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RESUMO 

Muitos fatores bióticos e abióticos podem limitar a produtividade e a qualidade dos 

grãos de amendoim, especialmente considerando que essa cultura é amplamente cultivada 

nos trópicos semiáridos e por agricultores com poucos recursos. Tanto a seca quanto os 

nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) são problemas que afetam não apenas a 

cultura do amendoim, mas também outras culturas, representando uma ameaça mundial à 

produção agrícola e a segurança alimentar. O amendoim (Arachis hypogaea) apresenta 

alta suscetibilidade a diferentes estresses ambientais e ataques de patógenos. Por outro 

lado, seus parentes silvestres apresentam maior adaptabilidade a ambientes adversos e 

resistência a inúmeros fitopatógenos, mostrando-se importantes fontes de resistência 

alélica aos estresses bióticos e abióticos para o melhoramento genético do amendoim. 

Neste estudo, proteínas obtidas a partir de tecidos radiculares tanto de plantas de A. 

duranensis submetidas a diminuição gradual de água no solo quanto de plantas de A. 

stenosperma inoculadas com nematoide das galhas, foram analisadas, assim como sua 

abundância diferencial em relação aos perfis de expressão de seus transcritos 

correspondentes obtidos por RNA-Seq e RT-qPCR. Utilizando a abordagem 2-DE, um total 

de 31 proteínas diferencialmente abundantes (DAPs) foram identificadas em raízes de A. 

duranensis e 21 em raízes de A. stenosperma. Além disso, 222 DAPs também foram 

identificadas pela análise 2D-NanoUPLC-MSE em raízes de A. stenosperma. A correlação 

entre a abundância proteica e a expressão do mRNA correspondente (in silico e in vitro) 

mostrou que enquanto a dinâmica de resposta ao estresse hídrico foi preferencialmente 

negativamente regulada em raízes estressadas de A. duranensis, em raízes de A. 

stenosperma infectadas com nematoide foi positivamente regulada. Entre as proteínas aqui 

identificadas, duas proteínas relacionadas a patogênese (PRs), ambas responsivas à seca 

e uma delas responsiva também ao ataque do nematoide, foram selecionadas para 

avaliação quanto ao efeito de sua superexpressão em resposta a esses estresses. Este 

estudo demonstra a utilidade de estudos proteômicos e sua correlação com dados de 

transcrição, na identificação de genes e reguladores envolvidos na resposta de defesa ao 

estresse biótico e abiótico em espécies com relativamente poucos recursos genômicos 

como o Arachis. As proteínas identificadas são potencialmente úteis para o melhoramento 

genético do amendoim cultivado visando a tolerância à seca e a resistência ao ataque de 

patógenos. 

 

Palavras-chave: Arachis, seca, Meloidogyne, abordagens ômicas, Agrobacterium spp. 
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ABSTRACT 

 
Many biotic and abiotic factors may limit the productivity and quality of peanut grains, 

especially considering that this crop is widely cultivated in the semi-arid tropics and by poor 

farmers. Both drought and root-knot nematodes (RKN – Meloidogyne spp.) are problems 

that affect not only the peanut crop, but also other crops, posing a worldwide threat to 

agricultural production and food security. Peanut (Arachis hypogaea) presents high 

susceptibility to different environmental stresses and pathogen attacks. On the other hand, 

its wild relatives show greater adaptability to adverse environments and resistance to 

numerous phytopathogens, proving to be important sources of resistance alleles to biotic 

and abiotic stresses for the genetic improvement of peanuts. In this study, proteins obtained 

from root tissues of both A. duranensis plants subjected to the gradual reduction of water in 

the soil and from A. stenosperma plants inoculated with RKN were analyzed, as well as 

their differential abundance in relation to the profiles of their corresponding transcripts 

obtained by RNA-seq and RT-qPCR. Using the 2-DE approach, a total of 31 differentially 

abundant proteins (DAPs) were identified in roots of A. duranensis and 21 in roots of A. 

stenosperma. In addition, 222 DAPs were also identified by 2D-NanoUPLC-MSE analysis 

on A. stenosperma roots. The correlation between protein abundance and the expression 

of the corresponding mRNA (in silico and in vitro) showed that while the dynamics of 

response to water deficit was preferentially negatively regulated in stressed roots of A. 

duranensis, roots of A. stenosperma infected with nematoid was positively regulated. 

