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RESUMO GERAL

O café é um dos mais importantes produtos agridol&asil, sendo Minas
Gerais 0 estado com maior area de cultivo, reperstm 54% da area total. No
entanto, diversos fatores podem afetar a sua prioiduke. A ferrugem alaranjada,
causada pelo fungblemileia vastatrixé uma das principais doencas do cafeeiro
arabica, responsavel por até 50% de perdas nagdmdse a doenca ndo for
controlada. O tratamento com fungicidas tem sigdreipal meio de controle desta
doenga, porém métodos alternativos tém sido dds@ng) como os compostos
indutores de resisténcia, para 0 manejo fitoss@nit sustentavel das lavouras.
Devido a importancia econémica do café, algumaarfemtas biotecnoldgicas, como
a protedmica, tém sido utilizadas para estudarcedtizra. A protedmica de plantas
tem sido realizada explorando ao maximo a altacedgude de resolucéo e separagdo
das proteinas por eletroforese bi-dimensional (R-Bfa géis de poliacrilamida,
seguida de identificacdo das proteinas por espestiia de massa (MS). O sucesso
desta abordagem depende da qualidade e repraodatibildas amostras de proteina
extraidas. O objetivo da presente tese foi caizater proteoma de folhas d&
arabicacv. Mundo Novo, e identificar as proteinas queridifian na abundéancia apos
tratamento com os indutores de resisténcia, GreemBuCa e Bidh e/ou a infeccdo
com o fungoH. vastatrix Os extratos proteicos das folhas foram obtidas po
precipitacdo das proteinas éoido tricloroacético/acetona seguido de um pratoco
de purificacdo otimizado. ApOs separacdo das pestepor 2-DE, osspots
polipeptideos mais abundantes e visiveis forans&kes do gel e a identificacdo das
proteinas foi realizada utilizando a técnica deM&MS ou MALDI-TOF/TOF-
MS.Foram identificadas167 proteinas pertencentess asuperfamilias (NCBI),
estando envolvidas em diversos processos biologmeeadamente; a fotossintese,
metabolismo das proteinas, estresse bibtico daabitedox e glicolise entre outros.
Destas proteinas 65 mostraram alteracao na sudéanisnapds o tratamento com os
indutores de resisténcia e/ou infeccdo pela femugkpds a pulverizacdo com
GreenForce CuCa, a maioria das proteinas idedtficdoram menos abundargeas
mais abundante estavam envolvidas no metabolistossiotético e estresse/defesa.
Ja no que se refere a pulverizacdo comBiprase a metade foi mais abundante, e
estavam envolvidas no metabolismo fotossintétiespiracéo e estresse. O perfil
proteico obtido com o tratamento Bion mostrou-sis s@melhante ao da testemunha
do que ao do GreenForce CuCa. Estes séo os psmesuitados obtidos ao nivel do
proteoma das folhas apds tratamento com os indutiFeresisténcia GreenForce
CuCa e Biofi. Os resultados mostraram uma alteracdo na atmiadfativa de
proteinas envolvidas no metabolismo energéticoog$fiitese e respiracdo) e
estresse/defesa, o0 que sugere alteracbes aomiveltabolismo primério das células
apos os tratamentos. Estes trabalhos poderdo derponto de partida para estudos
futuros no que diz respeito a pesquisa de outaisipas (vias metabdlicas) também
envolvidas na resisténcia induzida.

Palavras-chave: Proteoma. Protocolo de extragétoinde resisténcia. arabica
H. vastatrix.



GENERAL ABSTRACT

Coffee is one of the most important agriculturaidorcts from Brazil , mainly
in Minas Gerais, where it represents more than Bf%e national production.
However, many factors can affect its productividpffee leaf rust caused by the
fungusHemileia vastatrixis a major disease of Arabica coffee can causedom
productivity up to 50%, if the disease is not collgd. Fungicides are the main
control to combat this disease, but alternativehotut have been developed, such as
inducing compounds resistance to the phytosardtadysustainable management of
crops. Due to the economic importance of coffemesbiotechnological tools such as
proteomics, have been used to study this culture. pfoteomic of plants has been
performed taking full advantage of the high capaaftresolution and separation of
proteins by bi-dimensional electrophoresis (2-D&ygcrylamide gels, followed by
identification of proteins by mass spectrometry JMBhe success of this approach
depends on the quality and reproducibility of théraeted protein samples. The
purpose of this thesis was to characterize leabpnae ofC. arabicacv. Mundo
Novqg and identifying the differentially expressed pios after treatment with the
inducing resistance GreenForce CuCa and “Bamw/or the infection with fungal H.
vastatrix. Protein extracts from leaves were obthlny precipitation of the proteins in
the trichloroacetic acid/ acetone followed by atinsged purification protocol. After
separation of proteins by 2-DE the most abundah/aible polypeptides spots were
removed from the gel and the protein identificativas accomplished using the
technigue of LC/MS/MS or MALDI-TOF/TOF-MS. One hued sixty seven
proteins have been identified belonging to 55 stgailies, and they are involved in
several biological processes including; photoswigh@rotein metabolism, biotic and
abiotic stress, redox and glycolysis among othHenem these proteins 65 showed
changes in their abundance after treatment witktaese inducers and/or infection by
leaf rust. After spraying with GreenForce CuCa,ntagority of the identified proteins
were less abundant, and the most abundant werdvadvon photosynthetic
metabolism and stress/defense. Regarding sprayihddien® aimost half was more
abundant, and they were involved in photosynthetiatabolism, respiration, and
stress. The protein profile obtained with the Bi@atment was more similar to the
control than to the GreenForce Cuca. These afesheesults obtained at the level of
proteome of the leaves after treatment with thistegge inducers GreenForce CuCa
and Biorf. Results showed a change in the relative abunddmreteins involved in
energetic metabolism (photosynthesis and respijagind stress/defense, suggesting
alterations in the level of the primary cells metain after treatment. This work may
serve as a starting point for future studies reggrdesearch of other proteins
(metabolic pathways) also involved in induced tesise.

Keywords: Proteome. Extraction protocol. Resistance ind@@esrabica
H. vastatrix.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O Brasil é 0 maior produtor e exportador mundiakd, respondendo
por 37,8% do mercado internacional dessemmodity INTERNATIONAL
COFFEE ORGANIZATION - OIC, 2014). Segundo o ultifevantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (20&43afra de 2014 esta
estimada em 45,35 milh&es de sacas de 60 kg deaaddiciado, dos quais 32,31
milhdes de sacas sdo de café aralficdf€a arabica..). Minas Gerais é o estado
com a maior area de cultivo de café, 1,2 milhdbed#ares, representando 53,26%
da area total desta cultura no pais (2,2 milhddederes).

Diversos fatores podem afetar a produtividade deega e, dentre esses
fatores, destacam-se as doencas. A ferrugem-adenpausada pelo fungo
Hemileia vastatrixBerk & Br, é uma das principais doencas do cafesmiétbica.
Se a doenca néo for controlada e em condi¢desafasigrao desenvolvimento do
patégeno, pode causar até 50% de perdas na prodad@masil (ZAMBOLIM;
VALE; ZAMBOLIM, 2005). Seus danos sao principalmentindiretos,
provocados pela desfolha, o que resultara em sesarainos plagiotropicos,
comprometendo a producado do cafeeiro (ZAMBOLIM let97). A doenca é
controlada principalmente pelo uso de fungicida®ZPA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010) que, além de contaminar o ambigoidem provocar danos
para a satide humana, e ocorrer racas resistenpegdeno (ABRAHAO et al.,
2009; AMARAL et al., 2008). Para contornar estebfgma, diversos estudos tém
sido realizados, com o objetivo de desenvolver doftalternativos de controle
de doencas em plantas (RESENDE et al., 2002).

A compreensédo dos mecanismos de defesa do cafesitta patdgenos

€ importante para auxiliar no desenvolvimento dmlgios/compostos capazes



17

de induzir a expressdo destss mecanismos parateggwodas plantas. Nesse
contexto, a utilizacdo de compostos indutores desténcia vem sendo uma
importante ferramenta para o manejo fitossanitémstentavel e integrado das
lavouras. A inducdo de resisténcia ativa os merarisde defesa das plantas,
por meio de barreiras de natureza fisica e/ou gainpelo tratamento com
agentes bidticos ou abidticos, aumentando, assimesesténcia da planta
(CAVALCANTI et al., 2004: RESENDE et al., 2004).

Devido a importancia econdmica do cafeeiro e arnalgproblemas
enfrentados por esta cultura, como as doengaanfentas biotecnoldgicas, como
gendmica, transcriptbmica, protedmica e metabolé@miém sido utilizadas no
estudo desta espécie. A andlise protedmica é um@agem complementar a
transcriptdmica e da continuidade experimentaleeatimformacdo da sequéncia
do genoma e o perfil da proteina de um determinadgartimento celular, célula
especifica ou tecido, durante o crescimento noouam condi¢cdes de estresse
(AFROZ et al., 2011; JORRIN et al., 2006; MEHE&Aal., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho foi realizado com o objetivo geral deniificar proteinas

potencialmente envolvidas na indugéo de resistéwieafeeiro a. vastatrix

ap6s os tratamentos com GreenForce CuCa €Bion

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, os objetivos foram:

a)
b)

c)

d)

9)

caracterizar o proteoma da folha@earabicacv. Mundo Novo;
identificar proteinas que sao diferentes na abunidaxpressas em
plantas pulverizadas com GreenForce CuCa;

identificar proteinas que sdo diferentes na abwiddem plantas
pulverizadas com acibenzolar-S-metil (Bipn

comparar as diferentes proteinas abundantes emtaplan
pulverizadas com GreenForce CuCa e acibenzolartb{Bien®);
identificar proteinas que sdo diferentes na abuwiddorante a
interacdo compativel cafeeiro-ferrugem;

comparar as proteinas diferentes na abundanciaeantapl
suscetiveis pulverizadas com GreenForce CuCa/amltzrS-metil
(Bion®) e inoculadas com. vastatrix

identificar possiveis proteinas candidatas a maresd de
resisténcia induzida, obtidas com os tratamentesm@orce CuCa

e acibenzolar-S-metil (BiSi.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 InteragdoCoffea arabicax Hemileia vastatrix

O cafeeiro Coffeaspp.) pertence a familia Rubiaceae e é amplamente
cultivado em paises tropicais. Das numerosas espéatanicas de cafeeiro,
apenas duas sao cultivadas e utilizadas comerciténeen escala mundial. Sao
elasCoffea arabicd.., conhecida como arabicaCaffea canephora Pierre ex A.
Froehner conhecida como robusta, responsaveis, respeaiampor 75% e
25% da producdo brasileira (BRASIL, 2014). Segum@mlos da CONAB
(2014), o Brasil atingiu, na safra de 2014, produgé 45,35 milh8es de sacas
de 60 kg do café beneficiado. Por ser o maior pgozdmundial, o pais é
responsavel por 37,8% do mercado internacionaafie(©IC, 2014).

O estado de Minas Gerais é 0 maior produtor nakioom producéo de
22,6 milhdes de sacas na safra de 2014, repredent8)26% da area total
cultivada com café no pais. Este estado concentnaiar area plantada, com
1.199.461 hectares, predominando a espécie ar§®®;88%) e, por isso, é
considerado o primeiro, rranking nacional (CONAB, 2014).

Diversos fatores podem afetar a produtividade deed®, causando
perdas significativas, como condicBes climaticasveeshs, deficiéncias
nutricionais, pragas e doencas e praticas cultimadequadas (OESTREICH-
JANZEN, 2012). Dentre as principais doencas doetafeno Brasil, destacam-
se a ferrugem-alaranjada, causadaHemileia vastatrixBerkeley & Broome; a
cercosporiose, causada p@ercospora coffeicolaBerkeley & Cooke; a
meloidoginose, causada ddeloidogynespp.; a mancha-de-phoma, causada por
Phoma tarda(Stewart) Boerema & Bollen e a mancha-aureoladasada por
Pseudomonas syringaev. garcae Young, Dye & Wilkie, entre outras
(PATRICIO et al., 2008; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, D05).
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O fungo Hemileia vastatrixé o agente etiologico da ferrugem-
alaranjada, que é uma das principais doengas de®igafarabica, sendo um
parasita biotréfico exclusivo do géne@mffea. Por volta dos anos 1980, esta
doenca disseminou-se por toda a América.

Os sintomas da doenca iniciam-se na forma de manclmaéticas
translicidas com 1 a 3 mm de diametro na faceianfelas folhas, podendo
atingir até 1 cm de didmetro, onde se desenvolverssas pulverulentas de
coloracdo amarelo-alaranjada, formadas por urespoids do patdégeno. Na
face superior das folhas aparecem &reas de todelidanarelada, que
correspondem as regifes infectadas. Com o tempéesées aumentam de
tamanho, deixando em seu centro uma area necroticle a esporulacao é
reduzida (ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

A disseminacgédo dEl. vastatrixocorre mais eficientemente pela acao do
vento, das gotas da chuva, do escorrimento de pgglas margens do limbo
foliar para a superficie abaxial e pela acdo dogmrdurante os tratos culturais
(GODOY et al., 1997; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 200%. Estima-se
gue as perdas na producao de café devido a esigadeariem de 35% a 50%,
na auséncia de medidas de controle (MAZZAFERA; FAZl) CARVALHO,
1993; PEREIRA; SAKIYAMA, 1999; RODRIGUES; BITTENCQRIT; RIJO,
1975; ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005).

Para o controle da ferrugem do cafeeiro sdo recdatas medidas
gerais, tais como adubacéo equilibrada; plantiolimleagens resistentes ou
tolerantes; fazer desbrotas, evitando o exces$astes e, consequentemente, o
autossombreamento; realizar podas periddicas; megpacamentos mais largos
na entrelinha; evitar o cultivo sombreado; utilifangicidas cupricos, como
tratamento preventivo e utilizar fungicidas sist@rside solo e foliares do grupo
dos triazéis (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Estanto, a

utilizacdo indiscriminada de fungicidas tem causdaioos ao meio ambiente e a
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seres vivos (ABRAHAO et al., 2009; AMARAL et al.0@8). Assim, um dos
maiores desafios para os pesquisadores tem sidorilear métodos eficientes
de controle, de baixo impacto ambiental (SILVAlet2010).

Desde 1955, o Centro de Investigacdo das Ferrugeng£afeeiro
(CIFC/IICT) centraliza, em regime de cooperacaerimacional, estudos sobre a
variabilidade genética do fungo da ferrugem do aiede apoiando os paises
produtores de café em seus programas de melhomngemético. Destes
estudos resultaram descobertas relevantes, consmomhrecimento da teoria
gene-a-gene, que se aplica a interacdo cafeeineastatrix em que foram
identificados nove genes dominanted S §,9; o conhecimento da diversidade
genética do fungo, com 45 ragas fisiol0gicas etadesda diversidade genética
de cafeeiros (BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988; NORONWAGNER,;
BETTENCOURT, 1967; RODRIGUES; BITTENCOURT;, RIJO,78 SILVA
et al., 2006; VARZEA; MARQUES, 2005).

De acordo com a teoria gene-a-gene, patdgenosdpoetade genes de
aviruléncia especificos (genes Avr) sdo reconhecjulr plantas hospedeiras
portadoras de genes dominantes de resisténcia d@®do origem a uma
interacdo incompativel e ndo ha doenca. Na auséeaiaconhecimento entre o
produto do gene de aviruléncia no patdégeno e/oget® R no hospedeiro, o
patdégeno é virulento e a interacdo € compativelrrendo a doenga (FLOR,
1942; GLAZEBROOK, 2005).

Silva et al. (2002) verificaram que a primeira esp de defesa do
cafeeiro a ferrugem é a reacdo de hipersensibdid#tR), detectada pela
autofluorescéncia e ou acastanhamento das cétidagjo a acumulacdo e a
oxidagdo de compostos fendlicos. A morte celuldcidrse ao redor dos
estdbmatos, local de penetracdo do fungo, estendsmnéds células subsidiarias e
do mesofilo, invadidas pelo fungo, e as célulaaaajtes ao local de infeccao.

Também ocorre o encapsulamento dos haustérios @losec e celulose,
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restringindo o fornecimento de nutrientes entreospkdeiro e o fungo, o que
limita seu crescimento (RIJO; VASCONCELOS, 1984;\&\ et al., 2002). O
aumento da atividade das enzimas peroxidases, ésigher dismutases,
lipoxigenases, fenilalanina amonia-liase, quitisasglucanases, proteases e
germin-like proteinesta correlacionado com plantas de cafeeiro ratisteNa
interagdo compativel, algumas das respostas deadefdatadas acima foram
observadas numa fase mais tardia do processo éecad, tornando-se,
portanto, ineficazes para limitar a acdo do patOg&UERRA-GUIMARAES

et al., 2008, 2009, 2012; MAXEMIUC-NACCACHE; BRAGAIETRICH,
1992; ROJAS et al., 1993; SILVA et al., 2002, 2008)

3.2 Mecanismos de defesa das plantas

Para escapar de patdgenos, as plantas tém desdavolérios
mecanismos de defesa constitutivos e induzidos. réspostas de defesa
induzidas podem ser localizadas ou sistémicas, @a&is genvolvem o
reconhecimento do patdgeno pela planta hospe@eiransducao de sinais e a
expressao de varios genes de defesa, que sdo biagieas do processo de
sinalizacdo desenvolvido pelas células vegetaisNVESINOS et al., 2002). A
resisténcia sistémica adquirida (SAR), ou inducd® mdsisténcia (IR),
desenvolve-se de forma sistémica em resposta aatdgeno que causa uma
leséo ou por aplicagdo exdgena de algum prodgeralmente, é efetiva contra
um amplo espectro de patégenos e ocorre a prodigcAmteinas relacionadas a
patogénese (PRPs) (RESENDE et al., 2007).

A infeccdo por virus, fungos ou bactérias em véegecies de plantas
desencadeia varias reagGes complexas, envolveatizgagdo de um conjunto de
genes que codificam diversas proteinas. Estessstrgpodem induzir alteragdes

bioguimicas e fisiol6gicas das plantas, tais cogfargo fisico da parede célular por
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meio de lignificacdo, suberificacdo e deposicioalese, e produgdo de compostos
fendlicos, fitoalexinas e proteinas relacionadaspaiogénese (PRPs) que,
subsequentemente, previnem a invasao por patogeBBAHIM; SINGH, 2011).

