CAA37212 5e-58 3
esculentum) ribossomo

CLEEBA3-97 Proteina regulada no | Envolvida na biossintese de proteina, atuando | SGN-U214943 0 AAG49034 9e-34 2
amadurecimento  DDTFR10 (L. | como um fator de elongagéo
esculentum)

CLEEBA3-98 Asparaginil-tRNA sintetase 1 (A. | Sintese de aminoacil tRNA SGN-U215530 1e-179 - - 2
thaliana)

LEEBA308G11 U1 snRNP 70 (S. tuberosum) Envolvida em splicing de mRNA via | SGN-U273317 1e-127 - - 1

spliceosome

LEEBA310B09 Proteina de ligacdo ao RNA 45 (RBP | Processamento do mRNA SGN-U213456 0 CAC01237 2e-30 1
45) (N. plumbaginifolia)

LEEBA311A04 Proteina contendo dominio de | Constituem as proteinas snRNPs envolvidas | SGN-U215805 0 - - 1
reconhecimento de RNA (A. thaliana) | em splicing alternartivo

LEEBA311C01 Subunidade do fator auxiliar U2 | Fator de splicing SGN-U214830 0 - - 1
snRNP (O. sativa)

LEEBA311D04 Fator CPSF relacionado com | Proteina de ligagdo do DNA similar ao fator de | SGN-U230075 0 - - 1
clivagem e poliadenilagdo (A. | splicing 3B
thaliana)

LEEBA311G02 Membro da familia de proteinas de | Membros desta familia participam de Splicing SGN-U218459 0 NP201329 3e-40 1
ligacdo a RNA (A. thaliana)

LEEBA322H05 Possivel snRNP (A. thaliana) Processamento de mRNA SGN-U214641 0 NP564119 4e-46 1

LEEBA324F02 Possivel RNA helicase (O. sativa) Abertura da dupla hélice de DNA SGN-U275212 0 XP477619 2e-58 1

LEEBA324G08 | Possivel RNA polimerase (A. | Sintese de RNA SGN-U277026 1e-130 NP172164 5e-24 1
thaliana)

LEEBA325A08 Precursor de uma proteina de | Encontrado em proteinas envolvidas com | SGN-U214988 0 - - 1
ligagdo a RNA contendo dominio | splicing alternativo (hnRNPs)
RNP-1 (N tabacum)

LEEBA325C12 | Proteina DB10 similar a RNA | Splicing de RNA SGN-U214867 0 P46942 3e-09 1
helicase (Nicotiana sylvestris)

LEEBA325D05 | Possivel RNA polimerase (A. | Sintese de RNA SGN-U217854 0 NP198917 2e-19 1
thaliana)

LEEBA306G05 Possivel fator eucariético de inicio da | Fator de tradugao SGN-U214703 1e-156 XP479285 1e-36 1
tradugédo 6 (O. sativa)

LEEBA307B12 Fator de inicio de tradugdo EIF2 | Faz parte do complexo de inicio de tradugéo SGN-U276993 9e-36 AAK09431 1e-14 1
(Phaseolus vulgaris)

LEEBA307D07 Peptidil-prolil  cis-trans isomerase | Biossintese, processamento e dobramento de | SGN-U212746 0 P21568 3e-16 1
(PPlase) (L. esculentum) proteinas

LEEBA307HO7 | Proteina da familia elF-2B (N. | Fator de tradugéo SGN-U215536 0 BAB63262 2e-40 1

tabacum)




¥8

Tabela 7 — Continuagéo.