Among the proteins identified herein, two pathogenesis-related proteins (PRs), both 

responsive to drought and one of them also responsive to nematode attack, were selected 

for evaluation as to the effect of their overexpression in response to these stresses. In 

addition, this study demonstrates the usefulness of proteomic studies and their correlation 

with transcription data, in the identification of genes and regulators involved in the defense 

response to biotic and abiotic stress in species with relatively few genomic resources such 

as Arachis. The identified proteins are potentially useful for the genetic improvement of 

cultivated peanuts aiming at drought tolerance and resistance to pathogen attack. 

 

Keywords: Arachis, drought, Meloidogyne, omics approaches, Agrobacterium spp. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma cultura de importância alimentar pois 

seus grãos além de possuírem alto teor nutricional, podem ser consumidos industrializados 

ou in natura. Cultivado em regiões tropicais, subtropicais e temperadas, é a quinta 

oleaginosa mais produzida no mundo. No entanto, apesar da grande variabilidade 

morfológica apresentada entre as diferentes cultivares de A. hypogaea (alotetraploide 

AABB), esta espécie apresenta alta suscetibilidade aos estresses bióticos e abióticos o que 

pode afetar drasticamente sua produtividade, e uma baixa diversidade genética, 

dificultando a aplicação de abordagens de melhoramento molecular. Por outro lado, seus 

parentes silvestres diploides apresentam maior variabilidade genética e, portanto, maiores 

níveis de resistência a vários estresses, constituindo assim, uma potencial fonte de alelos 

de resistência a doenças e à adaptação a diversos ambientes.  

Dentre os parentes silvestres do amendoim do genoma AA, A. duranensis, 

originária de regiões com poucas chuvas, apresenta maior tolerância à seca, exibindo um 

perfil de transpiração mais conservativo que a espécie cultivada, enquanto que A. 

stenosperma apresenta resistência a vários patógenos, incluindo o nematoide das galhas 

(Meloidogyne arenaria raça 1), observada por meio de reação de hipersensibilidade. Desta 

forma, ambos os genótipos são interessantes para a descoberta de genes relacionados à 

tolerância à seca e resistência ao nematoide. 

Ao longo dos últimos anos, a utilização de estratégias de sequenciamento massal 

do transcritoma e de identificação massal de proteínas têm possibilitado a identificação e 

seleção de novos genes/proteínas candidatos, possivelmente envolvidos nas respostas de 

defesa aos estresses, em diferentes espécies de Arachis. Além disso, métodos de 

avaliação da expressão de genes por PCR em tempo real (ou PCR quantitativo – qPCR), 

e da sua função in planta, pela produção de plantas transgênicas ou raízes transgênicas a 

partir de folha destacada de A. hypogaea, têm possibilitado uma melhor percepção a cerca 

da função biológica destes genes, bem como auxiliado na elucidação das vias metabólicas 

envolvidas na tolerância à seca e na resistência ao ataque de patógenos.  

Este estudo compreende três capítulos. Os dois primeiros capítulos versam sobre 

a identificação de proteínas diferencialmente abundantes a partir de raízes de A. 

duranensis submetidas à diminuição gradual de água no solo e a partir de raízes de A. 

stenosperma inoculadas com nematoide das galhas e comparação da abundância proteica 

com dados transcritômicos obtidos anteriormente (RNA-Seq) e pela análise in vitro por RT-

qPCR para identificação de potenciais genes candidatos envolvidos na resposta de defesa 

ao estresse. O terceiro capítulo descreve os efeitos da superexpressão dos genes 

candidatos selecionados mediante ao ataque do nematoide e/ou ao déficit hídrico.       
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REFERENCIAL TEÓRICO 

1.1. O amendoim (Arachis hypogaea L.) 

O amendoim é uma leguminosa endêmica da América do Sul, mas assim como 

várias outras culturas, tornou-se mais importante em regiões do mundo longe do seu país 

de origem (Bertioli et al., 2011). Cultivada em mais de 100 países nos seis continentes e 

com projeção de produção anual (2018/2019) de quase 42 milhões de toneladas (Nwokolo, 

1996; USDA-FAS, 2019a), a maior produção de amendoim ocorre na Ásia e na África. 