Stuiver e Custers (2001) relataram a superexpreds8ogenes que
codificam para quitinase £1,3-glucanases (GLU) em plantas transgénicas de
cenoura resistentes a patdgenos flangicos. A sypesséo de proteinas PR
também pode ser temporariamente induzida por éticis. EI Ghaouth et al.
(1992) correlacionaram a maior expressdo de GLWs&téncia de plantas de
milho infectadas poExserohilum turcicumTambém houve correlagdo entre a
expressdo de GLU e o aumento na inducdo de resestn tomateiro pré-tratado
comMethylobacterium oryzae inoculado corPseudomonas syringge. tomato
(INDIRAGANDHI et al., 2008). A atividade dessas iEnas também pode ser
elevada nos tecidos vegetais, em resposta a magdd de plantas com
eliciadores bidticos e abidticos, conforme foi alzaado em cafeeiros pulverizados
com 6leo de citronela e acibenzolar-S-metil, auaradt a atividade de quitinases
e p-1,3-glucanases (PEREIRA et al., 2011). Plantasg@nicas que expressam
constitutivamente genes codificadores de quitin&spsl,3-glucanases exibem
maior resisténcia a patégenos (EBRAHIM; SINGH, 2011

Avancos nas pesquisas envolvendo a inducéo deémsies em plantas
vém sendo acompanhados pelo surgimento de novasitpsocomerciais que
apresentam menor impacto para o ambiente. A eficiédesses produtos
(indutores de resisténcia) no controle de fitopamdg tem sido observada em
varios patossistemas, em ensaios de laboratériocesa de vegetacdo e em
condi¢des de campo. Resultados promissores foraangiddos com a utilizacdo
do indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM)produto do grupo
benzotiadiazole ou BTH, com o nome comercial denBioe com produtos a
base de formulacdes de extratos vegetais, destasand GreenForce CuCa,

como mostrado na Tabela 1.



Tabela 1 Comprovacao da eficiéncia de indutoresedisténcia e produtos a base de extrato vegetabniwole de
fitopatdbgenos e/ou no aumento na atividade de exwida defesa

Horas apés a

Controle da

Aumento na atividade

Tratamento pulverizacédo Patossistema . S Referéncia
(HA.P) severidade enzimatica
. ® .
Bion 72hap I—?eor;fi?;::/agtcﬁix 87% Quitinase g-1,3-glucanase Guzzo (2004)
Bion® 16 h.a.p Glutationa-S-transferase,
- - superéxido dismutase, Nardi et al. (2006)
peroxidas e lipoxigenas
Bion® 72 h.a.p Coffea arabicax 730 ) Marchi, Borges e
Hemileia vastatrix 0 Resende (2002)
Bion® Coffea arabica .
Hemileia vastatrix 52% ) Nojosa (2003)
Bion® 168 h.a.p. Coffea arabicax Phoma 560 ) Nojosa et al.
costarricensis 0 (2009)
2 .
EFID 168 h.a.p. Coffea géagkc(i(ngllancha 38% ) Amaral (2005)
EFID? 168 h.a.p. Coffea arabica« Phoma 379% ) Barguil et al.
costarricensi 0 (200%)
EFID? - Coffea arabicax 31% ) Santos et al.
Hemileia vastatrix 0 (2007)*
2 .
EFID ) Coffea arabica 26% Quitinases p-1,3-glucanases Toyota (2008)*

Cercosporiose

ve



Tabela 1, conclusao

Horas apés a

Controle da

Aumento na atividade

Tratamento pulverizacédo Patossistema . S Referéncia
severidade enzimatica
(H.A.P)
NEFID® 72 h.a.p. Tomate Xanthomonas ) Quitinases §-1,3-glucanases, Medeiros et al.
vesicatoria peroxidase, PR1 (2010)
3 .
NEFID 168 h.ap. Coff_ea_ arablcax_ 60% Peroxidasé-1,3-glucanases Monteiro (2011)
Hemileia vastatrix
Fitoforcé - Ccc:)ffea arabica 62% ) Costt al. (2014)
ercosporiose
Fitoforcé' - Coffea arabicax 50% ) Costa et al.
Hemileia vastatri 0 (2014)*
GreenForce CuCa 168 h.a.p. Coffea arabicax Andrade et al.
87,3% - .
Cercospor (2013
GreenForce CuCa 168 h.a.p. Coffea arabicax 67% ) Monteiro et al.

Hemileia vastatrix

(2013)

" acibenzolar-S-metil (ASM)

2 Extrato de folhas de café severamente infectaoiald prastatrix
% Extrato de folhas de café coletadas em car@péi¢a arabicd, a partir da superficie do solo
* Formulag&o & base de um subproduto da indistriaféo

® Formulag&o composta por 60% de casca de cafécidaale cobre e célcio

*Experimento em campo

8¢
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3.3 Protebmica

O termo protedmica foi introduzido em 1995, defiluirse como
0 conjunto de todas as espécies de proteinas pFesan uma unidade bioldgica
(organela, célula, tecido, 6rgado, individuo, espéol 0 ecossistema) em
gualquer fase de desenvolvimento e em condicGesieatals especificas
(WASINGER et al., 1995; WILKINS et al., 1995).

A andlise protedbmica, como um complemento a andélisegenoma e
transcriptoma, tem demonstrado ser um método pealefiae incorpora técnicas de
alto rendimento e protocolos que permitem uma smdfpida, identificando um
grande numero de proteinas e tendo uma respost dineia aos problemas
guestionados nos trabalhos (FERNANDEZ; NOVO, 20D#grentes abordagens
protebmicas podem ser utilizadas para estudatafiveimente e quantitativamente
as diferencas nas abundancias relativas de pwigiesentes em diversas situacoes
bioldgicas (AFROZ et al., 2011; MEHTA et al., 2008)

Diferentes metodologias de extracéo de proteinase@do testadas, sendo
determinantes ao nivel de qualidade da separad@oidentificacdo de proteinas.
Numa andlise de eletroforese bidimensional de sesee feijdo, foram utilizados
trés métodos de extracdo diferentes, TCA-acetenal € o kit comerciatlean-up
O método utilizando fenol foi 0 melhor, apresentagéis com o fundo claro, com
poucos riscos verticais e horizontais, facilitaadasualizacdo dospots podendo
ser identificados em até 70% (DE LA FUENTE et2011).

Maldonado et al. (2008) relataram, em seu trabahopmparagéo de
trés protocolos de precipitacdo de extracdo decimad de tecido foliar de
Arabidopsis TCA-acetona, fenol e TCA-acetona-fenol, ndo teedoontrado
diferenca significativa na quantidade de protegwtses estes métodos, apesar

de o0 método com TCA-acetona ter proporcionado oneksultado em termos
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de focalizac@o e intensidade dos spots, reprotidéde e deteccdo de spots
exclusivos.

A utilizacdo simultanea de mercaptoetanol e déitif na extracdo de
proteinas de folhas e raizes de soja, pelo metedbGhA-acetona, melhorou a
resolucdo dos géis 2-DE, o que permitiu a idemiifi® de 122 proteinas
(MESQUITA et al., 2012).

Para a analise quantitativa, a comparacao dassidéetes dospotsde
proteina em diferentes géis € realizada utilizasemftwaresespecificos, que sédo
capazes de analisar varios géis 2-DE, normalizeolosnes dos spots e realizar a
analise estatistica diferencial (CARLI; BENVENUT@OMINI, 2012). Ao
concluir a etapa de analise do gel, os spots deebye sdo isolados do gel e, em
seguida, é realizada uma hidrélise enzimatica dateipas com tripsina ou
semitripsina. Em seguida, os peptideos sao idedifis por espectrometria de
massas, sendo a técnica mais usada para estaditmldenominadanatrix-
assisted laser desorption/ionizatiMALDI) (SOARES et al., 2012).

A andlise do proteoma de plantas ndo modelo tern medlizada
explorando ao maximo a alta capacidade de resokig&paracdo das proteinas
por eletroforese bi-dimensional (2-DE) em géis deliaprilamida, em
combinacao com a analise multivariada dos dadaslentificacéo dospotspor
espectrometria de massa (MS) (CARPENTIER et alQ8R0OEssa analise,
complementada por sequenciamerde nove possibilita a identificacdo
inequivoca das proteinas e dos mecanismos metabokavolvidos em
diferentes funcdes.

O sequenciamento dos peptideos fiquid chromatography—mass
spectrometry(LC-MS-MS) é outro método para identificacdo dasteimas e,
neste caso, as proteinas sdo separadasigtoiperformance/pressure liquide
chromatography(HPLC) e o processo e a ionizagdo ocorremebectrospray

ionization(ESI), & medida que os peptideos séo eluidos (FEOH, 2013).
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3.3.1 Abordagem protebmica para a compreensao datéracdo planta-patégeno

Os estudos da protedmica nas interagbes plantggraitainda séo
escassos, pricipalmente sob a associacdo plarga-fuBstes estudos tém
identificado numerosas proteinas envolvidas emosaprocessos bioldgicos,
incluindo a defesa, a resposta ao estresse, altights de sinal, a fotossintese e
o transporte de elétrons (AFROZ et al., 2011).

De Wit, Buurlage e Hammond (1986), ao estudarennteracdo
Cladosporium fulvunx tomateiro, conseguiram caracterizar o primenadpto
do gene de aviruléncia (Avr9), apOs purificacao fldédos apoplasticos do
tomate por eletroforese em gel de poliacrilamidmuilo por HPLC de fase
inversa e sequenciamento pelo método de Edman.

A abordagem protedmica foi utilizada no estudo iferehtes interacdes
Medicago truncatulax Uromyces striatugcompativeis e incompativeis). A
comparacédo do perfil das proteinas de folhabld&uncatulainfectadas e nao
infetadas permitiu identificar diferentes protefnasmaioria das quais esta
envolvida na producéo de energia e no mecanisndefédsa, durante os estagios
iniciais da infeccdo (CASTILLEJO et al., 2010). kea et al. (2010) também
utilizaram esta técnica, a fim de otimizar o protoade extracdo de proteinas na
cultura do arroz e café, para compreender a eXjals proteinas totais quando
estas culturas (resistentes) eram desafiadas fielnematoidesMeloidogyne
paranaensise M. incognita Os autores mostram, neste trabalho, a importancia
de definir bem a metodologia aplicada e que, padadipo de tecido, uma
diferente combinacdo das técnicas deve ser utdizaddendo ser estendidas
para outras espécies de plantas, pois fornecemmaédes valiosas na interacao
raiz X nematoide.
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3.3.2 Protebmica em cafeeiro

Em cafeeiro, a analise proteémica vem sendo aplicgajoritariamente
no estudo de diferentes aspectos do gréao, paratmlzode qualidade da bebida
(Tabela 3) e, em menor escala, na andlise do poesbriogénico, no estudo

da raiz e de folhas (Tabela 4).



Tabela 1 Analise protedbmica aplicada a graos de caf

OBJETIVO REFERENCIA
Comparacao do perfil 2-DE de sementes verdes deatymecies de cafeeiro Gil-Agusti et al. (2005)
ModificacBes observadas em embriGes zigdticos éenetiites estagios de desenvolvimento da  Franco et al. (2009) e
semente Koshino et al. (2008)
Comparacao entre fases de desenvolvimento dos fouésmaturacéo Bandil et al. (2013)
Composigédo do pericarpo de frutos verdes de difesegendtipos de cafeeiro Forero e Moncada (2014)

Identificagdo de proteinas que atuam como fontgtdegénio durante a torrefagcdo, garantindo  Montavon,Maurone
sabor e aroma ao café Duruz (2003)

Estudo do perfil proteémico diferencial da inte@eétre trés diferentes gendétipos cultivados

em dois ambientes, a fim de relaciona-los com #idade de bebida Mendonga (2012)

Avaliacdo da composicao proteica de gréos de difesecultivares de café, submetidos a

diferentes processamentos e cultivados em difeséabeas de altitudes Liviamento (2014)

o€



Tabela 2 Analise protebmica aplicada & embriogésaseitica, raiz e folhas do cafeeiro
OBJETIVO REFERENCIA

Andlise do perfil das proteinas extracelularesmtera processo de embriogénese  Lopez et al. (2012) e Tonietto et al.
somatica enCoffeaspp. (2012)

Costa (2014), Guerra-Guimaraes et
Estudo da variacdo do proteoma de raiz e folhasaf®iro em estresse abidtico e bidtico al. (2012, 2014), Marraccini et al.
(2012) e Ramos et al. (2007)

1€
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CAPITULO 2

ANALISE DO PERFIL DE PROTEINAS TOTAIS DE FOLHAS DO CAFEEIRO
(Coffea arabica cv. MUNDO NOVO POR 2-DE

RESUMO

O café é um dos mais importantes produtos agridoldrasil e, devido a
isso, algumas ferramentas biotecnolédgicas, comotadmica, tém sido utilizadas
para estudar esta cultura. A protedmica de plaetasido realizada explorando ao
maximo a alta capacidade de resolucéo e separagdwaleinas por eletroforese bi-
dimensional (2-DE) em géis de poliacrilamida, assimo a analise dapotspor
espectrometria de massa (MS). Porém, esta aborddgpemde do sucesso da
extracdo de proteinas, utilizando um protocoloodytifvel. O presente trabalho foi
realizado com o objetivo de estabelecer o protetsmgproteinas totais sollveis de
folhas deC. arabicacv. Mundo Novo. Os extratos proteicos foram olstigor
precipitacdo enacido tricloroacético/acetona e, em seguida, fta f& otimizacao
do protocolo de purificdo das amostras. Apds separdas proteinas por 2-DE, os
spots polipeptideos mais abundantes e visiveis foransados do gel e a sua
identificacdo foi realizada, utilizando a técni@ MALDI-TOF/TOF-MS. Foram
identificadas proteinas em 16pots 37 dos quais com mais do que uma
identificacdo significativa. As proteinas identfias estdo envolvidas em diversos
processos biolégicos, nomeadamente na fotossintesectabolismo das proteinas,
no estresse bidtico e abidtico, redox e glicoliseeeoutros. A presenca de varias
proteinas de estresse (bidtico, abidtico e redogers a existéncia de um
mecanismo de defesa constitutivo nas folhas sddiaafeeiro. A caracterizagdo do
proteoma da folha sadia do cafeeiro ajudara enda&stfuturos com plantas
crescidas em diferentes ambientes e tipos desestres

Palavras-chave: Proteoma. Protocolo de extrac@&. 2AALDI-TOF/TOF-MS.
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PROFILE ANALYSIS OF THE TOTAL PROTEIN OF COFFEE LEA VES
(Coffea arabica cv. MUNDO NOVO by 2-DE

ABSTRACT

Coffee is one of the most valuable agriculturadpiats in Brazil. Because
of this, biotechnological tools, such as proteontiesre recently been used to study
this crop. The proteomic of plants has been peddrtaking full advantage of the
high capacity of resolution and separation of fnsteby bi-dimensional
electrophoresis (2-DE) polyacrylamide gels, as wsll spots analysis by mass
spectrometry (MS). However, this approach depemdghe success of protein
extraction using a reproducible protocol. This gtatined to establish the proteome
of total soluble protein from leaves Gbffea arabicacv. Mundo Novo Protein
extracts were obtained by precipitation in thehtamacetic/acetone and then was
made optimization of the samples purification pcotoAfter separation of proteins
by 2-DE the most abundant and visible polypeptitests were removed from the
gel and their identification was accomplished usihg technique of MALDI-
TOF/TOF-MS. It has been identified proteins in dnenxdred sixty seven spots,
which thirty seven with more than a significant ritiication. The identified
proteins are involved in humerous biological preess including photosynthesis,
protein metabolism, biotic and abiotic stressedpxeand glycolysis, among others.
The presence of several stress proteins (biotioti@aand redox), suggests the
existence of a constitutive defense mechanism withe coffee leaves. The
proteome characterization of the healthy leaf dfeeowill help in future studies
with plants grown in different environments anésses.

Keywords Proteome. Extraction protocol. 2-DE. MALDI-TOF/TORS.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundiatdf, respondendo
por 37,8% do mercado internacional dessanmodity INTERNATIONAL
COFFEE ORGANIZATION - OIC, 2014). Segundo o Ultirewantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (20a43afra de 2014 esta
estimada em 45,35 milhdes de sacas de 60 kg debeafficiado, dos quais
32,31 milhdes de sacas sdo de café arabica. Mie@ss® o estado com a maior
area de cultivo de café, 1,2 milhdo de hectargsesentando 53,26% da area
total desta cultura no pais (2,2 milhdes de hestare

Devido a importdncia econdbmica do cafeeiro, ferraae
biotecnoldgicas, como gendmica, transcritbmicatgimmica e metabolémica,
tém sido utilizadas no estudo desta cultura. A ismaprotedmica é uma
abordagem complementar a transcritbmica e permitecoatinuidade
experimental entre a informacgéo da sequéncia dongare o perfil da proteina
de um determinado compartimento celular, célulaa$ipa ou tecido, durante o
crescimento normal ou em condicdes de estresse@ZRR al., 2011; JORRIN
et al., 2006; MEHTA et al., 2008).

A analise do proteoma de plantas ndo modelo, assino o cafeeiro, tem
sido realizada explorando ao maximo a alta cap@eida resolucéo e separacdo das
proteinas por eletroforese bi-dimensional (2-DE) @#is de poliacrilamida, em
combinacéo com a identificacdo dmtspolipeptidicos por espectrometria de massa
(MS) (CARPENTIER et al.2008). No entanto, o sucesso desta abordagem depend
de uma eficiente e reprodutivel extracéo das peednde seja possivel, idealmente,
capturar todos os tipos de proteinas de um protecona baixa contaminacédo de
outras moléculas (WANG; TAI; CHEN, 2008). Nas c#ful/egetais, os compostos
gue interferem na quantidade e na qualidade dasimae extraidas séo os sais, 0s

acidos nucleicos, as enzimas proteoliticas e @dxdatos polissacarideos e os
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compostos fendlicos, entre outros. Assim, é neatesaperfeicoar e adaptar os
protocolos de extracéo e purificacdo das proteimafsincao da espécie/tecido vegetal
em estudo (JELLOULI et al., 2010).

Em cafeeiro, a andlise protedbmica vem sendo apljcad
majoritariamente, no estudo de diferentes aspedtossemente, tais como
comparacdo do perfil 2-DE de sementes verdes de espécies de cafeeiro
(GIL-AGUSTI et al., 2005); modificacdes observadas embrides zigéticos em
diferentes estagios de desenvolvimento da sem&RANCO et al, 2009;
KOSHINO et al, 2008); comparacéo entre fases de desenvolvimestdratos
pré-maturacdo (BANDIL et al., 2013); composi¢cagedcarpo de frutos verdes
de diferentes gendtipos de cafeeiro (FORERO; MONBAD2014);
identificacdo de proteinas que atuam como fontenitt®génio durante a
torrefacdo, garantindo sabor e aroma ao café (MOKINW, MAURON;
DURUZ, 2003); estudo do perfil protedmico difereriala interacéo entre trés
diferentes gendtipos cultivados em dois ambientdsn de relaciona-los com a
qualidade de bebida (MENDONCA, 2012) e avaliacdaaaposicio proteica
de grados de diferentes cultivares, submetidos eredifes processamentos e
cultivados em diferentes faixas de altitudes (LIMRENTO, 2014),

A protedmica foi também aplicada, em menor esaadaanalise do
perfil das proteinas extracelulares durante o psmde embriogénese somética
em Coffeaspp. (LOPEZ et al., 2012; TONIETTO et,&012) e no estudo da
variagdo do proteoma de raiz e de folhas de cafemin estresse abidtico
(COSTA, 2014; GUERRA-GUIMARAES et al., 2014; MARRANI et al.,
2012; RAMOS et al., 2007) e bidtico (GUERRA-GUIMARS et al., 2012).
Nestes trabalhos, foram utilizadas diferentes éspétou genotipos de cafeeiro
e diferentes metodologias de extracdo de protedrasfuncdo dos objetivos

pretendidos e do tecido vegetal estudado.
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O presente trabalho foi realizado com o objetivaesiabelecer o mapa
protedmico anotado das proteinas totais de folla€.darabica cv. Mundo
Novo, por meio da extracdo de proteinas por preci@o em TCA/acetona,
ressuspendidas em tampdo com SDS e purificadagleAtificacdo dessas
proteinas podera ser utilizada como referéncia,tralalhos futuros, para a
compreensdo de mecanismos de respostas destagpldifeeentes condi¢cdes de

estresse bidtico/abidtico.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no DepartamentBitdpatologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no @ed® Investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras/Portugal.