Contig/ Possivel proteina Descrigao Acesso Valor e Acesso Valor e N°.
Clone SGN SGN NCBI NCBI ESTs
LEEBA308G01 Possivel fator de inicio da tradugéo 2 | Atua na formagéo do complexo entre o mRNA | SGN-U275780 1e-180 BAD33814 6e-42 1
(IF-2) (O. sativa) e o ribossomo e na adigdo do primeiro tRNA
LEEBA309C07 | Proteina SUI1 (Coffea arabica) Fator de inicio de tradugéo SGN-U213447 0 CAD58628 1e-31 1
LEEBA322D01 Homélogo a proteina de ligagdo a | Fator de elongagédo SGN-U221847 1e-114 BAD68406 8e-37 1
GTP LepA (A. thaliana)
LEEBA323H10 | tRNA sintetase classe | (O. sativa) Sintese de aminoacil tRNA SGN-U223754 0 XP450769 6e-72 1
LEEBA324C04 Proteina da familia tRNA sintetase | Catalisa a formagdo de aminoacil-tRNA SGN-U228432 0 NP200065 3e-34 1
classe Il (A. thaliana)
LEEBA324F07 Possivel fator de elongagdo (S. | Elongagdo da cadeia polipeptidica durante a | SGN-U213258 0 AAT40505 1e-49 1
demissum) tradugdo
LEEBA324G06 Fator de inicio da tradugdo elF-5 | Envolvido na ligagdo dos dois primeiros | SGN-U229516 1e-147 CAA10616 1e-26 1
(Zea mays) aminoacidos da proteina
LEEBA325G09 Proteina da familia riboforina | (A. | Biossintese e modificagdo de proteinas SGN-U215837 0 NP177766 3e-67 1
thaliana)
XIV Degradacao/modificacdo de proteinas
CLEEBA3-99 Precursor de uma proteina similar a | Metaloprotease que atua na biogénese da | SGN-U215190 0 AAD17230 5e-82 3
Fts-H (N. tabacum) membrana do tilacoide
CLEEBA3-100 Precursor de uma cisteina proteinase | Catalisa a hidrélise de ligagdes peptidicas ndo | SGN-U213081 0 CAA78403 2e-53 3
(L. esculentum) terminais em oligopeptideos ou polipeptideos
CLEEBA3-101 Possivel proteina Dnad (Camellia | Envolvida no dobramento de proteinas SGN-U220274 0 ABC69274 9e-51 2
sinensis)
CLEEBA3-102 Proteina deidratase contendo | Cisteina endopeptidase, catalisa a hidrolise de | SGN-U218660 0 NP177742 2e-33 2
dominio similar a maoC (A thaliana) | ligagdes peptidicas ndo terminais
CLEEBA3-103 Ubiquitina (L. esculentum) Liga-se a proteinas apdés a tradugdo | SGN-U212670 0 CAA51679 4e-40 2
promovendo  modificagdes  ou mesmo
degradacéo da proteina
CLEEBA3-104 Possivel membro da familia de | Possivel proteina intramembrna serine | SGN-U199819 1e-132 NP198667 4e-56 2
proteinas romboide (A. thaliana) protease que cliva o fator de crescimento
similar a TGF-alfa ancorado a membrana
CLEEBA3-105 Metaloendopeptidase (A. thaliana) Catalisa a hidrolise de ligagdes peptidicas ndo | SGN-U216806 0 NP850640 5e-23 2
terminais em polipeptideos
CLEEBA3-106 Enzima conjugada a ubiquitina E2 | Catalisa a ligagdo da ubiquitina a residuos | SGN-U213091 0 ABC01894 3e-65 2
(S. tuberosum) lisina na proteina alvo
CLEEBA3-107 DNAJ ‘heat shock’ (A. thaliana) Dobramento de proteinas envolvidas em | SGN-U219348 4e-99 - - 2
resposta a choque por calor
LEEBA307C03 Proteina da familia metalopeptidase | Catalisa a liberagdo de aminoacidos terminais, | SGN-U218679 0 NP568014 2e-62 1
M24 (A. thaliana) preferencialmente metionina de peptideos
LEEBA306C12 | Possivel peptidase M16 (A. thaliana) | Proteina citoplasmatica envolvida no | SGN-U215324 0 NP188548 3e-04 1
processamento de polipetideos
LEEBA308C11 Proteina do complexo T (Cucumis | Membro da subfamilia chaperonina, envolvida | SGN-U217552 0 2206327A 3e-25 1

sativus)