Atualmente, China, Índia, Nigéria, Estados Unidos e Sudão são os cinco maiores 

produtores de amendoim, com o Brasil ocupando a 12ª posição (Figura 1) (USDA-FAS, 

2019b). O estado de São Paulo é o maior produtor nacional de amendoim (Conab, 2019). 

 

 
Figura 1 – Países produtores de amendoim. Divisão (cores) quantidade de produção (em milhões de 
toneladas – Mt) por país. Imagem adaptada aos dados de USDA/FAS, 2019b.  

  

Os grãos de amendoim, podem ser industrializados ou consumidos, também, in 

natura. São ricos em ácidos graxos poli-insaturados, que exercem inúmeros benefícios à 

saúde, e são uma excelente fonte de energia, proteínas, vitaminas, minerais e fitonutrientes 

como resveratrol, isoflavonóides, ácidos fenólicos e fitoesteróides (Toomer, 2017). Dessa 

forma, são úteis como suplemento de proteínas na produção de alimentos enriquecidos, 

demonstrando um grande potencial no combate à fome e desnutrição em países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento (Singh e Singh, 1991; Janila et al., 2016; 

Mupunga et al., 2017).  
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1.2. O gênero Arachis e o uso de espécies silvestres no melhoramento 

genético do amendoim 

Apesar da grande dispersão mundial da espécie cultivada (A. hypogaea), o gênero 

Arachis é originário da América do Sul com distribuição natural restrita à Argentina, Bolívia, 

Brasil, Paraguai e Uruguai (Figura 2) (Singh e Simpson, 1994). O gênero pertence à família 

Fabaceae e se distingue dos demais pelo fato de todas as suas espécies possuírem hábito 

reprodutivo geocárpico, onde a flor é aérea e o fruto é subterrâneo (Figura 3) (Smith, 1950). 

 

 
Figura 2 - Distribuição geográfica de todas as espécies do gênero Arachis (delimitada pela linha 
pontilhada) e distribuição das espécies da seção Arachis (delimitada em amarelo). Imagem adaptada a 
partir de Bertioli et al., 2011.  

 
Figura 3 – Imagem ilustrativa do hábito reprodutivo geocárpico apresentado por todas as espécies do 
gênero Arachis. Fonte da imagem modificada: https://www.fibrasynormasdecolombia.com/terminos-
definiciones/nitrogeno-tierra-ciclos-e-importancia/. 

 

O gênero Arachis possui 82 espécies descritas até o momento, que de acordo com 

a sua morfologia, compatibilidade de cruzamento, viabilidade de híbridos, distribuição 
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geográfica e citogenética têm sido divididas em nove seções taxonômicas (Arachis, 

Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, 

Trierectoides e Triseminatae) (Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005; Bertioli 

et al., 2011; Valls et al., 2013; Santana e Valls, 2015). A seção Arachis é a maior, com 32 

espécies incluindo a espécie domesticada, A. hypogaea. É ainda considerada a mais 

diversificada, porquê além de abrigar espécies anuais e perenes, de estrutura de cariótipos 

(A, B, D, F e K) e de números de cromossomos (18, 20 e 40), possui uma vasta distribuição 

geográfica, com espécies exclusivas do Brasil e de interesse para o melhoramento 

genético (Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005, Lavia et al., 2009; Bertioli 

et al., 2011; Moretzsohn et al., 2013).   

As espécies tetraploides têm quatro conjuntos cromossômicos (AABB) e surgiram, 

provavelmente de um eventual cruzamento entre duas espécies diploides (AA x BB), 

gerando um híbrido estéril (AB) que, posteriormente, teve sua fertilidade restaurada a partir 

de um evento natural de duplicação cromossômica, o que as levou a um isolamento 

reprodutivo de seus demais parentes silvestres (Figura 4) (Krapovickas e Gregory, 1994; 

Kochert et al., 1996; Seijo et al., 2004; Bertioli et al., 2011).  

 

 
Figura 4 - Esquema ilustrativo do provável evento de cruzamento que resultou a espécie alotetraploide 
(AABB), A. hypogaea. Fonte das imagens das sementes: Leal-Bertioli et al., 2017. 