2.1 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Para a formacdo de mudas de cafeeiro da cultivand®uNovo,
pertencentes a linhagem 379/19, as sementes fodauiridas da Estacdo
Experimental da Epamig, Centro Tecnoldgico do gulkhas, Lavras, MG.

As sementes foram germinadas em areia lavaddre, @#s atingiram a fase
orelha de onga, foram transplantadas para sacpslidéleno de 0,50 L contendo
substrato composto por solo e areia, na propordav/®), acrescido de fertilizante
4:14:8 e superfosfato simples. Apds cinco mesesreleimento, as plantas foram
irrigadas apenas uma vez com 30 mL de uma solugétiva por muda, contendo,
em mg [*, 192 de KClI, 104,42 de,RO,, 150,35 de MgS&rH,0, 61 de ureia, 0,27
de NHMO-;0,4,4H,0, 1,61 de BBOs, 6,67 de ZnSE 1,74 de CuSEbH,0, 4,10 de
MnCI2.4H,0, 4,08 de FeS{OYH,O e 5,58 de EDTA bissédico.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacaDepartamento de
Fitopatologia da UFLA, com variacdo de temperakmtae 18 a 27 °C, sendo
irrigadas diariamente. Ao atingir cinco pares didde totalmente expandidas,
com cerca de seis meses de idade, as plantas ti@msferidas para uma camara
climatizada tipo Fitotron (Eletrolab — S&o Pauloradd), em condi¢cdes
controladas de temperatura (2€) e fotoperiodo de 12 horas sob luz
fluorescente, 30 dias antes do inicio do experimgrdra aclimatacdo as

condi¢Bes ambientais do ensaio.
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2.2 Preparacao, obtencao e purificagdo do extratagteico

Dois pares de folhas jovens totalmente expandidasadias foram
coletados e a extracdo de proteinas totais foizeskl seguindo o método de
precipitacdo com 10% (m/v) de &cido tricloroacétfi¢&A)/acetona contendo
0,07% (v/v) dei-mercaptoetanol, baseado no protocolo descrit@panerval et
al. (1986) (Fig. 1). A coleta foi realizada no ndésfevereiro do ano de 2013.

Folhas jovens . -

v Os extratos proteicos foram preparados a partir de 1g de peso fresco de folhas. As
Maceracio das folhas foram colhidas, retiradas as nervuras centrais com o auxilio de uma limina e
7amostras G em seguida congeladas em nitrogénio liquido, e maceradas até a obtencio de um po.

Tampao

Em 500mg do macerado de folha foram adicionados 1.5mL de tampdo de extracio,
com a seguinte composicio: 100 mM Tris-HC1 pH 8,3, 5 mM EDTA, 100 mM KCL
TCA/acetona 1% (m/v) DTT, 250 mM [-mercaptoetanol e cocktail de inibidores de proteases . Os
tubos foram agitados em vortex e incubados em gelo durante 30min com 30
oscilagdes por min.

- Em seguida, foram adicionados 9mL de 10% (m/v) de TCA)/acetona contendo 0,07%
Precipitacdo das (v/) de B-mercaptoetanol e novamente agitados em vortex e colocados a -
prolemas 20°C/overnight.

Apos precipitacio as amostras foram cenfrifugadas 16000g/20min/4°C, e o pellet
lavade 5x (16000g20min/4°C) com acetona contendo 0,07% (viv) de pB-
mercaptoetanol (enfre cada lavagem a amostra foi homogeneizada no vortex, e na
primeira lavagem foi deixado 30 min no gelo com agitagio). Apds a ultima lavagem,
o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em dessecador com silica gel
durante 24 h e em seguida armazenado a -80°C.

Amostras proteicas

Figura 1 Esquema do protocolo para a obtencdo datearproteica

Trinta microgramas de amostra proteica (pelletarforressuspendidos
em 750 pL de duas solucbes tampéo distintas, de maglaliar a capacidade de
solubilizacdo das proteinas do pellet: tampao MIKA0Tris-HCI pH8,5, 7M
ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS e tampao Il) 2% SB&mM Tris-HCI pH 8,8
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e 50 mM DDT. A solubiliza¢&o das proteinas foi irzda por agitagdo primeiro
no vortex (1 minuto) e, depois, em movimentos ag@ilos (25 osc/min),

durante 2 horas (com agitacdo no vortex a cadailOtos). As amostras foram
posteriormente centrifugadas a 12.000 g/15 min, ndedo a obter um

sobrenadante limpo.

Os extratos proteicos foram, em seguida, purifisagolara eliminar as
substancias interferentes (detergentes, sais,etipjdcompostos fendlicos e
acidos nucleicos). Para isso, utilizaram-se doitodus distintos: colun&®D
SpinTrapTM G-25GE Heathcare) @D Clean-upKit (GE Heathcare). Estes
métodos foram avaliados individualmente ou assosiadlpds a purificacao, os
extratos proteicos foram guardadas em tampao 30TmévHCI pH 8,3, 7 M
ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS, a -80 °C, até sartlmadas.

2.3 Quantificagdo das proteinas

A quantificacdo da concentrag@o proteica das difeseamostras foi
estimada pelo método de Bradford, adaptado pacaplde ELISA e modificado
por Ramagli (1999) para 2-DE, usando como padribwamina de soro bovino
(BSA). A absorbancia foi medida, a 595 nm, em espfatoémetro de ELISA
(modelo UVM340). As analises foram realizadas eiplitata, tanto para os
pontos da reta de calibragdo como para as amaoAt@sicentracdo da proteina
nas amostras foi determinada a partir da reta pd&& 0,98), linear para uma

gama de proteinas entre 1-10 pgmL

2.4 Eletroforese em gel bidimensional - 2-DE

A andlise das amostras foi realizada por eletrsforem gel

bidimensional (2-DE). Para a focalizacao isoelét(i* dimensao), utilizou-se o
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equipamentdPGphor Ettan IEFe Immobiline IPG DryStrip{GE Healthcare)
e, na 22 dimenséo, as proteinas foram separadgslafe poliacrilamida SDS-
PAGE 12,5% (m/v) com diferentes dimensdes.

Para a definicdo do protocolo de extracdo, pugficae 2-DE, foi
necessario realizar alguns testes preliminaresafiagao da qualidade do perfil
das proteinas foi realizada, inicialmente, num2gBE de 7 cm, em faixa de pH
3-10. Apéds a obtencao deste perfil, os testes sexguforam realizados em géis
de 13 cm com uma faixa de pH 4-7. Apés a defingdanelhor protocolo de
extracdo e purificacdo das amostras, utilizou-sea @ caracterizagdo do

proteoma das folhas, géis com 18 cm e uma faixaddé-7 (Tabelas 1 e 2).



Tabela 1 Metodologia utilizada na 12 dimensao alfeacéo isoelétrica (IEF)

Tiras . IPG
Quanydade de buffer DeStreak Condic¢des da corrida IEF*
Tamanho pH proteinas (pg) () (uL)

7cm 3-10 60 1,25 2 100 V — 2hStep —n-hold30 V- 10h -Step-n-hold 200 V —
10 min —Step — n — hotd3500V - 1h30min — Gradiente; 3500
V — 5500v/hr -Step — n — hotdl00V- 12h -Step-n-hold

13 cm 4-7 100 1,25 4 100 V - 2i5tep n— hold30 V - 10h -Step—n - hold; 250
V — 250 V/h =Step —n — hold500 V — 750 V/h -Step —n —
hold, 1000 V — 1500V/h -Step —n — hold2.500 V — 2.500
V/h — Step —n — hold8.000 V - 4h — Gradient; 8.000 V —
40.000 V/h -Step —n — hold100 V — 7h -Step —n — hold

18 cm 4-7 300 1,25 4 100 V - 2hStep —n-hold30 V- 10h -Step-n-hold 150 V —

3h —Step — n — hotd300 V — 3h -Step — n — hotd1.000 V -
6h — Gradiente; 1.000 V — 1hStep — - hold; 8.000 V — 4h —
Gradiente; 8.000 V — 3.200 V/hrStep — n — hold100 V- 18h
— Step-n-hold

* A corrida foi realizada a 20 °C, com uma correte50uA por tira e de acordo com os diferentes protocols a corrida, as

tiras foram armazenadas a -20 °C, até o uso

1S



Tabela 2 Metodologia utilizada na 22 dimensao

Tampao de equilibrio*

nos

nos

T%rgzr;rllo DTT** lodoacetamida** Tipo de gel g&?:g;g?egg CondigGes da eletroforese
1% (p/v) 2,5% (p/v)

7 cm 2,5mL 2,5mL 12,5% (m/v) de Mini Protean Desnaturante, a 20 °C, com uma
poliacrilamida Tetra Cell (BIO- corrente de 10 mA por gel
contendo SDS RAD) primeiros 15 minutos e de 20 mA por

gel até ao fim da corrida (cerca de
1h30min a 2h).

13 cm 5mL 5mL 12,5% (m/v) de Hoefer SE 600 Desnaturante, a 20 °C, com uma
poliacrilamida Ruby (GE corrente de 10 mA por gel,
contendo SDS Healthcare), primeiros 15 min e de 20 mA por gel,

até ao fim da corrida
(aproximadamente 5h).
18 cm 7,5 mL 7,5mL gel de Ettan DALT six  Desnaturante, a 25 °C, com uma

poliacrilamida
DALT GEL 12.5%
(GE Healthcare)

(GE Healthcare)

poténcia total 1,5 W por gel, até o fim
da corrida (aproximadamente 22
horas).

* 50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6M ureia; 30% glicerol; 2%DS; azul de bromofenol

**Em agitacdo 15 minutos a temperatura ambiente

¢S
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2.5 Coloragédo com Coomassie Blue Coloidal G-250

Os géis foram fixados em solug&o contendo 10% idie acético e 40%
de etanol, por um periodo minimo de 30 minutos.deéguida, esta solucédo foi
descartada e os géis foram colocados em soluc@sage azul de Coomassie
coloidal, composta paCoomassie Blue G-250,1% (m/v), sulfato de amdnia
10% (m/v), acido fosforico 1,2% (v/v) e metanol 2Q%v), para corar, durante
7 dias, seguindo protocolo da GE Healthcare, nuadifd por Neuhoff et al.
(1988). Antes da aquisi¢cdo da imagem (Image Scdr®ErHealthcare), os géis

foram lavados duas vezes com agua destilada paea eresiduo do corante.

2.6 Analise dos géis

Utilizou-se osoftwarede andlise de imagens de géis Piygenesis Same
Spot 2D software v.s. 4(Blonlinear Dynamics, Waters), para selecionar ccgei
maior nimero dspotse com melhor qualidade para ser padréo de refer&ado
este utilizado para alinhar todos os géis do enGa@inhamento daspotsdos géis
garantiu que anatch(ajuste) entre todos os géis do experimento fossémo. Os
spots foram ainda sujeitos a confirmacdo visual (filtrajee o seu volume
normalizado conforme o algoritimo Boogenesis Same Spot 2D software

2.7 Identificagdo das proteinas por espectrometride massa (MS)

Apés andlise das imagens, sgots mais abundantes e visiveis foram
excisados manualmente dos géis e colocados numaplaia de sequenciamento
com 96 pocos. As microplacas foram enviadas paanire de Recherche Public
Gabriel Lippmann (Luxemburgo), para a identificacdo dos polipeptdgor
espectrometria de massa (MS), pela técnica de MAIMW/TOF-MS (natrix
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assisted laser desorption/ionization time of fligidss spectromedryO cruzamento
da informacdo das massas dos polipeptidios obpidasMS com a informacéo
disponivel em bases de dados genémicas (NEHTCoffeppermitiu identificar as
proteinas. Esta estapa do trabalho foi realizadapeét Jenny Renaut, responsavel da
plataforma de Proteémica do CRRbriel Lippmann

A espectrometria de massa foi realizada utilizesglo-MALDI-TOF/TOF e
MS/MS para determinar e comparar as massas ddegmptjeradas por digestdo com
tripsina. Os parémetros utilizados foramodificagdo fixa, realizada por
carbamidomitel emodificacdo variavel, por desoxidacéo, metilagdo, oxidagdo e
transformacéao do triptofano em cinurenivedpres de massamonoisotopicognassa
das proteinas sem restricadplerancia a massa dos peptidepos150 ppmfolerancia

a massa dos fragmentgs0,75Da anaximo de locais nao hidrolisadagdois.
2.8 Processamento adicional dos dados

As proteinas identificadas foram subsequentememalisadas
utilizando-se vérias ferramentas de bioinformatidainformacéo de base
foi obtida pelos bancos de dados InterProt, UniPeotNCBI. A
classificacdo em superfamilia foi realizada comebaa identificacdo dos
dominios conservados das proteinas de acordo cdrasa de dados do
NCBI  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/valpcgi). O  ponto
isoelétrico (pl) e o peso molecular (MW) tedricordm determinados
utiizando-se o software EXPASy Molecular Biology Server
(http://web.expasy.org/protparam/) (WALKER et aRp05). A anotacdo
funcional das proteinas identificadas foi realizactam base naGene
Ontology Annotation (GO; http://www.geneontology.org), utilizando os
softwares Blast2GO versdo 2.7.2 (http://www.blast2go.de/)OMESA,;
GOTZ, 2008) e oMercator Automated Sequence Annotation Pipeline
(http://mapman.gabipd.org/web/guest/app/mercatddHSE et al, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizag¢édo do protocolo de purificacdo dos exdtos de proteinas totais para

andlise em gel 2-DE

O presente estudo sugere uma metologia para a@stde proteinas
totais de folhas de cafeeiro para andlise por geE2 Os parametros aqui
apresentados poderdo auxiliar na andlise proteddecautros tecidos desta
espécie ou de folhas de outras espécies lenhosses.fdt o primeiro estudo
realizado com o objetivo de caracterizar as prageftotais das folhas de.
arabicacv. Mundo Novo.

Foram testados diferentes protocolos de ressuspengdrificacdo de
extratos proteicos das folhas de cafeeiro. No dfbpolo, que utilizou o tampéao
| para ressuspender o pellet, seqguido de purificagéamostra por colurkRD
SpinTrap TM G-25foram obtidos cerca de 4,8 ug hide proteina, valor
considerado alto. No entanto, apds a separaca@-p& (60 ug de proteina,
IPG DryStrips7cm e pH 3-10 NL), os géis apresentaram baixaidpgeg com
arrastes verticais e horizontais e fraca resolulgispots impossibilitando a
sua analise pelsoftware (Fig. 2A). Estes resultados sugerem a presenca de
impurezas na amostra, o que interferiu negativeeneat focalizacdo e na
solubilidade das proteinas ao longo da corrida (GOR004). Foi igualmente
observado que a maior parte dp®tsencontrava-se na regido mais acida/neutra
do gel. Assim, foram introduzidas trés modificac@es protocolo inicial: a
composicdo do tampdo de ressuspencagallet (tampéo Il com SDS), o
método de purificacdo utilizad®@ Clean Upkit e/ou coluna PD10) e o
gradiente de pH ddPG DryStrips(pH 4-7).

Os perfis dos géis 2-DHRG DryStrips13 cm e pH 4-7 L) obtidos a
partir das proteinas purificadas pelo 2° (tampée BD Clean Up kit e 3°
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protocolos (tampéo I+ coluna PD10 + R Clean Up testados foram bastante
semelhantes entre si, apresentando melhorias isaghifs em relacdo ao 1°
protocolo, ndo sé na resolucdo dp®ts mas, principalmente, quanto a pureza
das amostras (Fig. 2B e 2C). No entanto, o rendiomem conteldo proteico foi
inferior ao obtido anteriormente (1° protocolo). Rboprotocolo foram obtidos
cerca de 0,87 pg [iLde proteina e, no 3° protocolo, cerca de 0,98ug/uL

A melhora da qualidade no resultado da eletrofoBeBd= através da
remogdo de contaminantes interferentes, além dbidgde da separacdo das
proteinas, foi fator determinante para a escolh2gwotocolo, comparado ao 1°
protocolo. Este protocolo apresentsppts mais redondos e definidos (melhor
focalizacdo), além de menor custo, comparado c@&hprotocolo. Nesta etapa
do trabalho néo foi realizada uma andlise utilipaodoftwarepara verificar a
guantidade despotspresente no 2° e 3° protocolos testados, uma wezoq
objetivo era a obtencéo de géis com a melhor re&olpossivel e com o método

de extracdo mais simples.

3.2 Andlise global das proteinas totais por 2-DE

Com o objetivo de caracterizar o proteoma das $olife cafeeiro, foi
realizada a extracao das proteinas totais pomitegdo em TCA/acetona, seguida
de purificagdo com o kBD Clean Upe separacgédo por 2-DE (300 ug de proteina
emIPG Dry Stripsde 18cm). A andlise dos nove géis petdtware Progenesis
Same Spotevelou um total de 346 spots em gradiente de pH-des com a
massa molecular que variou entre 5 e 150 kDa. &@lentificacdo das proteinas
por MALDI-TOF/TOF MS foram retirados dos géis spotsmais abundantes e
bem definidos, tendo sido identificadas proteimaslé7spots 37 dos quais com

mais do que uma identificacdo significativa (Fig Pabela 1 - Anexo).
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Figura 2 Gel 2DE corado cofolloidal Coomassie Blu&-250, representando
as proteinas totais de folhas de cafeeiro. Os rasmiedicados na
imagem s&8o dosspots de proteinas isolados a partir do gel e,
subsequentemente, identificados por MALDI-TOF/TORS
(Tabela 1 - ANEXO)

As proteinas identificadas pertencem a 55 supdifanidas quais as
mais representadas sAdP-synthas€22 spot§ e ABC-ATPasg15 spot3 e a
ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RGRBI) subunidade maior e
menor (1%potg. As enzimas ATP sintetases estdo envolvidasamspiorte e na
ligacdo de proteinas, cations e compostos com. fArRuBisCO é responsavel
pela primeira reacdo do ciclo de Calvin, catalisaadixacdo do C® E uma
enzima bifuncional que catalisa tanto a fixacdaaidono fotossintético como,
em determinadas circunstancias, realiza a fixagdoOd no processo de
fotorrespiracéo (NCBI database). Ainda ligada adsintese, mas envolvida nas
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reacbes de luz, h4 a superfamilia das proteinasctmofila a/b (9spot3 e as
superfamilias®hotosystenfPS com proteinas do fotossistema | e Ikfbty. A
superfamilia dosElongation factorscom 9 spots exerce uma diversidade de
funcbes, como: (a) o transporte do complexo amiktRBIA até o ribossomo
durante a sintese proteica, (b) a atividade deecbaps, degradando a sequéncia
N-terminal das proteinas e (c) podem estar envadvith resisténcia a bactérias
patogénicas (FU; MOMCILOVIC; PRASAD, 2012). As mbtas de choque
térmico (HSPs) sé@o consideradas uma das princiglasses de moléculas
chaperonas em plantas superiores e tém papel Icpacia proteger as plantas
contra estresses, restabelecendo a configurac@wahala proteina e, assim,
ajudando a manter a homeostasia celular (AGHDAIsI.e2013). No presente
trabalho elas séo representadas pela superfavitikeotide-Binding Domain of
the sugar kinagelSP70Actin, com 6spotsno total.