no dobramento de proteinas
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LEEBA308D02 Proteina da familia de enzimas que | Catalisa a ligagdo da ubiquitina com residuos | SGN-U212836 0 NP564994 4e-32 1
conjugam com ubiquitina E2 (A | lisina na proteina alvo
thaliana)
LEEBA308H01 Possivel ubiquitina ligase 1 (O. | Envolvida na degradacéo de proteinas SGN-U217856 0 XP450304 9e-39 1
sativa) -
LEEBA309C02 Proteinase similar a subtilisina (L. | Contem similaridade a cucumisina serina | SGN-U218271 0 CAA07001 1e-47 1
esculentum) protease
LEEBA309E12 Possivel peptidase sinal | (A. | Catalisa a hidrédlise de ligagdes peptidicas | SGN-U270118 7e-73 - - 1
thaliana) tendo a serina ou histidina com centro ativo
LEEBA309F03 Proteina desconhecida (O. sativa) Possivel treonina endopeptidase SGN-U216146 0 XP467905 1e-17 1
LEEBA310F07 Protease P27 (L. esculentum) Degradagdo de proteinas e detoxificagdo | SGN-U215735 1e-142 ABA40464 2e-13 1
celular pelo transporte de ions metalicos
LEEBA311D01 Fator relacionado com proteinas da | Transporte e dobramento de proteinas SGN-U218519 5e-173 NP200333 3e-21 1
familia das chaperonas (A. thaliana)
LEEBA311HO3 Precursor de um homoélogo uma Lon | Protease dependente de ATP, apresenta | SGN-U277076 0 004979 2e-44 1
protease  mitocondrial  (Spinacia | atividade helicase na jungéo de Holliday
oleracea)
LEEBA322C02 Pré-pré-cisteina proteinase (L. Hidrolise de ligagbes peptidicas ndo terminais | SGN-U216580 0 CAA88629 5e-71 1
esculentum) tendo um residuo cisteina como centro ativo
LEEBA323C08 Chalcone redutase (Sesbania | Atividade endopeptidase SGN-U225897 0 CAA11226 1e-26 1
rostrata)
LEEBA324A10 Proteinase similar a subtilisina (L. | Catalisa a hidrolise de ligagdes peptidicas ndo | SGN-U214664 0 CAA06413 9e-52 1
esculentum) terminais envolvendo um residuo serina
LEEBA324E08 Proteina contendo dominio DNAJ | Envolvido no dobramento de proteinas | SGN-U216624 0 NP176370 3e-17 1
‘heat shock’ N-terminal (A. thaliana) induzidas por choque térmico
LEEBA325B01 Arginina-tRNA  transferase 1 (A. | Necessaria para degradacgao de proteinas viaa | SGN-U218252 1e-172 - - 1
thaliana) rota da ubiquitina
LEEBA325E02 Precursor de uma Protease Clp | Chaperonina envolvida em importagcdo de | SGN-U213179 0 P31541 1e-53 1
dependente de ATP (L. esculentum) | proteinas para o cloroplasto
LEEBA325E04 Proteina fosfatase 2C (A. thaliana) Atividade serina/treonina fosfatase, envolvida | SGN-U274159 0 NP180079 2e-76 1
em defosforilagao de proteinas
LEEBA325E08 Enzima 8 conjugada a ubiquitina | Catalisa a ligagdo da ubiquitina com residuos | SGN-U213334 0 AAR83891 3e-70 1
(Capsicum annuum) lisina na proteina alvo
LEEBA325G12 | Enzima que conjuga com RUB1 (L. | Catalisa a ligagao de ubiquitinas com residuos | SGN-U212816 1e-130 AAG23847 2e-15 1
esculentum) lisina na proteina alvo
XV. Outros
CLEEBAS3-108 Proteina T6J4.7 (A. thaliana) - SGN-U217444 0 AAG09559 1e-19 4
CLEEBAS3-109 Possivel nodulina MtN19 (O. sativa) - SGN-U215088 0 BAD01246 | 2e-135 4
CLEEBA3-110 Metil transferase (A. thaliana) Atividade metiltransferase SGN-U221997 5e-45 NP186815 1e-08 2
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CLEEBAS3-111 Esterase (Capsicum annuum) Atividade catalitica SGN-U213590 0 AAF77578 2e-20 2
CLEEBA3-112 Proteina desconhecida (A. thaliana) Membro de uma familia de proteinas ricas em | SGN-U217252 0 ABB02626 5e-20 2
hidroxiprolina

CLEEBA3-113 Proteina desconhecida (L. | Possivel fator 11 de biogénese peroxissomal SGN-U213828 0 AAF75750 6e-20 2
esculentum)

LEEBA308F01 Proteina PM 23 (Glycine max) Relacionada com maturagao de semente SGN-U214424 0 - - 1

LEEBA310A07 | Similar a proteina MtN3 (A. thaliana) | Pertence a familia das nodulinas SGN-U269004 1e-175 AAM61234 6e-28 1

LEEBA311D09 Membro da familia de proteinas de - SGN-U216099 1e-25 - - 1
ligacdo ao Zn (A. thaliana)

LEEBA310D06 | Proteina similar a nam-1 (Petunia - SGN-U224952 0 AAM47025 5e-10 1
hybrida)

LEEBA310F10 | TOM1 homélogo 3 (L. esculentum) TOM1 é um gene cujo produto & necessario | SGN-U275991 0 BAE43840 2e-53 1

para a replicagdo de Tobamovirus

LEEBA311H06 | PnFL-2 (lpomoea nil) - SGN-U213942 1e-170 AAG49896 7e-08 1

LEEBA322C09 | Possivel proteina UPF0183 (A. - SGN-U216791 0 AAMB3377 4e-70 1
thaliana)

LEEBA324G10 | Semelhante a proteina TSJT1 (S. - SGN-U217786 0 P24805 1e-82 1
tuberosum)

LEEBA325D10 Proteina relacinada a Rho-GTPase - SGN-U215819 0 NP195300 7e-61 1

(A. thaliana)