Quando comparada aos seus parentes silvestres, que no decorrer de sua evolução 

tiveram que se adaptar a uma variedade de ambientes e estresses bióticos, A. hypogaea 

possui estreita base genética em relação a caracteres agronômicos e alta suscetibilidade 

aos estresses abióticos e ao ataque de pragas e fitopatógenos (Kochert et al., 1991; Young 

et al., 1996; Moretzsohn et al., 2004; Seijo et al., 2004, 2007; Fávero et al., 2006; 

Moretzsohn et al., 2013; Bertioli et al., 2016).  
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Investigações acerca da variabilidade genética entre as espécies silvestres de 

Arachis quanto à tolerância ao estresse biótico e abiótico têm sido reportadas. Nautiyal e 

colaboradores (2008) e Leal-Bertioli e colaboradores (2012), identificaram diferentes 

acessos de espécies silvestres mais tolerantes ao estresse térmico (calor e frio) e ao déficit 

hídrico, respectivamente, do que a espécie cultivada. Além disso, na revisão feita por 

Stalker (2017) é possível verificar a variedade de espécies silvestres com altos níveis de 

resistências à diferentes pragas e doenças causadas por fungos, vírus e nematoides.  

Com isso, muitos pesquisadores têm concentrado seus estudos no germoplasma 

silvestre de Arachis, especialmente as espécies diploides dos genomas ‘A’ e ‘B’ da seção 

Arachis, a fim de identificar novas fontes de alelos de resistência para introgressão (Singh 

e Moss, 1984; Simpson, 1991; Garcia et al., 1996; Burow et al., 2009; Guo et al., 2012; 

Kumari et al., 2014).  

Há várias coleções de germoplasma de amendoim pelo mundo (Índia, China, 

Estados Unidos, Brasil, Argentina, Bolívia, dentre outros) (Upadhyaya et al., 2001; 

Holbrook, 2001; Stalker et al., 2016). No entanto, o maior banco de germoplasma silvestre 

do mundo está situado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa-

CENARGEN, Brasília-DF), com mais de 1200 acessos, representando todas as espécies 

descritas até o momento (Stalker, 2017), podendo ser explorado visando o melhoramento 

genético do amendoim. 

1.3. Arachis duranensis e Arachis stenosperma Krapov. e W. C. Gregory 

Arachis duranensis e A. stenosperma são espécies diploides (2n=2x=20) do 

genoma ‘A’, pertencentes a seção Arachis (Stalker e Dalmacio, 1981; Fernández e 

Krapovickas, 1994; Krapovickas e Gregory, 1994; Moretzsohn et al., 2004; Seijo et al., 

2004; Custódio et al., 2005; Moretzsohn et al., 2013).  

Arachis duranensis é um dos genitores do amendoim cultivado (Bertioli et al., 2016). 

Essa espécie é originária de regiões com poucas chuvas e apresenta maior tolerância à 

seca, exibindo um perfil de transpiração mais conservativo que a espécie cultivada, em 

especial, o acesso K7988 (Leal-Bertioli et al., 2012; Brasileiro et al., 2015; Vinson et al., 

2018). Já A. stenosperma, além de ser sexualmente compatível com A. duranensis 

(Moretzsohn et al., 2005), apresenta resistência a inúmeras pragas e fitopatógenos 

(insetos, fungos, vírus e nematoides) (Fávero et al., 2009; Michelotto et al., 2015; Stalker, 

2017), incluindo o nematoide das galhas (Meloidogyne arenaria), por meio de reação de 

hipersensibilidade, em particular, o acesso V10309 (Proite et al., 2008). Diante disso, 

ambos os genótipos demonstram ser fontes de resistência, não somente para o programa 

de melhoramento do amendoim, como também para a descoberta de genes candidatos 
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que conferem tolerância à seca e resistência à fitopatógenos. Com esse intuito, estudos 

transcritômicos e, agora proteômicos, têm sido desenvolvidos tanto com raízes de A. 

duranensis (acesso K7988) submetidos à diminuição gradual de água no solo ou à 

secagem ao ar (pela retirada das plantas da solução hidropônica) (Guimarães et al., 2012; 

Brasileiro et al., 2015; Vinson et al., 2018), quanto com raízes de A. stenosperma (V10309) 

(Guimarães et al., 2005, 2010, 2015; Proite et al., 2007).  

1.4. Principais fatores responsáveis pela redução da produtividade 

Muitos fatores abióticos (calor, seca, frio e salinidade) e bióticos (vírus, fungos, 

bactérias e nematoides) podem limitar a produtividade e qualidade das sementes de 

amendoim, sobretudo, se levar em consideração que esta cultura é amplamente cultivada 

nos trópicos semiáridos e por agricultores com poucos recursos (Dwivedi et al., 2014).  