Foram detectados diferentepots para a mesma proteina (mesmo
namero de acesso, UniProtKB), commor exemplo, a proteinaoflavone
reductasg(spots852; 875; 880; 889; 899) com um pl que variouebtb-6,2 e
uma MW 35 kDa; a RubisCO (spots 617; 624; 625; @&28; 697) com um pl
que variou entre 5,8-6,4 e uma MW 53 kDa; as castes §pots905; 911; 913;
914; 925; 951; 952; 953; 955) com um pl que vaeptre 4,5-5,5 e uma MW 35
kDa ou aRubisCO activaséspots672; 745; 752; 758; 759; 2278; 738) com um
pl que variou entre 4,8-5,5 e uma MW 48 kDa. Nests®s, a variacdo entre 0s
spotsda mesma proteina ocorre no nivel do pl observadgehe o seu valor
tedrico. Pressup8e-se que as variacOes obseneldtisamente ao pl ocorram
devido a presenca de isoformas das proteinas tegiaio mesmo produto
génico (CASTILLEJO et al., 2010) ou, eventualmeatgerda de solubilidade
das proteinas durante a migracao no gel 2-DEptabcsugerido por Hajheidari
et al. (2005). No entanto, também se considerassilittdade de terem ocorrido

modificacdes pés-traducionais (PTM), principalmengigando o valor MW
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observado no gel ndo é igual ao valor tedrico aptaslo na Tabela 1, como € o
caso das quitinasesRuBiIsCO activaseentre outras. Resultados semelhantes
tém sido descritos em outros trabalhos, como o alfraznik et al. (2013),
durante a andlise do proteoma diferencialmenteesgprem resposta ao estresse
da seca em folhas de feijoeiré®h@aseolus vulgarisL.), ao visualizar o
aparecimento da Rubisco em varios pontos diferelutagl.

Na anotacao funcional das proteinas, realizadagudtevareBlast2GO,
algumas das classes foram agrupadas para faeilitaralise. Duas categorias
representam 90% da funcdo molecular, sendo ege;do (43%) e atividade
catalitica (41%) (Fig. 3A). Considerando o procelkgbdgico, a maioria das
proteinas estava envolvida no processo metab@it®), no processo célular
(19%), na resposta a estimulos (11%) e nos progesorganismos singulares
(11%) (Fig. 3B). Quando analisado o componentelaelgrande parte das
proteinas totais extraidas esta presente na d@li¥), nas organelas (25%) e
na membrana (18%) (Fig. 3C).
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A Func¢ao molecular
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Figura 4 Anotacao funcional da funcdo molecular, (Fpcesso bioldgico (B) e
componente célular (C) de proteinas totais de $olla cafeeiro,
analisados pelsoftwareBlast2GO
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Por meio dasoftwareMercator, verificou-se que as proteinas ligadas ao
metabolismo fotossintético representaram 47% dateijpas identificadas no
perfil do gel 2-DE das folhas do cafeeiro (Fig. @).metabolismo ligado as
proteinas (sintese, degradacdo, alvo e ligacdofaooes) representa 14%,
seguido do estresse (9%), enzimas com atividadgatié/redutora (6%) e
glicélise (3%). Uma quantidade maior de proteir@acionadas a fotossintese,
comparada a outras, era esperada, uma vez que liae apéotedmica foi
realizada a partir de proteinas totais de folhasafieeiro.

Resultados semelhantes foram observados no protdenfalhas de
Medicago truncatulano qual aproximadamente 33% das proteinas ittids
podem ser atribuidas a fotossintese (CASTILLEJ@L.e2010) e deClematis
chinensis(ISHTIAQ et al., 2014), o que corrobora os achadesLiu et al.
(2014) na andlise do proteoma de folhas de vid@isaautores observaram que,
entre as proteinas identificadas, a maior partereyeesentada por proteinas
relacionadas a fotossintese, perfazendo um totf2086. Li et al. (2011) e
Mesquita et al. (2012) também observaram que arngEde das proteinas
identificadas em folhas d€amellia sinensise soja, respectivamente, estava
relacionada a fotossintese.
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 misc
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Figura 5 Processo metabdlico de proteinas totdisldas de cafeeiro, originado
pelosoftwareMercator (com base na classificagdo do MAPMAN)

Dentre as proteinas envolvidas no estresse, formon&radas proteinas
relacionadas com a patogenicidade, proteinas PiRnagpes $pots905; 911;
913; 914; 925; 951; 952; 953; 955)ermin-like (spos 727; 771; 1021) e
proteinas MLP, que tém homologia com as PRspot§1560, 1701).

Fazendo parte da constituicdo de um grupo de pasteintifingicas, as
quitinases catalisam a hidrélise da ligag®d,4 glicosidica da quitina, um
importante componente da parede celular de fungmsamp ser degradada, vai inibir
0 seu crescimento. Elas diferem em sete classesaquagrupadas a 4 familias de
PRPs: PR-3 (classes |, II, IV, V, VI e VII), PRdasses |, Il), PR-8 (classe Ill) e
PR-11 (classe I) (VAN LOON et al., 2006). Nesteidst as quitinases encontradas
constituitavamente presentes em proteinas totdisliEes do cafeeiro pertencem a
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classe lll, ou seja, sdo consideradas PR-8. Eatseclde quitinase também foi
identificada em graos de café (MANAVSKI et al., 2p1

As proteinagniraculin-like (MLPs) tém atividade antifingica, inibidora
de protease, E funcdo de defesa da planta (TSUKWEDAI., 2006). Tendo
homologia com as PR-10, para além da funcdo dietdefesa, estas proteinas
sdo implicadas na funcdo geral durante o estrdss®m, como durante as
mudancas fisiologicas em certas fases do desemeiNd da planta
(FERNANDES et al., 2013). No entanto, alguns memlgesta familia também
expressam constitutivamente, indicando um papelodiico mais geral no
desenvolvimento da planta (SINHA et al., 2014).

Algumas das proteinas de estresse/defesa encantragmesente estudo,
como as proteinas PR e oxidases, ja haviam sidoitdsscomo constitutivamente
presentes no apoplasto @e arabica (GUERRA-GUIMARAES et al., 2014),
nomeadamente as proteilg@smin-like endoquitinases, peroxidases e superéxido
dismutases. Aglermin-like fazem parte de uma familia de proteinas bastante
heterogénea, podendo apresentar atividade oxiddtvalato oxidase ou
superoxido dismutase). Estao presentes em vaig@®®e em varios estagios de
desenvolvimento da planta, e em uma série de maspasestresses bibticos e
abioticos. O aumento da atividade de algumas destasias, como as proteinas
PR e oxidases, entre outras, em plantas de cafezsistentes (GUERRA-
GUIMARAES et al., 2012), sugere que estas proteflessam ser candidatas a
marcadores de resisténcia e, no futuro, poderaatiizadas na selecdo de novas
cultivares com interesse agronémico.

Além destas, foram encontradas proteinas com atleidxidativa, tais
como catalasesspot 621), superdxido dismutasespt 1172), ascorbato
peroxidasesspots983, 1073) e catecol oxidasep@ts533; 541), as quais estdo
envolvidas em um dos primeiros mecanismos de resplesdefesa/estresse em

plantas, ou seja, a explosdo oxidativa ou o acUrdel@®spécies reativas de
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oxigénio (ROS). As ROS podem também funcionar comoléculas
sinalizadoras e, assim, desencadear outros meamiden defesa nas plantas
(DAT et al., 2000). No entanto, estas moléculas alfamente tdxicas para a
célula, quando acumuladas em grande quantidadengodianificar os tecidos
vegetais (RESENDE et al., 2003). Proteinas comaparéxido dismutase, a
catalase e as peroxidases podem atuar ao nivetodagao/degradagcdo dos
ROS, regulando o mecanismo de sinalizacdo/defesgpldatas (MITTLER et
al., 2004; RESENDE et al., 2003).
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4 CONCLUSAO

Foi definida uma metodologia para a caracterizag@dqgroteoma de
folhas sadias de cafeeiro.

Identificaram-se diversas proteinas envolvidasotastintese e também
algumas relacionadas com o estresse bidtico eiahi@ue poderdo auxiliar a

melhor compreender as respostas de defesa doroafeei



ANEXO

Tabela 3 Anotacao funcional das proteinas totdiveis detectadas em folhas de cafeeiro

Valores tedricos

Ndmero de
Superfamilia das proteinad Namero do Spof Identificacdo das proteinas [espéci€] acesst . .
(Glacc.no) P MW (kDa)
808 Ribulose-bisphosphate carboxylase activase (fraprfidicotiana 100380 501 259294
tabacunp
570; 682; 687; 744 Rubisco activase, parfa@itedeschia aethiopita 13430334 6,69 37,0495
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase activaséapp®ryza
ATP-binding cassette transporter 756 sativa IndicaGroup] 13569643 478 216944
nucleotide-binding domain superfamily 672; 738; ?45; 752; 758; Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylas_e/oxygenastaaet partial 04549022 555 34,5482
759; 2278 [Pachysandra terminaljs
810 PREDICTED:_ ribulose blsphosphaye c_ar_boxylase/oxagen 205449432 55 48,0147
activase, chloroplastid/tis viniferd
666 Eukaryotic translation initiation factor 4ATHeobroma cacdo 590574156 5,47 46,8325
Aconitase catalytic domain superfamily 181; 183; 2321 PREDICTED: aconitate hydratase &ychondrial Vitis vinifergd 225460961 6,66 110,0564
Aldo-keto reductases (AKRs) superfamily 878 PREDICTED: probable aldo-keto reductase 2{i&i&rus sinensis 568868403 6,34 37,7271
Alkaline pf;z;;;r:g%si@homologues 555 Phosphoglycerate mutase family prot€odulus trichocarph 224140653 54 61,1814
Alpha amylase cat_alytlc domain 260 PREDICTED: galactlnol——_sqcrose galactosyltransfef¥itis 205452378 554 85,2481
superfamily vinifera
Aspartate amlnotrapsferase (AAT) 673 Glutamate l-sem|a|dehy_de ammotransferm'{tomella sp. 25808964 854 50,7945
superfamily Pringsheinh
666 ATP synthase subunit beta, chloroplastic 114557 5,15 53,4703
501: 606 ATP synthase CF1 alpha s_ubunlt (chloroplaatppidopsis 7525018 519 55,3282
thaliang
ATP_synthase superfamily 631; 634 ATP synthase beta subunit, partial (ciplast) [Coffea arabich 7708197 5,21 52,7766
603 ATP synthase CF1 alpha subunit (chloroplagglycanthus floridus 32480828 52 551871
var.glaucug
2319 ATP synthase subunit alpha, chloroplagtmplulus euphratica 115502358 9,97 10,6213
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Tabela 3, continuagao...

Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof Identificacéo das proteinas [espécié] Nl:::stgﬁde Valores tedricos
(Gl acc.no.)

1837 ATP synthase CF1 epsilon subunit (chlorop[&tffea arabici 116617114 5,83 14,3626
270; 618; 2303 ATP synthase CF1 beta subunit (chlast) [Coffea arabici 116617115 5,36 53,6665
608 ATP synthase CF1 alpha subunit (chloropl@tskypium thurbefi 325210915 5,32 55,6024
609 ATP synthase CF1 alpha subunit, parttidmaedorea seifriii 338825688 5,41 55,4634
596 ATP synthase CF1 alpha subunit, parfaitirophytum ripariurh 338825738 5,27 55,5004
639 PREDICTED: A[‘Igfai);]r;t::;i;u;tsjglg%? mitochonditial 357135971 5.05 58,9241
602; 607 ATP synthase alpha chain (chloroplasid vera 372479636 5,42 55,3343
2325 ATP synthase CF1 alpha subunit, par@aiffea boinensjs 385267533 513 36,0442

324; 330 ATP synthase CF1 alpha subunit, par@iaffea ratsimamangae 385267615 5,06 36,114

866 PREDICTED: ATP s[)(/:nutsﬁrsneisgsa;:\rlnqascha|n, chloropldite- 449433954 8.46 40814
588 ATP synthase CF1 alpha subunit (chloroplacps nuciferh 528748761 57 56,1221

442 Vacuolar H+-ATPase A subun@&ifrus unshiji 6721571 6,16 35,6015

ATPase superfamily 736 Vacuolar-type H+-ATPase subunit Arfbidopsis thalianh 62318769 5,61 9,4707
603; 606 PREDICTED: V-type proton ATPase subunit Fitis viniferg 225428086 5,04 54,2867

Catalase_superfamily 621 Catalase 3Arabidopsis thalianh 2347178 8,31 56,6964
571 Chaperonin-60 alpha suburtvicennia marin 10697184 6,34 35,2147

588 PREDICTED: ruBli?o?OI;?;iSL{/ti)ggi\t/}giipec:gg proteitbsoit beta, 225435794 58 64,608
Chaperonin_like superfamily 1203 PREDICTED: 20 kDa chaperonin, chloroplastiti$ viniferg 225444649 8,96 26,3964
1220 groes chaperonin, putatiwi¢inus communjs 255550363 8,89 26,5983
2305 PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding proteifsnit beta, 356525839 5.85 62,8409

chloroplastic-like 3lycine mak

L9



Tabela 3, continuagao...

Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof

581

576
1176; 1251
1249
- . 1281
Chlorophyll A-B binding protein
superfamily 1285; 1290; 1292

1294

1318
261
Clp superfamily 271
248
1021
727,771
Cupredoxin superfamily 1627

Cupin superfamily

Cytochrome B6-F complex superfamily 1384
321; 324; 328; 330

2294

673

181

EFG (elongation factor G) superfamily

NUmero de
Identificacéo das proteinas [espécié] acessb
: - S (Gl acc.no.)
PREDICTED: ruBlsCQ Iayge subunit-binding protmﬂusmt beta, 460366131
chloroplastic-like Solanum lycopersicum
PREDICTED: ruBisCO large subunit-binding proteitsnit alpha,
chloroplastic-like isoform X1Glycine nax] 571489137
Chlorophyll a/b binding protein, parfatassica napus 86169487
Chlorophyll A/B binding proteirdardenia jasminoidds 224381552
PREDICTED: chlorophyll a_—_b bi_nding protein 13, ctdplastic-like 225461315
[Vitis viniferd

Type Il chlorophyll a/b bindingein [Gardenia jasminoidds 293337343
Chlorophyll a-b binding protein 4, chloroplast®dlanum

lycopersicum] 407970998
Chlorophyll a-b binding protein 1B-21, chloroplasfiriticum 473736509
urartu]

ClIpC protease (chloroplasgdinacia oleracela 4105131
ATP-dependent clp proteagaifumis melo subsp. mglo 307136002
Clp ATPaseArabidopsis thalianh 334185828

Germin-like protein 10\rabidopsis thalianh 42572763
Germin-like protein, partiabpnlisea aurep 527204558
PREDICTED: plastocyanin, chloroplastic isofdriVitis viniferg 225459768
Photosynthetic electron transferf@éobroma cacdo 590690175
elongation factor &@bidopsis thalianh 62320893
Elongation factor 2 family proteiR¢pulus trichocarph 224094244
Elongation factor tu, putativRicinus communjs 255540493
PREDICTED: elongation factor 2-likE{icumis sativis 449456130

Valores tedricos

5,72
5,23
4,72
5,28
5,24
6,32
5,33
4,93
8,78
6,78
591
9,43
541
5,29
8,15
5,33
5,96
5,98
5,85

62,9921

61,7055
8,1781
28,1821
28,824
29,6748
28,7747

21,7469

99,4794
103,3096
102,2422
20,3234
21,4687
17,0055
24,2899
44,9453
93,9532
50,1223
88,6432

89



Tabela 3, continuagao...

Nudmero de
Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof Identificacéo das proteinas [espécié] acessb Valores tedricos
(Gl acc.no.)
2296 PREDICTED: elongation factlor 2-like isoform $dlanum 460399098 5.84 94,1193
lycopersicum]
183 PREDICTED: elongation factor 2-lik€¢lanum lycopersicum 460399105 5,84 94,13333
. . 913 PREDICTED: carboxylesterase 1-li&oJanum tuberosum 565382793 4,87 36,7329
Esterase_lipase superfamily .
957 Esterase d, s-formylglutathione hydrolaBeejobroma cacdp 590635528 6,25 31,9572
Ferritin superfamily 1166; 1172; 1176 FerritirJoffea arabic 290020584 5,72 32,1532
FIG (Fszjgg'r\anﬁT;/glpx)_“ke 853; 855; 857 Sedoheptulose-bisphosphaféisedbroma cacdo 590562472 6,55 42,3193
501; 493 Cell division protein ftsH, putativRiEinus communjs 255558698 6,43 75,3801
FtsH Extracellular superfamil [T
p y 498: 504 FtsH extracellular proteasecgigwg]y isoform 2, gerfTheobroma 508708033 915 496248
. . . 905; 911, 913; 914; 925; L. . .
GH_18_chitinase-like superfamily 951: 952: 953: 955 Class Il chitinase precursor, parti@ldffea arabici 296399179 51 29,0086
GH_38 superfamily 218 PREDICTED: lysosomal alpha-mannosidase-li@elanum 565399766 6.43 116,4061
tuberosum]
Gln-synt (glutamine synthase)superfamily 707; 2311 Plastid glutamine synthetas&gifacia oleracel 154017627 6,04 47,3816
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, pabigddicum
Gp-dh (glyceraldehyde-phosphate 699 annuum] 18072799 634 33,8618
dehydrogenase) superfamily 700 PREDICTED: gcheraldehyde-S-phosphate c_iehydrogeBase 460385509 6.86 50,94
chloroplastic-like Bolanum lycopersicum
Haloacid dehalogenas_e-llke hydrolases 057 PREDICTED: phosphoglycolate phosphatase 1B, chlastip-like 565373406 7.48 395043
superfamily [Solanum tuberosum
Late embryogenesis abundant protein 913 Late embryogenesis abundant protein, group 2 isofor 500627543 469 34,5283
superfamily [Theobroma cacao]
MDR (Medium chain . 791: 817 PREDICTED: quinone qxldoreductase—llke prptem R3340, 460385950 774 41,0011
reductase/dehydrogenase superfamily) chloroplastic-like Solanum lycopersicum
MsP (mgnganese—stabIIISIng 1007; 1010 Oxygen-evolving enhancer protein 1, rdglastic Genlisea aureh 527190719 6,48 34,6532
protein)superfamily
NADH-G superfamily 319 PREDICTED: NADH dehydrogenase [ubiquinone] ironfsul 645246428 572 66,1855

protein 1, mitochondrialfrunus mumie
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Tabela 3, continuagao...

NUmero de
Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof Identificacéo das proteinas [espécié] acessb Valores tedricos
(Gl acc.no.)
Néo atribuido 737 Nodulin-related protein 1, putativEHeobroma cacdo 590699457 5,91 16,1668
404 Hsp70, partialfetunia x hybridh 20559 5,06 70,782
443 Heat shock 70 kDa protein, mitochondrRisum sativuin 585272 5,81 72,3008
405 HSP70Triticum aestivurh 2827002 5,13 71,0305
Nucleotide-Binding Domain_sugar- 423; 425 Heat shock protein 7Argbidopsis thaliank 6746592 5,13 77,1056
kinase_HSP70_actin superfamily
713 Actin, partial Lotus japonicuk 158997742 514 29,3814
704 Actin 2, partial Carica papaya 425872892 5,34 23,8574
427 PREDICTED: s}romal 70 kD;i heat shock-related pmtei 470142981 507 74.9446
chloroplastic-like Fragaria vesca subsp. vegca
) . . 808; 810 Phosphoribulokinase family proteffopulus trichocarph 224071429 59 44,9781
Nucleotide kinase superfamily . . . .
801 Phosphoribulokinase, parti@¢nlisea aurel 527194042 55 41,9997
PAP_fibrillin superfamily 1166 Fibrillin 4 [Coffea canephoia 88175351 9,05 31,7983
. . 601 PREDICTED: probabli m|toc_hondr_|:1l-procesyng pegrt@ subunit 225450974 6.42 58,4815
Peptidase_M16 superfamily eta |Vitis viniferg
600 Mitochondrial processing peptidagehlisea aurep 527200206 6,3 59,011
) ) PREDICTED: ATP-dependent zinc metalloprotease FESH
Peptidase_M41 superfamily 505 chloroplastic-like Citrus sinensik 568829330 4,62 12,4732
Phosphoglycerate_kinase superfamily 684; 688 Phosphoglycerate kinase (chloropla¢igdtiana benthamiarja 313585890 7,66 50,0838
983; 1073 Ascorbate peroxidadéidotiana tabacm)] 559005 5,43 27,3881
Plant_peroxidase_like superfamil . ; ; i
_p ! p y 1021: 2274 PREDICTED: thylakoid lumenal 29 kDa protein, chipkastic-like  eooas000 7.67 20,8027
isoform X2 [Citrus sinensip
Porin3 superfamily 999 Voltage-dependent anion channel prot8jpifiacia oleracea 1256259 6,59 29,6283
Polyphenol oxidase middle domain_DWL 533 541 Chain A, Catechol Oxidase From Ipomoea Bata$agegt Potatogs 6137614 556 38,7747

superfamily

In The Native Cu(li)-Cu(li) State

02



Tabela 3, continuagao...

NUmero de
Superfamilia das proteinad Ndmero do Spof Identificacéo das proteinas [espéci€] acessb Valores tedricos
(Gl acc.no.)
PS bp superfamily 1297; 1316 Oxygen-evolving enhancer proteiM®ius notabili§ 587863955 8,29 28,3336
A . PREDICTED: photosystem | reaction center subunithloroplastic
PS_aD superfamily 1362; 1377 isoform 1. Vitis viniferd] 225432620 9,74 22,4808
870 Photosystem Il stablhty/as_sem_bl_y factor HCF13@oniplast 255559812 711 43.4415
precursor, putativeHicinus communjs
Photosynthesis system_II_BNR superfamily 885 PREDICTED: phot_osystem I st_ab|||ty/assembly fadtF136, 470123459 6,55 44,1488
chloroplastic-like Fragaria vesca subsp. vesca]
874 PREDICTED: photosystem Il stability/assembly fadttF136, 565376990 6,55 43,8466
chloroplastic-like Solanum tuberosum
Ribosomal_L7_L12 superfamily 1377 Ribosomal protein L12-1&licotiana tabacur 20020 6,34 20,3213
. . ’ PREDICTED: 30S ribosomal protein S1, chloroplatiie-
Ribosomal_S1_like superfamily 738 [Solanum lycopersicum] 460366318 53 45,2646
Ribosomal_S5_like superfamily 987 PREDICTED: 308 ribosomal protein S5, chloroplasiée- 565360531 53 45,2646
[Solanum tuberosum]
639; 2312 RbclL, partial (chloroplasgriticum aestivurh 12344 6,6 47,0026
657 Ribulose bisphosphate carquylase large chiailoka 131899 6.13 517362
moschatellinh
618 Ribulose b|sphqsphate car_b_oxylase large chalnl_ap@hloroplast) 131983 66 51,814
[Jasminum simplicifolium subsp. suavissirhum

617; 624; 625; 626; 628;  Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenage &arbunit
697 (chloroplast) Coffea arabic 116617116 6.13 53,3536

. . Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenage &rbunit,
RuBisCO_large superfamily 545 partial (chloroplast)Eustegia minuta 125857561 587 50,3551
687 Rlbulose—l,5—b|sphosphate carboxyla_\s_e/oxygenage E&rbunit, 188529315 8.16 355215

partial (chloroplast)Turrillia lutea]

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenage &rbunit,
621 partial (chloroplast)[ogania sp. SH-2030 306481525 621 49,5251
2206 Rlbulose—l,57b|sphosphate carboxyla§e/o>§ygenage E&rbunit, 344051307 813 33,9558

partial (chloroplast)$cutellaria baicalens]s

087 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenage &rbunit, 408474837 6 23.9412

partial (chloroplast)@cimum tenuiflorun

WA



Tabela 3, continuagao...

NUmero de
Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof Identificacéo das proteinas [espécié] acessb Valores tedricos
(Gl acc.no.)
1934: 2339 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenasé sahanit 24940138 8.49 20,3915
RuBisCO_small superfamil [Coffea arabicg
= p Yy 2316: 2331 Plastid ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxgge small 83375904 588 13.8449
! subunit Coffea arabicik ! !
S-adenos:lurgztr?;cr)rr:illr;e synthetase 657 S-adenosylmethionine synthase, par@arlisea aurep 527203281 5,64 42,7274
700 Nucleoside-diphosphate-sugar dehydrataseapftantago majoy 106879583 5,07 22,6676
852; 875; 880; 889; 899 Isoflavone reductase-likatgin [Coffea arabich 255529745 5,53 34,3763
523 Unnamed protein produdtifis viniferd 297746027 5,92 37,1958
SDR (Short-chain 872 Phenylcoumaran benzylic ether reductdsgchlyptus globulus 383081915 553 33.8259
dehydrogenases/reductases) superfamily subsp. globulus] ' '
999; 1021 Putative NAD-dependent dehydrogenagaghroxylum coch 392056685 5,64 27,3301
827 PREDICTED: malate dehydrogenase, mitochondrial{&elanum 565386264 8.9 35,6671
tuberosum]

828 mRNA-binding family proteinfopulus trichocarph 224066507 7,64 43,683
SOD_Fe superfamily 1172 Protein Fe superoxide dismutasbrus notabili§ 587934143 5,41 35,0925
SRPBCC superfamily 1560; 1701 PREDICTED: MLP-like protein 28ifis viniferg 225424270 5,35 17,0801
2286 Thioredoxin [Limonium bicolof 154721452 9,63 20,2775
1662 Thioredoxin H-type 1, partidi[cotiana benthamiarja 257222628 5,56 13,2973

Thioredoxin_like superfamily 1340; 1346 Peroxiredoxin Zémarix hispidg 376341960 6,9 29,8009

PREDICTED: protein disulfide-isomerase-likedlanum

646 lycopersicum] 460392863 4,98 55,5088

1377 PREDICTED: 2-Cys peroxiredoxin BASl—Ilke, chlorogtig-like 460407951 6 204614

[Solanum lycopersicum
2274 Triose-phosphate isomerase, cytos@ltiinia x hybrida 1351279 5,54 27,132
TIM_phosphate_binding superfamily . hi

850 PREDICTED: probable fructose-bisphosphate aldalase 225427768 813 42,9482

chloroplastic Vitis viniferd

A



Tabela 3, conclusao...

Nudmero de
Superfamilia das proteinad Ntamero do Spof Identificacéo das proteinas [espécié] acessb Valores tedricos

(Gl acc.no.)
645 Enolase, putativé&Rjcinus communjs 255575355 5,62 47,9364

. Triose phosphate isomerase cytosolic isoform-lilkatgin
1027; 2323 [Capsicum annuun 390098824 5,72 27,094
828; 852 Fructose-bisphosphate aldolase 2 isofoffinéobroma cacdo 590702963 8,14 42,9239
874 PREDICTED: fruqtose—blsphosphate aldolase 1, cplastic-like 645273256 821 42,7627
isoform X1 [Prunus mumie
418 Chloroplast transketolase precursor, par@aissypium barbadense 151368158 5,68 18,4287
PP (thlamln:u%);rr?grf:](i)liphate)—enzymes 412; 416; 417 Transketolase family protefopulus trichocarph 224063766 5,97 80,7162
414 Transketolaselheobroma cacdo 508704351 6,34 80,6573
2319 Alpha-tubulin 2PPopulus tremuloidds 146149535 4,97 49,8274
Tubulin_FtsZ superfamily .

651 Beta-tubulinEucalyptus grandis 153799899 4,74 50,4588

2Superfamilia, de acordo com a classificagdo do NE&h base nos dominios conservados das proteinas.

YNuamero que identifica os spots proteicos no geE2(Eig. 2)

‘Identificagéo dos peptideos com base na homoldgideocom proteinas caracterizadas@offeasp. € em outras espécies por pesquisa atravélsAISTR em bases de dadBSTCoffee
9 Ntmero de acesso do GenBank, atribuido apés amlisespectrometria de massa (MS/MS)

®Valores de massa molecular (MW) e ponto isoelé{itpdeterminados pelExPASy Molecular Biologya partir do nimero de acesso da proteina (Glnack.

EL
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CAPITULO 3

ANALISE DA ALTERACAO NA ABUNDANCIA DE PROTEINAS DE  FOLHAS DE
C. arabicacv. Mundo Novo, APOS O TRATAMENTO COM INDUTORES DE
RESISTENCIA E INFECCAO POR H. vastatrix

RESUMO

A ferrugem-alaranjadaHemileia vastatrixBerk & Br) é uma das
principais doencas do cafeeiro ardbiCaffea arabical.). O principal método
de controle desta doenca é a aplicacdo de fungjoiflee tém impacto negativo
no ambiente e na salilde humana. A pesquisa de raétlidmativos de controle
desta doenca, nomeadamente por meio de produtgeistme indutores de
resisténcia das plantas, podera ser uma imporfantmenta para o0 manejo
fitossanitario sustentavel das lavouras. O trab&hoealizado com o objetivo
de comparar as proteinas com diferenca na aburdéslativa em folhas de
cafeeiro tratadas com os indutores de resistéGeeenForce CuCa e Bidne
infectadas com o fungd. vastatrix As proteinas totais sollveis foram extraidas
das folhas de cafeeiro e separadas por 2-DEspss polipeptideos com
diferengca na abundancia relativa foram excisadogyeloe identificados por
espectrometria de massa (MS). Foram identificadagp®teinas que estdo
envolvidas na fotossintese, no estresse abiot@t@bj no metabolismo ligado
as proteinas, na glicélise e na atividade oxidatdatora. Apds pulverizacéo
com GreenForce CuCa, verificou-se que as protaimais abundantes estédo
envolvidas na fotossintese. J4 no que se refergvarizacdo com Bidh as
proteinas mais abundantes estdo envolvidas no atistab energético e de
estresse. O perfil proteico das folhas tratadas &bom® mostrou-se mais
semelhante ao da testemunha do que ao do GreerFo@= A caracterizagéo
das proteinas diferencialmente expressas das pldateafeeiro tratadas com os
indutores de resisténcia revelou um aumento na délmeom de proteinas
envolvidas no metabolismo energético (fotossintesespiracdo), sugerindo
modificaces ao nivel do metabolismo primario dastps.

Palavras-chave:Coffea arabica H. vastatrix Indutor de resisténcia.
Proteoma de folhas. Espectrometria de massa.
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ALTERATION ANALYSIS IN PROTEIN ABUNDANCE OF THE
LEAVES C. arabicacv. MUNDO NOVO, AFTER TREATMENT WITH
INDUCERS RESISTANCE AND INFECTION BY H. vastatrix

ABSTRACT

The coffee leaf rustHemileia vastatrixBerk & Br) is a major disease of
Arabica coffee Coffea arabical.). Fungicides are the most common mean to
control this disease; but with a negative impacth@aenvironment and human
health. The research of alternative methods torabtttis disease, including
through product/compounds of plant resistance iadycthat can be an
important tool for sustainable phytossanitary manmagnt of crops. This work
had the objective to compare the proteins diffeim¢he relative abundance of
coffee leaves treated with resistance inducersei@terce CuCa and BiBnand
infected with the fungubl. vastatrix.The total soluble protein were extracted of
coffee leaf and separated by 2-DE. The polypeptsjests differing in the
relative abundance were removed from the gel arghtiied by mass
spectrometry (MS). Sixty five proteins were ideetif involved in
photosynthesis, in abiotic/biotic stress, proteietabolism, glycolysis and
oxidative/reductive activity. After spraying withr€@nForce Cuca, it was found
that the most abundant proteins are involved irtggwmthesis. In what regards
the Biorf spraying, the most abundant proteins are involitedenergy
metabolism and stress. The protein profile of #avés treated with Bi6nwas
more similar to the control than to the GreenFof2eCa. The proteins
characterization differentially expressed in coffgents treated with resistance
inducers revealed an increase in the abundanceotd#ips involved in energy
metabolism (photosynthesis and respiration), suggeshanges at the primary
metabolism level of the plants.

Keywords: Coffea ArabicaH. vastatrix Resistance inducer. Leaf proteome.
Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A ferrugem-alaranjada, causada pelo fulktgmileia vastatrixBerk &
Br, é uma das principais doencas do cafeeiro axdfioffea arabical.). Em
condicBes favoraveis ao desenvolvimento do patggesia doenca pode causar
perdas de producédo de até 50% (ZAMBOLIM; VALE; ZAKIBIM, 2005),
sem controle quimico (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 20). No
entanto, os fungicidas sdo uma fonte de contaminagébiental, podendo
provocar danos a saude e, a longo prazo, podemeogacas resistentes do
patogeno (ABRAHAO et al., 2009; AMARAL et al., 200®ara controlar este
problema, diversos estudos tém sido realizadogndis desenvolver métodos
alternativos de controle de doencas em plantasERIBE et al., 2002).

A compreensdo dos mecanismos de defesa relacioneoios a
resisténcia do cafeeiro a patbgenos é muito impiErtapara auxiliar o
desenvolvimento de produtos/compostos capazesddeiina expressao destes
mecanismos para a protecdo das plantas. Nessextognte inducdo de
resisténcia vem sendo uma importante ferrament @ananejo fitossanitario
sustentavel e integrado das lavouras. A resist&igtiémica adquirida (SAR), ou
inducdo de resisténcia (IR), ativa os mecanismadefiesa das plantas por meio
de alteracdes estruturais (deposicao de caloséndigpapila, etc.) ou quimicas
(aumento de atividade de enzimas, acumulacéo decolab sinalizadoras, etc.),
por meio de tratamento com agentes biéticos ouiabg) aumentando, assim, a
resisténcia geral da planta (CAVALCANTI et al., 20RESENDE et al., 2004).

Avancos nas pesquisas envolvendo a inducédo deémesies em plantas
vém sendo acompanhados pelo surgimento de novasitpsocomerciais que
apresentam maior eficacia, estabilidade e menoradiop ao ambiente.
Resultados promissores foram alcancados com aagfldo do indutor de

resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM, produto daipgr benzotiadiazole ou



82

BTH) e Biorf’, nome comercial. Guzzo et al. (2001) e Marchiggere Resende
(2002) relataram que a aplicacdo do produto prémooa protecdo contri.
vastatrixem mudas de cafeeiro das cultivares Mundo NovoteaC&ermelho
M-99. Esse efeito indutor do ASM contra a ferrugésn confirmado por
NOJOSA (2003), em cujo trabalho o tratamento conMASBoporcionou 52%
de controle em mudas de cafeeiros infectadas. SegMartins et al. (1998),
este produto foi capaz, em condi¢cdes controladamduzir protecdo contid.
vastatrixpor até 10 semanas. Este produto também foi efiiciem controle de
ferrugem em plantas de cafeeiro cv. Mundo NovoJamuras de café em ano
de baixa safra (FERNANDES et al., 2013). Nardi let(2006), utilizando a
técnica de PCR quantitativo em tempo real e daidgécde microarranjo,
observaram que, apés 16 horas de pulverizacdo c8M Am cafeeiro, foi
induzida a expressdo de genes de defesa da regisw@stémica adquirida,
nomeadamente glutationa-S-transferase, superéxidmuthse, peroxidase,
quitinase e lipoxigenase.

Alguns estudos tém confirmado o potencial de egra¢getais na ativacdo
da SAR. Extratos de plantas podem conter mltiplasadores e, além disso,
formulacdes obtidas de residuos/ subprodutos darafindustria de café, que estao
sob sigilo de patente (Pl 0603575-2 e Pl 070559&p)esentaram resultados
promissores no controle de diversos patdégenos feicae em outros cultivos
(AMARAL, 2005; BARGUIL et al., 2005; MEDEIROS et.aR010; RESENDE et
al., 2004). Dentre essas formulacdes, destacarsgistrada como GreenForce
CuCa, pela Agrofitness Tecnologia Agricola Ltdanpeesa da Incubadora de
Empresas da Universidade Federal de Lavras, UFaas, MG.

A eficiéncia desses produtos no controle de fithpanos tem sido
observada em vérios patossistemas, em ensaiobatattaio, casa de vegetagcédo
e condi¢cdes de campo (BONALDO et al., 2004; CAVALCH et al., 2006;
GUZZO; MARTINS; MORAES, 1987).
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Outra formulacdo a base de 60% de subprodutosdisacprodutiva do
café acrescido de cobre e calcio, denominada GoeemFCuCa, vem sendo
testada e tem apresentado resultados promissoresnttmle de doencgas. Em
mudas de cafeeiro cv. lapar 59, observou-se qu® desta formulacdo reduziu
87,3% da severidade da cercosporiose em relagdestamunha, quando
pulverizados com GreenForce CuCa 168 hai (ANDRADEL.e 2013). Martins
et al. (2013) também obtiveram sucesso com o us@rdenForce CuCa no
controle da mancha-aureolada do cafeeiro. Os autelataram reducéo de 41%
no controle na severidade desta bacteriose emimqreo no campo. Monteiro
et al. (2013) verificaram que o GreenForce CuCélcagn a 168 hai coril.
vastatrix apresentou eficiéncia de 67,5%, quando compadatbstemunha, o
gue pode ter ocorrido pela associagdo de indutoatsrais de resisténcia
contidos nesta formulacdo, apresentando-se comoewn®ente opgdo para o
manejo dessa doenca.

Diante do exposto, o presente trabalho foi reatizean o objetivo de
caracterizar as proteinas com diferenca na abuiadéaiativa (separadas por 2-
DE seguida de MS) de plantas de cafeeiro tratadas os indutores de
resisténcia GreenForce CuCa e Biominfectadas com o fungh vastatrix
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no departamenkitogatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no Centeo lavestigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), Oeiras/Portugal.

2.1 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Para a formacdo de mudas de cafeeiro da cultivand®luNovo,
pertencente a linhagem 379/19, sementes foram rédfpi da Estacao
Experimental da Epamig, Centro Tecnolégico do 8uVéhas, Lavras, MG.

As sementes foram germinadas como descrito noubait

As plantas foram mantidas em casa de vegetacaDepartamento de
Fitopatologia da UFLA, com variacdo de temperatmae 18 a 27 °C, sendo
irrigadas diariamente. Ao atingir cinco pares déde totalmente expandidas,
com cerca de seis meses de idade, as plantas ti@msferidas para uma camara
climatizada tipo Fitotron (Eletrolab — S&o Paulalh, em condi¢cdes
controladas de temperatura (2€) e fotoperiodo de 12 horas sob luz
fluorescente, 30 dias antes do inicio do experimepara aclimatacdo as
condi¢cbes ambientais do ensaio.

2.2 Tratamento com indutor de resisténcia

A formulacdo GreenForce CuCa foi processada nadusidade Federal
de Lavras, sendo a mesma utilizada na dosagem He.3mO composto éster
S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-tiadizole-7-carbiotd) um derivado do
benzotiadiazole (acibenzolar-S-metil, ASM) comdmente denominado de

Bion®, foi utilizado como controle positivo na concepéta de 0,29 t, para a
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inducdo de resisténcia em cafeeiros. Amostras theadojovens totalmente
expandidas foram lavadas com agua destilada, datesrem pulverizadas com
os indutores (superficie abaxial do 1° par de &)lh&omo controle, foram
utilizadas folhas pulverizadas com agua destilagd#tes de cada coleta, as
folhas foram lavadas em agua destilada. As amokiras coletadas as 0, 72,
120 e 168 horas apés o tratamento (Fig.1) e guasdadividualmente em papel
aluminio, rapidamente congeladas em nitrogénig) (fduido e, em seguida,
armazenadas em ultrafreezer, a -80 °C, para pastedracdo das proteinas. O
experimento foi montadatilizando-se o delineamento em blocos casualigado
com quatro tratamentos e trés repetices, sendorepdticio composta por trés
mudas da cultivar Mundo Novo com, aproximadame6teneses de idade,

perfazendo um total de 144 mudas.

2.3 Obtencéo do in6culo délemileia vastatrixe inoculagdo de cafeeiros

Folhas naturalmente infectadas céin vastatrix foram coletadas em
lavouras cafeeiras no municipio de Lavras, MG. dmsmente, o0s
urediniésporos foram retirados das folhas mediesgpagem, utilizando-se um
pincel de ponta macia (n° 1).

Para a inoculacdo, foi preparada uma suspensaed@iosporos dél.
vastatrix na concentracéo de 1,85 x° ¥0L" urediniésporos, determinada em
camara de Neubauer, contendo dispersante Tweeb @4) (SALUSTIANO
et al., 2008). A viabilidade do in6culo foi testadan laminas escavadas
contendo agua destilada e mantidas no escuro pohoids, nas mesmas
condicBes do experimento apos a inoculacdo. Apohoras de pulverizacédo
com os indutores de resisténcia, as mesmas fotlnamfinoculadas com uma
suspenséo de urediniésporos. Como controle fordiradas amostras de folhas

inoculadas. As amostras foram coletadas as 4896 dwras apés inoculacédo
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(Fig. 1) e, em seguida, acondicionadas individuatmeem papel aluminio,
rapidamente congeladas em nitrogénig) (Mjuido e, em seguida, armazenadas

em ultrafreezer, a -80 °C, para posterior extraig@oproteinas.

Eo Pulverizada Inoculagio com
. com GreenForce Cuca Hemileia vastatrix
ou Bion®
l, l, 24 48 72 96 Focadi.
' | | loopv b
o 24 48 73 96 120 144 168 h.a.p.
T T
G
T = Testemunha B
G = GreenForce T* T*
B =Bion
T* = Testemunha + Inoculagio G* G*
G* = GreenForce + Inoculagio
B* = Bion + Inoculagdo B* B*
h.a.i: horas apos a inoculagdo com H. vastatrix
h.a.p: hora dpds a pulverizagdo com Greenforce Cuca ou Bion *

Figura 1 Esquema com o delineamento experimentatrdtamentos efetuados
(Greenforce, Biofi e inoculagéo corilemileia vastatrix e respectivos
tempos de coleta (em preto, as horas apés pulgdozaem vermelho,
as horas apos inoculacdo ctinvastatriy das amostras de folhas de
C. arabicaMundo Novo. Como testemunhas foram utilizadasa®lh
tratadas com agua (T) e/ou inoculadas (T*)

2.4 Preparacao, obtencao e purificagdo do extratagteico

Dois pares de folhas jovens totalmente expandides gada tratamento
foram coletados e as proteinas totais extraidagnesipitacdo com 10% (m/v)
de acido tricloroacético (TCA)/acetona contendo 7%0 (v/v) de B-
mercaptoetanol, baseado no protocolo descritoDzonerval et al. (1986). O
extrato proteico foi preparado conforme citado mpiwlo 2. A coleta foi
realizada no més de fevereiro do ano de 2013.

Trinta microgramas de amostra proteica (pellegnforessuspendidas em 750
pL de tampéo 2% SDS; 30 mM Tris-HCI pH 8,8 e 50 BIPT. A solubilizacéo das



87

proteinas foi realizada por agitacdo, primeiro wotex (1 min) e, depois, em
movimentos oscilatorios (25 osc/min), durante 2&i¢com agitacdo no vortex a cada
30 minutos). As amostras foram posteriormente itiggdidas a 12.000 g/15 min, de
modo a obter um sobrenadante limpo. Aproximadam@®e L do sobrenadante
foram purificadoz utilizando-se o0 2-D Clean-up KIGE Heathcare). Apos
purificacdo, as amostras foram guardadas em taBtpaoM Tris-HCI pH 8,3, 7M
ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS, a -80 °C, até seitdizadas.

2.5 Quantificagdo das proteinas

A quantificagdo da concentragcdo proteica das difeseamostras foi
estimada pelo método de Bradford, adaptado pacaplie ELISA e modificado
por Ramagli (1999) para 2-DE, usando como padribwamina de soro bovino
(BSA). A absorbancia foi medida a 595 nm em espfatimetro de ELISA
(modelo UVM340). As analises foram realizadas eiplitata, tanto para os
pontos da reta de calibragdo como para as amaAt@sicentracao da proteina
nas amostras foi determinada a partir da reta pa&a 0,98), linear para uma
gama de proteinas entre 1-10 pg'mL

2.6 Eletroforese bidimensional - 2-DE

O IEF foi realizado em tirdPG DryStripspH 4-7 de 18 cm, em que
foram aplicadas 300g de proteina, 1,7 pl de IPG buffer (gradiente ldet§y) e
4 ul deDeStreak A corrida foi realizada num equipametRGphor Ettan IEF
(GE Healthcare), a 20 °C, com uma corrente dg/o@or strip, de acordo com
0s seguintes protocolos: 100 V — 2Btep —n-hold30 V- 10h Step-n-hold150
V — 3h —=Step — n — hotd300 V - 3h —Step — n — hotd1.000 V — 6h —
Gradiente; 1.000 V — 1h Step — n — hotd8.000 V — 4h — Gradiente; 8.000 V —
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3.200 V/h —=Step — n — holce 100 V - 18h -Step-n-hold As tiras foram
armazenadas a -20 °C, até o seu uso.

Para a realizacdo da segunda dimenséo, as tiragebeforam
acondicionadas individualmente em tubos de ensams quais foram
adicionados 7,5 mL de tamp&o de equiltbriom 1% (p/v) de ditiotreitol
(DTT). Apbs a agitacao, durante 15 minutos, a teatpea ambiente, a solucéo
de cada tubo foi substituida por 7,5 mL de tampdequilibrio contendo 2,5%
(p/v) de iodoacetamida. Nessa solucdo, as tirasafic em agitacdo por mais 15
minutos. Apos o equilibrio, as tiras foram colocade topo de um gel de
poliacrilamidaDALT GEL 12,5%, de acordo com as instru¢Bes do fabricante
(GE Healthcare). A separacdo das proteinas prasessoem condigbes
desnaturantes em aparelho de eletrofokgdten DALT six(GE Healthcare), a
temperatura de 25 °C, com poténcia total 1,5 Wgabr até o fim da corrida

(aproximadamente 22 horas).

2.7 Coloragéo comCoomassie Blue Coloidal G-250

Os géis foram fixados em solucdo contendo 10% idie acético e 40%
de etanol, por um periodo minimo de 30 minutos.deguida, esta solucédo foi
descartada e os géis foram colocados em soluc@saqgie azul de Coomassie
coloidal, composta paCoomassie Blue G-250,1% (m/v), sulfato de amdnia
10% (m/v), acido fosforico 1,2% (v/v) e metanol 2Q%v), para corar, durante
7 dias, seguindo protocolo da GE Healthcare, nmzadifd por Neuhoff et al.
(1988). Antes da obtencado da imagem (Image ScdrGErHealthcare), os géis
foram lavados duas vezes com agua destilada pgaea eresiduo do corante.

'50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6M ureia; 30% glicerol; 29DS; azul de bromofenol



89

2.8 Andlise dos géis

Utilizou-se osoftwarede analise de imagens de géis EDpgenesis
Same Spot 2D software v.s. Nbnlinear Dynamics, Waters), para selecionar o
gel com maior nimero dgpotse com melhor qualidade para ser padrdo de
referéncia, sendo este utilizado para alinhar todaggéis do ensaio.

Para a obtencdo depotscom alteracdo na sua abundancia, os géis das
amostras controle (folhas tratadas com agua efmuliadas) foram comparados
com os géis das amostras tratadas (GreenForce Bidl&, e inoculadas). Foi
escolhido um gel de referéncia para fazer o alidmindosspotsde todos os
géis. O alinhamento foi gerado tanto automaticaenentmo manualmente em
decorréncia das deformidades intrinsecas de cdd&@egoram considerados
para a analise aspotsque estavam presentes nas trés repeticdes bdode
cada tratamento e que tinharspotcomfold change> 1,5.

Para o tratamento estatistico dos valores norndalizdas proteinas, o
softwareSISVAR foi utilizado para a andlise de varidancia eomparacéo de

médias pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2.9 Identificagdo das proteinas por espectrometride massa (MS)

Apés andlise das imagens, gsots mais abundantes e visiveis foram
excisados manualmente dos géis e colocados numaoptaica de
sequenciamento com 96 pocos. As microplacas forasadas para €entre de
Recherche Public Gabriel Lippmarn(ihuxemburgo), para andlise pamatrix
assisted laser desorption/ionization time of flighdiss spectrometryou
MALDI-TOF/TOF-MS e liquid chromatography—mass spectrometou LC-
MS/MS. O cruzamento da informac¢é@o das massas dos potipEptbtidas por

MS com a informacgéo disponivel em bases de dadoéngeas (NCBI e
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ESTCoffegpermitiu identificar as proteinas. Esta etapardbalho foi realizada
pela Dr.2 Jenny Renaut, responsavel da plataforen®rdtedmica do CRP-
Gabriel Lippmann.

A espectrometria de massa foi realizada utilizasgloe MALDI-
TOF/TOF-MS/MS e LC-MS/MS, para determinar e compas massas de
peptideos geradas por digestdo com tripsina. Céamedros utilizados foram:
modificacdo fixa, realizada por carbamidomitel rodificacdo variavel, por
desoxidagéo, metilacdo, oxidacdo e transformacaoitofano em cinurenina;
valores de massa monoisotopicos;massa das proteings sem restricéo;
tolerdncia a massa dos peptidepst150 ppm;tolerancia a massa dos

fragmentos +0,75 Damaximo de locais nao hidrolisadasdois.

2.10 Processamento adicional dos dados

As proteinas identificadas foram subsequentememalisadas
utilizando-se vérias ferramentas de bioinformatidainformacéo de base
foi obtida usando os bancos de dados InterProtPtdhie NCBI. O ponto
isoelétrico (pl) e o peso molecular (MW) tedricordm determinados
utilizando-se o software EXPASy Molecular Biology Server
(http://web.expasy.org/protparam/) (WALKER et aR005). A anotacéo
funcional das proteinas identificadas foi realizactam base naGene
Ontology AnnotationGO; http://www.geneontology.org), utilizando-sg o
softwares Blast2GO versdo 2.7.2 (http://www.blast2go.de/)ONMESA,;
GOTZ, 2008) e oMercator Automated Sequence Annotation Pipeline
(http://mapman.gabipd.org/web/guest/app/mercatddHSE et al, 2014).
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3 RESULTADOS

O presente estudo foi realizado com o objetivoatleaterizar as proteinas
cuja abundancia relativa variou significativameap®s a pulverizacdo com 0s
indutores de resisténcia GreenForce CuCa e“®Béou a inoculagdo com o
patégendH. vastatrix Serdo apresentados e discutidos os resultadgsatafas
identificadas para os tempos 72 e 120 horas appisvarizacdo (hap) com os
indutores de resisténcia ou 48 horas ap0s a ingimignai) conH. vastatrix As
amostras dos restantes tempos (168h/96h) aindasestdo analisadas.

Foram realizadas diferentes comparagfes, tais ctas@munha x
testemunha inoculada, as 120h; GreenForce CuCa eenGorce CuCa
inoculadas, as 120h; BiBix Bion® inoculadas, 120h; testemunha x GreenForce
CuCa x Bioff, 120h; testemunha x GreenForce CuCa x Bidr20h todas
inoculadas; (Testemunha x GreenForce CuCa x“Bl@®h) x (testemunha x
GreenForce CuCa x Birl20h todos inoculadas); testemunha x GreenForce
CuCa x Bioff 72h e (testemunha x GreenForce CuCa x Bid@h) x
(testemunha x GreenForce CuCa x Bida0h).

Apb6s separacdo das proteinas por 2-DE e andlisgélss(tal como
previamente mencionado), foram excisados 1§#ts tendo-se obtido
identificacdo significativa para &pots(Fig. 2 e Tabela 1).
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Figura 2 Gel 2-DE corado co@olloidal Coomassie Blue G-258epresentando
proteinas diferencialmente expressas de folhaseicafeapdés o
tratamento com indutores de resisténcia GreenFou®@a ou Biofi
e/ou apds a inoculacdo corh vastatrix. Os numeros indicados na
imagem correspondem aagpots das proteinas isoladas do gel e
subsequentemente identificadas por MALDI-TOF/TOMS- (maiores
detalhes, ver tabela 1)

As proteinas que variaram na abundancia relativaanio
identificadas neste estudo e pertencem a 37 supBids
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpshicgTabela 1), sendo as
mais representadas HSP70 (5 spotShlorophyll A-B binding protein
superfamily(5 spots) e ribulose 1,5-bisfosfato carboxilasgfemase (RuBisCO)
subunidade maior e menor (4 spots). A anotacdoidnacdas proteinas que
diferiram na abundéancia (programa Mercator e B@&t2- Fig. 3) permitiu
verificar que as proteinas ligadas ao metabolismos§intético representavam
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52%; as proteinas de estresse abidtico/bibtico, EBMolvidas no metabolismo
das proteinas (sintese, degradacao, alvo e ligacééatores), 12%, seguidas de
glicolise, 4%, e proteinas com atividade oxidateditora, 4%.

Processo biolégico

m Fotossintese - Ciclo de Calvin

3%
3%

A
K

Figura 3 Anotacao funcional do processo biologias proteinas totais de folhas
de cafeeiro que diferiram na abundancia apés ¢aniemtos com o
indutor de resisténcia, utilizando esftwaresMercatore Blast2GO.
(maiores detalhes, ver Tabela 1)

m Fotossintese - Reagdo de luz
m Metabolismo ligado a Proteina
m Glicolisz

® Estresse abiotico

u Estresse bidtico

=Redox

= N-metabolismo

u Metabolismo secundario -

flavonédides
= Qutros

3.1 Efeito do tratamento com indutores de resistér

A comparacao dos perfis proteicos 2-DE das amod&dslhas tratadas
com GreenForce CuCa, Biba com agua (testemunha), nos tempos 72h e 120h,
revelou um total de 35pots cuja abundancia relativa variou entre as amostras
Quase metade dos spots apresentou maior abundé&mcipelo menos um
tratamento GreenForce CuCa ou Biogquando comparado com a testemunha.
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Nas amostras tratadas com GreenForce CuCa, a paier dosspots
(30 spot3 diminuiu de abundancia, sugerindo uma inibicdonmetabolismo
ligado a fotossintese, estresse abidtico, proteisiasese, degradacdo, alvo e
ligacdo a cofatores), glicolise e metabolismo sdétin. No entanto, para 5
spots, foi observado um aumento significativo denalancia das proteinas
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenasell seadunit (spot 1934),
sedoheptulose-bisphosphataéspot 853), oxygen-evolving enhancer protein
(spot 2282), ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase activaspot 756) e
chloroplast photosynthetic water oxidation complgpot1014). Estas proteinas

estdo envolvidas em diferentes etapas do metatmfsimssintético (Fig.4).
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Figura 4 Nivel da alteracdo na abundancia de pragefotais de folhas de
cafeeiro ap6s o tratamento com os indutores destéesia. Os
resultados mostram as proteinas mais abundantedrapgmento com
o GreenForce CuCa, comparado com a testemunha@ Bio
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Em resposta ao tratamento com Bjaimn total de 16 spots teve diferenca na
abundancia relativa, em comparacéo com a testermetede das proteinas foi mais
abundante, dentre elagconitate hydratase(spot 2321); ATP-dependent zinc
metalloproteaséspot 50%; thioredoxin H-typgspot 1662);chlorophyll A/B binding
protein; HSP70 (spot 405 chlorophyll a/b(spot 1285) etransketolasgspot 414)
(Fig. 5). Estas proteinas estao envolvidas emedifes metabolismos, como via das
pentoses fosfato (OPP), metabolismo das protegiatede, degradacéo, alvo e
ligacdo a cofatores)edoxe ciclo do acido citrico (TCA) ou ciclo de KrebsoAtra
metade das proteinas, cuja abundancia diminuibémnesta envolvida em diferentes
metabolismos, como a fotossintese (ciclo de Calviotoguimica), o transporte de
elétrons mitocondrial, 0 estresse abidtico e o lmoésano ligado a proteina (sintese,

degradacéo, alvo e ligagdo a cofatores).
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Figura 5 Nivel da alteracdo na abundancia de pestabtais de folhas de cafeeiro
apos o tratamento com os indutores de resist@Dsieesultados mostram
as protefnas com maior abundancia apés tratamemo a Biorf,
comparado com a testemunha e GreenForce CuCa
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3.2 Efeito dos indutores de resisténcia as 72hapneparado ao das 120hap

Um total de 34 proteinas apresentou diferenca, duaomparados
os perfis proteicos das folhas tratadas com GremeF€uCa, Biofi e
testemunha (folhas tratadas com agua), as 72hapl@Ghap (6 amostras).
As proteinas com maior abundancia nesta analig® estacionadas com a
fotossintese ou com o metabolismo ligado as prateir(sintese,
dobramento e alvo). No que diz respeito a fotossimt foram identificadas
proteinas do Ciclo de Calvin, rea¢cdes fotoquimisastese de ATP, via das
pentoses fosfato, por exemplo, RuBisCo subunidademclorofila a/b e
sedoheptulose-bisfosfat&m relacdo ao metabolismo ligado as proteinas,
foram identificados, por exemplo, proteinalngation factore choque
térmico (HSP70).

Quando comparadas as amostras de cada um dos drdatem
obtidas as 72hap com as obtidas as 120hap, istestsmunha 72 x 120,
GreenForce CuCa 72 x 120 e Bion 72 x 120, foranpoettados 15 spots
diferencialmente expressos. Alguns spots foram cmmpara as trés
amostras, tais comphosphoglycerate mutagspot 555) e predicted Zn-
dependent peptidasdspot 600) (a expressao diminui ao longo do tempo
nas trés amostras) qitinase (spot 914) (a expressdo aumentou ao longo
do tempo nas trés amostras) (Fig.6). As proteittasse phosphate
isomerase (spot 2323) e sedoheptulose-bisphosphataggpot 855) sao
diferencialmente expressas, mas o seu aumentononuwigdo dependem da

amostra/tratamento.
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GreenForce
Cuca

Testemunha

Figura 6 Spotsreferente as proteinas que tiveram diferenca nadéimcia ao
longo do tempo, apds a pulverizacdo com os tratmmmdn72 x T120
e G72 x G120 e B72 x B12@potsazuis diminuiram a abundancia ao
longo do tempoSpotsvermelhos aumentaram a abundancia ao longo
do tempo.Spotsverdes, o aumento ou a diminuicdo da abundéncia
dependem da amostra/tratamento (maiores detalbes gsspots ver
Tabela 1)

No caso da amostra testemunha (folhas pulverizadas agua),
observou-se alteracdo na abundéancia sjgofsao longo do tempo. Quatspots
foram menos abundantes e tsg®tsmais abundantes. Proteinas como quitinase
(spot 911, 914) etriose phosphate isomeragepot 2323) aumentaram sua
expressao das 72hap para as 120hap (Fig. 7). Sdieinas envolvidas no

estresse e na glicélise, respectivamente.
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Figura 7 Nivel da alteracdo na abundancia, quarmioparados os perfis
proteicos das folhas de cafeeiro pulverizadas agum éTestemunha),
as 72hap e as 120hap

Quando se comparam as folhas pulverizadas com Bresn CuCa ao
longo do tempo, pode-se observar que metadpds das proteinas diminuiu
sua abundancia as 120hap (Fig. 8). Quatro destdsimas tiveram o mesmo
comportamento quando foram tratadas com Bienapenas a proteirdose
phosphate isomeragepot2323) teve desempenho inverso entre os tratamentos
esta proteina diminuiu a sua abundancia as 12@mapgSreenForce e aumentou
ap6s 120hap com BinAs proteinas RuBisCO subunidade meispot1934),
chloroplast photosynthetispot1014), sedoheptulose-biphosphatgsgot 855)

e quitinasegpot914) aumentaram a sua abundancia as 120hap emmepebs,
um dos tratamentos. No caso das duas Ultimas pastaiitadas, foram mais

abundantes para ambos os tratamentos (GreenFoBzeeCBiol?).
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Figura 8 Nivel da alteracdo na abundancia, quarmloparados os perfis
proteicos das folhas de cafeeiro pulverizadas coeei@-orce CuCe,
as 72 hap e as 120 hap

Nas folhas pulverizadas com Bfofioram detectados 10 spots que
tiveram diferenca na abundancia ao longo do tenkpg. @). As proteinas
quitinase (spot 914), triose phosphate isomerase (spo2323),
sedoheptulose-bisphophata&pot 855) eaconitate hydratas€spot2321)
aumentaram a sua abundancia as 120 hap. Proteinalvidas em estresse
abiotico, fotossintese, glicolise e metabolismadig as proteinas (sintese,
degradacéo, alvo, e ligacdo a cofatores) diminuisamm abundancia apos

cinco dias de pulverizagdo do produto.
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Figura 9 Nivel da alteracdo na abundancia, quaraloparados os perfis
proteicos das folhas de cafeeiro pulverizadas cam®Bas 72 hap e
as 120 hap

3.3 Plantas inoculadas x plantas nao inoculadas

Um total de oitospotsapresentou diferenca na abundancia entre as
amostras testemunhas (pulverizadas com agua) eestras pulverizadas
com agua e inoculadas, tendo seis despesssido identificados por MS
(Fig. 10). Todos osspots apresentaram maior abundancia nas folhas
testemunhas quando comparadas com as inoculadés.déssas proteinas
estdo envolvidas no metabolismo fotossintético. 8&s RuBisCO large
subunit-binding protein(spot 581), chloroplastic-like (spot 791) e ATP
synthase CF1 alpha subunit, partigspot 596); em seguida, estdo as
responsaveis pelo metabolismo das proteiféshl extracellular protease
(spot 498); redox, quinone oxidoreductase-like proteispot 791); as
responsaveis por estresse abi6ticéSP70 (spot 404) e, ainda, uma

galactinol-sucrose galactosyl transfera@pot260).
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Figura 10 Nivel da alteracdo na abundancia da®ipad totais de folhas de
cafeeiro inoculadas e néo inoculadas

3.4 Efeito da inoculagéo em folhas tratadas com imtiores de resisténcia

Tal como aconteceu para a testemunha, quando sgaem as folhas
tratadas x tratadas e inoculadas, todospotsque tiveram diferenca na abundancia
relativa apresentaram uma diminuicdo na abundapda a inoculacdo, exceto um
dnico spot no caso do tratamento com Greenforce aBdolhas tratadas com Biam
inoculadas com o patégeno, 16 spots foram diferienente expressos, tendo sido
identificados 14 spots por MS (Fig. 11). Dessasefitas, 80% estédo envolvidas na
fotossintese. Sao elagansketolase(spot 417); RuBisCo carboxylase/oxygenase
subunidade maiorspot 626); RuBisCo carboxylase/oxygenase activ@pets745 e
758); phosphoglycerate kinagspot 684); Sedoheptulose-bisphosphatéspot 857);
oxygen-evolving  enhancer (spots 2282 e 1007); plastid RuBisCo
carboxylase/oxygenaseibunidade menosgfot2331-A); Photosystentl (spot870);
Photosysterh(spot1362) echlorophyll a/b(spot 1285).
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No caso das folhas tratadas com GreenForce CuCaptainde seis
spotsfoi detectado com uma diferenca na abundanciéivelapos inoculagéo;
guatro spots foram identicados por MS (Fig. 12). As proteinaszaf
caracterizadas, quanto a sua anotacao funciormalb pooteinas fotossintéticas,
oxygen-evolving enhancépot2282),probable fructose-bisphosphate aldolase
(spot 850); glicdlise, phosphoglycerate mutasgspot 555) e metabolismo
secundario,phenylcoumaran benzylic ether reductaspot 872). Apenas a
proteinaoxygen-evolving enhanc&pot2282) se destacou pelo aumento da sua

expressao apos a inoculagéo ddnvastatrix
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Figura 12 Nivel da alteracdo na abundancia de ipastetotais de folhas de
cafeeiro tratadas com o indutor de resisténcia riFi@mee CuCa,
inoculadas e nao inoculadas
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4 DISCUSSAO

Este trabalho permitiu identificar proteinas queram uma alteracéo na
abundancia relativa em folhas de cafeeiro, apdgepmhcdo com os indutores
de resisténcia GreenForce CuCa ou Bi@fou inoculadas corhl. vastatrix
(interacao compativel). Cerca de 50% dessas pastédnam classificadas como
estando envolvidas no metabolismo fotossintétioo, particular no Ciclo de
Calvin e em reac¢des fotoquimicas.

Entre as proteinas cuja abundancia relativa aumexgds o tratamento
com GreenForce CuCa, a maioria estd envolvida tesdtmtese. Uma das
respostas da planta, ao ser exposta a um esteesseegulacdo negativa da
fotossintese, ou seja, a energia do metabolismeapo é desviada e usada para
as respostas de defesa (ROJAS et al., 2014).

Fernandes (2014) estudou a acdo de outro indutoresisténcia,
nomeado Fortaleza, sobre a resisténcia de mudaaféeao serem infectadas
com Cercospora coffeicolaEste indutor de resisténcia mostrou ser eficienme
manter a taxa fotossintética constante durantede am periodo de ataque do
patégeno. O autor sugere que, para a inducdo idééresa se expressar em bom
nivel, € necessario que a taxa fotossintética datgplse mantenha, mesmo
guando sujeita a algum tipo de estresse, e est@améipbétese do nosso estudo,
gual seja a de que o GreenForce CuCa aumentaéneficfotossintética.

Com relacdo & comparacéo de folhas inoculadahadaido inoculadas,
houve uma diminuicdo generalizada das proteings,atundancia foi alterada.
Resultados semelhantes ao deste estudo foram ®iiolo Castillejo et al.
(2010), ao discutirem o comportamento do padracershgo na interacéo
compativel e incompativel d&l. truncatula x U. striatus Estes autores
observaram que proteinas fotossintéticas, c®uBisCosubunidade maior e

menor,RuBisCo activase ferredoxin-NADP reductaseforam as que mais se
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alteraram, dominando o perfil 2-DE de genétipos Mietruncatula apés a
inoculagdo com o fungo. Proteinas com&uBisCo activase a subunidade
menor diminuiram nos trés genotipos, especialme@dteai. Este perfil em
analise do tecido foliar também tem sido relatadioqutros autores em soja e
girassol (CASTILLEJO et al., 2008; SOBHANIAN et,#010).

De acordo com Hausler et al. (2009), a diminuicé@s groteinas
fotossintéticas apos a infecgdo pode estar ligada & sinalizacéo do aglcar em
plantas inoculadas no nivel transcricional. Comatado durante anos, tem sido
sugerido que o papel do metabolismo primério daraad interacBes planta-
patdgeno € apoiar as necessidades energéticase®lpdra a resposta de defesa da
planta (BOLTON, 2009; KANGASJARVI et al.,, 2012). kalanco energético
favoravel para a defesa € feito a custa da degativde genes envolvidos em outras
vias, como genes envolvidos na fotossintese, aodesafiada por patdgenos
virulentos e avirulentos, bem como indutores distéegcia (ROJAS et al., 2014).
Apesar de as reacfes de luz da fotossintese g&x@r ® que poderia funcionar
como uma resposta de defesa, a regulacdo negatfetodsintese é contraintuitiva,
no entanto, nenhuma evidéncia experimental esp@rdigel para explicar por que
isso acontece. Porém, dois possiveis mecanismasdérpropostos: a supressdo da
fotossintese ser regulada negativamente por efgiooeluzidos pelo patdgeno ou
essa regulagdo ser mediada por moléculas de aggcaréuncionariam como sinais
negativos (ROJAS et al., 2014).

Outra proteina identificada neste estudo foi aetifrxina, que é conhecida
por estar envolvida na regulacéo do estado redexpddeinas-alvo, por meio de
reacOes de permuta de tiol-dissulfureto numa \adliedle processos celulares, entre
eles a fotossintese (YAMAZAKI et al.,, 2004). Alénssb, Tada et al. (2008)
propuseram gue as tiorredoxinas (TRX-5h) séo rdgrda positivos da resposta de
defesa induzida em plantas, provavelmente por r&sitéicdo, que facilita a

oligomerizacéo prevenindo a deplecéo de proteinas.
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Outra proteina envolvida na regulacdo da resposestinulos € a
catalase qpot 621). Estespot pelo fato de ter dupla identificagdo, nédo foi
considerado nos resultados. No entanto, nas fadatslas com Bion, esspot
aumenta em abundéancia as 120 hap. Estes resultathis de acordo com o
trabalho de Valente (2012), que observou o aumeatatividade da catalase
(CAT) em mudas tratadas com indutores & base datextatural (NEFID)
aplicado isoladamente e inoculadas ddnvastatrix as 12, 72, 192, 216 e 240
hap. O aumento da atividade desta enzima também gedobservado tanto
para os tratamentos inoculados c@erscospora coffeicol&como para os
tratamentos ndo inoculados, utilizando os indutoiegesisténcia Fortaleza e
Priori Xtra, e a associa¢cado dos dois produtos (FERDES, 2014). A catalase
€ mencionada como envolvida num dos primeiros nigtes de respostas de
defesa/estresse em plantas e, por isso, € umédnaroige poderia ser candidata a
marcador de resisténcia induzida, obtida com ¢antrentos aqui neste estudo.

As plantas desenvolveram a capacidade de respareigresses biéticos e
abidticos, gracas a sua regulacdo gendmica, prioieden metaboldmica. Em
condicdes de estresse, as proteinas podem pesiler estrutura, afetando a sua
atividade/funcdo. Entdo, é essencial para umaaptamtseguir manter a homeostasia
celular sob condicdes estressantes (AGHDAM et28113). A elucidacdo dos
mecanismos de resposta das plantas ao estressaoeelzo adquire resisténcia é
absolutamente relevante para programas de melhumgenético.

As chaperonas séo responsaveis pelo dobramentdotacio e degradacéo
em uma ampla variedade de proteinas envolvidasagos \processos bioldgicos de
uma célula. As chaperonas ajudam a estabilizaiogsiias de membranas e também
podem ser responsaveis pela conformagdo (dobranamstopolipeptideos) sob
condicdes de estresse. Muitas destas proteinas ideatificadas como proteina de
choque térmico (HSPs) (WANG et al., 2004). As Hsfigi@m descritas, pela

primeira vez, como proteinas induzidas pelo cal@s, subsequentemente, foram
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reconhecidas como proteinas que se expressamv&badi condicBes de estresse
(FIETTO et al., 2007).

Andlise do perfil de expressdo do gene Hsp70 Amabidopsis e
espinafre demonstra que os membros das chaper@pa® 480 expressos em
resposta a condicdes de estresses ambientaisptads calor, frio e seca, bem
como outros estresses, como o0 quimico (GUY; LI,8129N et al., 2001). No
presente estudo, folhas de cafeeiro foram expoatasulverizacbes com
indutores de resisténcia e inoculagéo ¢hrwastatrix e houve uma diferenca de
expressao das proteinas relacionadas a familiaOH€§prando as folhas foram
tratadas com os indutores de resisténcia, a abaiaddas proteinas relacionadas
a esta familia diminuiu a expressao, comparadastenwinha, no entanto,
guando as folhas eram pulverizadas e, posterioendasafiadas pelo patégeno,
o tratamento com Bidhaumentou a expressao, diferente do tratamento com
GreenForce CuCa que se manteve mais baixo queemtetha.

O resultado apresentado neste estudo define alghas®#s para futuras
investigacdes, caracterizando plenamente a fure@adh proteina aqui encontrada,
pertencente a familia Hsp, uma vez que apresestpustas distintas, o0 que pode ser
explicado pelas caracteristicas dos produtos #itigados, assim como os diferentes
efeitos em funcdo da sua formulagdo, como suggdrd-ietto et al. (2007) na
identificac&o e analige silico de genes da familia Hsp em Citrus.

Neste estudo de inducdo de resisténcia em folhasaféeiro contra a
ferrugem, esperava-se encontrar algumas proteomasdderenca na abundancia
relacionada a patogénese (PRPs). Tais proteinedmgete, sdo induzidas por
agentes patogénicos e algumas delas sédo mais atmsmdm resposta a alguns
produtos quimicos que atuam de forma semelhantéeéc@io do patdgeno. Elas
exibem caracteristicas bioquimicas distintas, goengcessarias quando a planta se
encontra sob algum tipo de estresse, seja eledb@ti abidtico (SINHA et al., 2014).

O apoplasto é o principal local de acimulo das PRBs também é encontrado em
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vacuolos (VAN LOON et al., 2006), o que poderidifiear 0 ndo aparecimento de
muitas PRPs neste estudo, uma vez que a extrajiiada aqui foi de proteinas
totais, o que dificulta a visualizacdo de proteimesos abundantes na analise da
diferenca de abundancia entre os tratamentos t@ligaidos.

Alguns estudos ja vém mostrando que a superexprassgyenes de
quitinase aumenta a resisténcia de plantas a pat®g&sta proteina é uma
hidrolase (PR-3, 4, 8 e 11), que é uma enzima c@g@aegradar a parede celular
de muitos fungos e, por isso, pode funcionar comilmidora do crescimento
fungico (VAN LOON et al., 2006). Alteracdo na exgs@o do gene da quitinase
ja foi verificada de modo distinto em folhas deeedfo tratadas com dois
diferentes indutores de resisténcia, Bi@u NEFID (extrato de folhas de café
coletado em campo Cpffea arabick a partir da superficie do solo)
(CARDOSO, 2009). Esta autora observou que folhatadas com Bidh
induziam este gene mais rapidamente (24 e 48hap)fajbas tratadas com
NEFID. No entanto, a expressdo aumentava gradativemtom o tempo apos a
aplicacdo de NEFID (192; 216 e 264hap), inversaen@nbporcional ao que
acontece com a aplicacdo com Bipoorroborando, em parte, com o presente
trabalho, apesar de terem sido estudados apermsedypos (72 e 120hap). A
aplicacdo de NEFID em tomateiro também demonstrawmento da atividade
do gene quitinase de 72h a 120h (MEDEIROS et@L.0R

Guzzo (2004) relata, em seu trabalho, que o us®ide® induz o
aumento local e sistémico da atividade enzimatecajultinase entC. arabica
cv. Mundo Novo, atingindo seu ponto maximo aos ssefias apos a
pulverizacdo com o indutor de resisténcia. O ptesgabalho indica que o uso
de GreenForce CuCa e Bfbauxilia o aumento da abundancia relativa de
proteinas em cafeeiro cv. Mundo Novo, refor¢candiipatese de que essa PR-
proteina pode ter uma fung¢éo importante na inddedesisténcia do cafeeiro a

patégenos. O indutor GreenForce CuCa tem em supaxigdo casca de gréos
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de café, o que pode justificar o0 aumento da abuigate quitinase, uma vez
gue esta proteina também foi identificada em cedtado e identificada como o
primeiro alérgeno encontrado em graos de café (M8 et al., 2012).

Para o desenvolvimento de plantas resistentesesseste as doencas, tem
sido comprovada, experimentalmente, a utilidade geses de proteinas-PR.
Entretanto, mais pesquisas sao necessérias paugidagio dos mecanismos de
regulacdo génica, assim como dos receptores, datxate transducdo de sinais e
alvos moleculares envolvidos na indugdo de pratddfy para que, na prética, seja
possivel o lancamento de cultivares resistentésas\doencas.

Sabe-se que a proteimxygen-evolving enhancet um importante
componente do complexaxygen-evolvinglo fotossistema Il. Apesar de uma
investigacao biofisica intensiva do mecanismo pelal esta proteina mantém a
integridade do complexo PSIl, o assunto ainda peecg® sem solucdo
(BUSHEVA et al., 2012). Neste estudo, esta protédha Unica que teve sua
abundéancia aumentada apés a pulverizacdo com toin@ueenForce CuCa
apoés a inoculacdo, o que sugere que este prodosers@a a sua taxa de sintese,
provavelmente pela presenca de célcio em sua cagdposiuxiliando, assim, a
manutencao da integridade do complexo PSII.

Até a presente data, ndo ha relatos de trabalhprooma e que
verifiquem a diferenca na abundéancia em proteioiasstde folhas do cafeeiro
ap6s a pulverizacdo com os indutores de resist@reianFoce CuCa e Bide,
posteriormente, a inoculacdo com o fumjovastatrix Porém, alguns trabalhos
com diferentes indutores de resisténcia e patessistpuderam auxiliar na
discussao dos resultados aqui encontrados.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagdo das proteinas que tiveram difarerg abundancia
relativa de folhas de cafeeiro tratadas com os tands de resisténcia,
GreenForce CuCa e Bidn pds em evidéncia modificacdes em diversos
processos bioldgicos.

Estes sdo os primeiros resultados obtidos no miweproteoma das
folhas de cafeeiro ap6s tratamento com os indutbeeesisténcia GreenForce
CuCa e Biofi. Dos resultados obtidos, algumas proteinas pogéematenciais
candidatas a marcadores de inducdo de resist@otig tioredoxina, catalase,
HSP70 eoxygen-evolving enhance®utros estudos necessitam ser realizados
(como, por exemplo, interacdo incompativel), de @noa verificar o
envolvimento destas proteinas na resposta deémesiatdo cafeeiro a ferrugem.



ANEXO

Tabela 1 Anotacdes das proteinas totais identdic@dn folhas de cafeeiro

Valores tedricos

Ndmero de

Atividade

1A c Tind
Processo biolégich Spot® ID Superfamilia’ o MW e enzimétice
cell.organisation.cytoskeleton 704 actin 2, partialCarica papaya Nu_cIeotide-Binding Domain_sug_ar- 5,34 23,8574 425872892 -
’ : ! kinase_HSP70_actin superfamily ! !
555 Phosphoglycerate mutase family  Alkaline phosphata;e homologues 54 61,1814 224140653 Isomerases
protein [Populus trichocarph superfamily
Enolase, putativeRicinus - .
glycolysis.cytosolic branch. 645 communi TIM_phosphate_binding superfamily 5,62 47,9364 255575355 Lyases
Triose phosphate isomerase
2323 cytosolic isoform-like protein TIM_phosphate_binding superfamily 5,72 27,094 390098824 Isomerases
[Capsicum annuum
‘hormone
metabolism.auxin.induced- PREDICTED: probable aldo-keto Aldo-keto reductases (AKRs)
regulated-responsive- 878 reductase 2-lik§Citrus sinensis] superfamily 634 87,7271 568868403 .
activated'
metggnlgl?énsg?finose PREDICTED: galactinol--sucrose Alpha amylase catalytic domain
A s 260 galactosyltransferas&/ftis : 5,54 85,2481 225452378 Transferases
family.raffinose . superfamily
\ vinifera
synthases.known
‘mitochondrial electron PREDICTED: NADH
transport / ATP dehydrogenase [ubiquinone] iron- ] . .
synthesis.NADH- 319 sulfur protein 1, mitochondrial NADH-G superfamily 5,72 66,1855 645246428  Oxidoreductases
DH.localisation not clear' [Prunus mume]
‘N-metabolism.ammonia 707 P'as“ds 9.'”“"‘T”'”F synthetase 2 G'”:ym (Q'Utar;"'”‘?l 604 473816 154017627 Ligases
metabolism.glutamine | [_dp||naC|a_o eraceﬁl] sylnt ase)stfpe amily
synthetase' 2311 Plastid glutamine synthetase 2 GIn-synt (glutamine 6,04 473816 154017627 Ligases
[Spinacia oleracela synthase)superfamily
. . 414 Transketolaserheobroma cacdo TPP (thiamine pyroph(_)sphate)—enzymese’34 80,6573 508704351 Transferases
OPP.non-reductive superfamily
PP.transketolase 417 Transketolasg family protein ~ TPP (thiamine pyrophcl)sphate)—enzymesi_),97 807162 224063766 Transferases
[Populus trichocarpa] superfamily
Protein 271 ATP-dependent clp protease Clp superfamily 678  103,3096 307136002  Hydrolases

[Cucumis melo subsp. mglo

IT1



Tabela 1, continuagao...

Valores tedrico$

Processo biolégicd Spot’ ID¢ Superfamilia® Numerogie At“."d?qe
pl MW acess enzimatice
321 EIongauontfha;tig;ngrabMOp&s EFG (elongation factor G) superfamily 5,33 44,9453 62320893 -
328 EIongat|ontfha;tig;ngrabMOp&s EFG (elongation factor G) superfamily 5,33 44,9453 62320893 -
FtsH extracellular protease family
498 isoform 2, partial Theobroma FtsH Extracellular superfamily 9,15 49,6248 508708033 Hydrolases
cacad
FtsH extracellular protease family
504 isoform 2, partial Theobroma FtsH Extracellular superfamily 9,15 49,6248 508708033 Hydrolases
cacad
PREDICTED: ATP-dependent
505 zinc metalloprotease FTSH 2, Peptidase_M41 superfamily 4,62 12,4732 568829330 Hydrolases
chloroplastic-like[Citrus sinensis]
Chloroplast elongation factor TUA .
673 (EF-TuA) Nicotiana sylvestris ABC_ATPase superfamily 609 497319 218310 ;
600 Predicted Zn-dependent peptidases  Peptidase_M16 superfamily 6,3 59,011 661893849 Hydrolases
414 Transketolaserheobroma cacdo TPP (thlamln:ug)érr?grfmiphate)—enzymes6’34 80,6573 508704351 Transferases
417 Transketolase_ family protein ~ TPP (thiamine pyrophc_)sphate)-enzyme55’97 80,7162 224063766 Transferases
[Populus trichocarpa] superfamily
PREDICTED: ruBisCO large
576 subunit-binding p_rot(_eln §ubunlt Chaperonin_like superfamily 5,23 61,7055 571489137 -
alpha, chloroplastic-like isoform
. X1 [Glycine mak
PS.calvin cycle PREDICTED: ruBisCO large
subunit-binding protein subunit L )
581 beta, chloroplastic-likéSolanum Chaperonin_like superfamily 5,72 62,9921 460366131 -
lycopersicum]
Ribulose 1,5-bisphosphate
626 carboxylase/oxygenase large RuBisCO_large superfamily 6,13 53,3536 116617116 Lyases

subunit (chloroplast)Qoffea
arabica

Z11



Tabela 1, continuagao...

Valores tedrico$

Processo biolégicd Spot’ ID¢ Superfamilia® Numerobde At“."d?qe
pl MW acess enzimatice
Ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase large . )
628 subunit (chloroplast)Goffea RuBisCO_large superfamily 6,13 53,3536 116617116 Lyases
arabica
Phosphoglycerate kinase
684 (chloroplast) Nicotiana Phosphoglycerate_kinase superfamily 7,66 50,0838 313585890 Transferases
benthamiani
Phosphoglycerate kinase
688 (chloroplast) Nicotiana Phosphoglycerate_kinase superfamily 7,66 50,0838 313585890 Transferases
benthamiani
Glyceraldehyde-3-phosphate . .
699 dehydrogenase, partialfpsicum Gpddu (glyceraldehyde prf1osp|hate 6,34 33,8618 18072799 Oxidoreductases
annuurni ehydrogenase) superfamily
Ribulose-1,5-bisphosphate -
5 ATP-binding cassette transporter
745 carpoxylase/oxygenase aptlvase, nucleotide-binding domain superfamily 5,55 34,5482 94549022 -
partial [Pachysandra terminalls
Ribulose-1,5-bisphosphate -
o - ATP-binding cassette transporter
756 carboxylage acnyase, partial nucleotide-binding domain superfamily 4,78 21,6944 13569643 -
[Oryza sativandica Group]
Ribulose-1,5-bisphosphate -
758 carboxylase/oxygenase activase, nu(/:-\ll—;-iggcki)lizgiﬁasjgg‘;itr:agjpgrrf;e%il 5,55 34,5482 94549022 -
partial [Pachysandra terminaljs 9 p Y
Ribulose-1,5-bisphosphate _—
! ; ATP-binding cassette transporter
759 carpoxylase/oxygenase aptlvase, nucleotide-binding domain superfamily 5,55 34,5482 94549022 -
partial [Pachysandra terminalls
801 Phosphorlpuloklnase, partial Nucleotide kinase superfamily 55 41,9997 527194042 Transferases
[Genlisea aureh
PREDICTED: probable fructose-
850 bisphosphate aldolase 1, TIM_phosphate_binding superfamily 8,13 42,9482 225427768 Lyases
chloroplastic Vitis viniferd
853 Sedoheptulose-bisphosphatase  FIG (FBPase/IMPa_se/ngX)-Ilke 6,55 423193 590562472 Hydrolases
[Theobroma cacdo superfamily
Sedoheptulose-bisphosphatase  FIG (FBPase/IMPase/glpX)-like
855 [Theobroma cacao] superfamily 6,55 42,3193 590562472 Hydrolases

zT11



Tabela 1, continuagao...

Valores tedrico$

Processo biolégicd Spot’ ID¢ Superfamilia® Numero de At“."d?qe
p| MW acessb enzimatice?
857 Sedoheptulose-bisphosphatase FIG (FBPase/IMPa;e/ngX)—Inke 6,55 423193 590562472 Hydrolases
[Theobroma cacao] superfamily
PREDICTED: glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase B, ) )
1500 chloroplastic-like Fragaria vesca CP12 superfamily 7,09 48,0508 470128381  Oxidoreductases
subsp. vesda
Ribulose-1,5-bisphosphate
1934 carboxylase/oxygenase small RuBisCO_small superfamily 8,49 20,3915 24940138 Lyases
subunit Coffea arabicia
Plastid ribulose-1,5-bisphosphate
2331-A carboxylase/oxygenase small RuBisCO_small superfamily 5,88 13,8449 83375904 Lyases
subunit[Coffea arabicd
ATP synthase CF1 beta subunit .
270 (chloroplast) Coffea arabich ATP_synthase superfamily 5,36 53,6665 116617115
596 ATP.synthase CFl alpha S.Ubumt’ ATP_synthase superfamily 5,27 55,5004 338825738 -
partial [Potarophytum ripariurh
PREDICTED: ATP synthase
866 gamma chain, chloroplastic-like ATP_synthase superfamily 8,46 40,814 449433954 -
[Cucumis sativds
Photosystem Il stability/assembly
870 factor HCF136, ‘chlo'rqplast Photosynthesis sy;tem_II_BNR 711 43,4415 255559812 :
precursor, putativeHicinus superfamily
PS.lightreaction communiy
1007 Oxygen-evolw_ng enh_ancer protein MSP (ma_nganese-stgbﬂlsmg 6.48 34,6532 527190719 :
1, chloroplastic Genlisea aureh protein)superfamily
Chloroplast photosynthetic water . _—
1014 oxidation complex 33kDa subunit  MSF (manganese-stabilising 548 28,2668 152143640 .
. N protein)superfamily
precursor, partial§lorus nigrd
1249 Chlorophyll AIB bmdmg protein Chlorophyll A-B bmdmg protein 528 281821 224381552 }
[Gardenia jasminoides] superfamily
PREDICTED: chlorophyll a-b B hindi .
1281 binding protein 13, chioroplastic- ~ Ciorophyll A-B binding protein o5, 5555, 225461315 ;

like [Vitis viniferd

superfamily

F11l



Tabela 1, continuagao...

Valores tedrico$

Processo biolégicd Spot’ ID¢ Superfamilia® Numero de At“."d?qe
p| MW acessb enzimatice?
1285 Type ]II chlorophy!l a/bAblrjdmg Chlorophyll A-B bmdmg protein 6.32 20,6748 203337343 }
protein [Gardenia jasminoidds superfamily
1290 Type ]II chlorophy!l a/bAblrjdmg Chlorophyll A-B bmdmg protein 6.32 20,6748 203337343 }
protein [Gardenia jasminoidds superfamily
Chlorophyll a-b binding protein 4, - .
1294 chloroplastic Bolanum Chlorophyll A-B binding protein 5 35 587747 4079700998 ;
| ) superfamily
ycopersicurh
PREDICTED: photosystem |
1362 reaction center subunit Il, PS_aD superfamily 974 224808 225432620 -
chloroplastic isoform 1Vitis
vinifera]
Oxygen-evolving enhancer protein . :
2282 5 chioroplastic-Tike Glycine mak PsbP superfamily 7,69 28,4468 574584759
PREDICTED: quinone
oxidoreductase-like protein MDR (Medium chain .
791 At1g23740, chloroplastic-like  reductase/dehydrogenase superfamily) nra 41,0011 460385950  Oxidoreductases
[Solanum lycopersicuim
Redox Ascorbate peroxidagélicotiana ) ) . )
983 tabacum] Plant_peroxidase_like superfamily 5,43 27,3881 559005 Oxidoreductases
1662 Thioredoxin H-type 1, partial Thioredoxin_like superfamily 556 132973 257222628 ;
[Nicotiana benthamiarja
Phenylcoumaran benzylic ether SDR (Short-chain
. 872 reductaseBucalyptus globulus dehydrogenases/reductases) 5,53 33,8259 383081915 -
'secondary .
. o subsp. globulds superfamily
metabolism.flavonoids.isoflav .
ones.isoflavone reductase' Isoflavone reductase-like protein SDR (Short-chain
: 880 N dehydrogenases/reductases) 5,53 34,3763 255529745 -
[Coffea arabica] .
superfamily
Hsp70 (AA 6 - 651), partial Nucleotide-Binding Domain_sugar- }
404 [Petunia x hybridh kinase_HSP70_actin superfamily 506 70,782 20559
, - \ - . Nucleotide-Binding Domain_sugar-
stress.abiotic.heat' 405 HSP70 Triticum aestivurh kinase_HSP70_actin superfamily 513 71,0305 2827002 -
495 Heat shock protein 7®fabidopsis ~ Nucleotide-Binding Domain_sugar- 513 77.1056 6746592 Oxidoreductases

thaliang

kinase_ HSP70_actin superfamily

31T



Tabela 1, conclusao

Valores teoricoS  Ngmero de Atividade

B s c a:Ad
Processo bioldgich Spot’ ID Superfamilia ol MW erEeh iy

PREDICTED: stromal 70 kDa heat
shock-related protein, Nucleotide-Binding Domain_sugar-
chloroplastic-like[Fragaria vesca kinase_HSP70_actin superfamily
subsp. vesca]
RecName: Full=Heat shock 70
443 kDa protein, mitochondrial; Flags:
Precursor Pisum sativurh
Class Ill chitinase precursor,

427 5,07 74,9446 470142981  Oxidoreductases

Nucleotide-Binding Domain_sugar-

kinase_HSP70_actin superfamily 581 72,3008 585272 .

905 partial [Coffea arabich GH_18_chitinase-like superfamily 51 29,0086 296399179 -
911 C";"strti'gl ?gg}?::;‘;ﬁg;rsc’" GH_18_chitinase-like superfamily ~ 51 29,0086 296399179 ;
'stress.biotic’ o
914 C'?Zfﬁ'e'l'l %g}?eajzr‘;ﬁgglrso" GH_18_chitinase-like superfamily ~ 51 29,0086 296399179 ;
1560 PRED'CT[\E/iDﬁ:S'\\’/'i';E:'r:I’T protein 28 SRPBCC superfamily 535 17,0801 225424270 ;
TCA/ org PREDICTED: aconitate hydratase
transformation. TCA.aconitase 2321 iy Y Aconitase catalytic domain superfamily 6,66 110,0564 225460961 Lyases

2, mitochondrial Yitis viniferg

‘transport.p- and v-ATPases' 442 Va°”°'a[rc'i't':u':$$E]A subunit ATPase superfamily 616 356015 6721571 -
#Processo bioldgico de acordo com a classificac@deizator Automated Sequence Annotation Pipeline.
YNamero que identifica os spots proteicos no geE2¢(Eig. 2)
°ldentificacéo dos peptideos com base na homoldgidaocom proteinas caracterizadas@offeasp. € em outras espécies por pesquisa atravélsAST® em bases de dados ESTCoffee
dSuperfamilia de acordo com a classificagéo do NE&h base nos dominios conservados das proteinas.
®Valores de massa molecular (MW) e ponto isoelé{tpdeterminados pelo EXPASy Molecular Biologyatir do nimero de acesso da proteina (Gl ack. no
FNtmero de acesso do GenBank, atribuido apés amisespectrometria de massa (MS/MS)
91dentificacdo da atividade enzimatica com base @adeéntificado através do Blast2GO

ITT
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese caracterizou-se o proteoma de folhasatkeiro, sendo
referéncia para estudos futuros em plantas crescia outras condigcbes
ambientais, submetidas a diferentes tipos de esgdBotico ou abidtico.

Os resultados apontados nesta tese mostraramajtratamento com o
GreenForce CuCa, houve alteracdo nas proteinas/elagona fotossintese e no
estresse/defesa. No caso do Biamaumento foi detectado em proteinas ligadas
a fotossintese, a respiracdo e ao estresse/défasaamostras inoculadas foi
observada uma diminuicdo generalizada das proteimatodos os tratamentos
(G, B e Testemunha) apo6s a infeccdo. O fato deaaprmos um tempo de
analise (48hai) e trabalhar com uma interacdo ctwgbapode justificar em
parte estes resultados. Sao necessarios mais tap@®a pulverizacdo com os
indutores e apds a inoculacdo cdin vastatrix acompanhando as fases de
infec¢do do patégeno, para uma melhor compreerasialteracdes a que estdo
sujeitas as folhas sob estresse.

Foram evidenciadas alteracdes na abundancia eelativ particular nas
proteinas envolvidas no metabolismo energéticagfdhtese e respiracdo) e
estresse/defesa, o que sugere alteracdes ao nimettdbolismo primario. Este
estudo podera servir de ponto de partida paraltradduturos, no que diz
respeito & pesquisa de outras proteinas/genesnf@taholicas) envolvidos na
resposta de resisténcia/defesa induzida.

O uso dos indutores de resisténcia, na tentativeedéicar se o seu
efeito € local ou sistémico, também tratara umalargpma de proteinas que
diferem na sua abundéancia, assim como utilizar cuftavar que seja resistente

a ferrugem podera auxiliar a compreenséo da irfierplanta x patdégeno.