A seca e alta salinidade são os principais estresses abióticos que limitam a 

produtividade do amendoim nesta região (Banavath et al., 2018), assim como Meloidogyne 

arenaria, o nematoide das galhas do amendoim, é considerado um dos mais importantes 

patógenos de solo que também afetam a cultura do amendoim (Yuan et al., 2018). 

Tanto a seca quanto os nematoides das galhas são problemas que, no geral, afetam 

mundialmente as culturas, representando uma ameaça à produção agrícola e segurança 

alimentar.  

1.5. Seca 

A seca é um problema mundialmente importante. Trata-se de um dos principais e 

mais prevalentes fatores de estresse para a planta, influenciando negativamente o 

crescimento e desenvolvimento de diversas culturas (Zlatev e Lidon, 2012; Varshney et al., 

2018). Até o final do século 21, estima-se que as áreas terrestres secas irão redobrar 

(Deeba et al., 2012). Diante disso, um dos desafios principais à agricultura global é o 

desenvolvimento de cultivares tolerantes à seca. Para isso, faz-se necessário o 

entendimento dos mecanismos sistemáticos associados à resposta à seca (Wu et al., 

2017).   

Como a disponibilidade de água no solo afeta primeiramente as raízes das plantas, 

as quais são responsáveis pela homeostase celular, mantida pela absorção e distribuição 

de água e nutrientes para os demais órgãos da planta (Cao et al., 2017; Ghatak et al., 

2016). Dessa forma, a arquitetura do sistema radicular, tornou-se alvo de programas de 

melhoramento (de Dorlodot et al., 2007).   

O déficit hídrico induz alterações nos componentes celulares e bioquímicos, 

levando à ativação e supressão de genes e, consequentemente, à modulação de proteínas 
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envolvidas no estresse (Katam et al., 2016). O estresse sob a planta inteira desencadeia a 

produção de ácido abscísico (ABA) que, acumulado em maior quantidade nas raízes, é 

transportado para as células guardas, na parte aérea da planta, via xilema, causando o 

fechamento estomático e minimizando a perda de água por transpiração. Isso reduz a 

absorção de carbono por fotossíntese e, por consequência, o rendimento da produção 

vegetal (Figura 5) (Mittler e Blumwald, 2015; Leng e Hall, 2019).  

No entanto, Hu e colaboradores (2016) verificaram que o padrão de biossíntese e 

acúmulo de ABA em plantas de amendoim (A. hypogaea) era órgão-estresse-dependente, 

sendo mais pronunciado no órgão submetido ao estresse (folha ou raiz). Porém, no caso 

do amendoim, indepentende do local de acúmulo de ABA esse fitormônio era transportado 

para as folhas, induzindo o fechamento estomático, por meio do sistema vascular, que 

parece regular o acúmulo de ABA nos órgãos da planta (Hu et al., 2016). 

Os efeitos do ABA, como troca iônica, reorganização do citoesqueleto, produção de 

metabólitos, modulação da expressão gênica e modificações pós-traducionais, parecem 

ser produzidos por meio da interação com outras vias de fitormônios, como a do ácido 

jasmônico (JA) (Tuteja e Sopory, 2008; Sarwat e Tuteja, 2017). Além disso, o ABA pode 

causar acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Mittler e Blumwald, 2015). Essas 

ROS são moléculas sinalizadoras, alertando o estresse de forma sistêmica. Interagem com 

outras vias responsivas, como de sinalização de Ca2+, de hormônio e de cascatas 

quinases, atenuando os efeitos do estresse oxidativo e aclimatando as plantas ao estresse 

hídrico (Mittler et al., 2011; Kissoudis et al., 2014; Suzuki et al. 2013) (Figura 5). 

Além de ABA e JA, o ácido salicílico (SA) também tem sido implicado como 

responsivo ao déficit hídrico (Pavlović et al., 2018), aumentando, inclusive, a estabilidade 

do aparato fotossintético (Gururani et al., 2015).  
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Figura 5 - Esquema simplificado e ilustrativo da resposta desencadeada pela planta ao déficit hídrico. 

 

Considerando que os mecanismos moleculares e fisiológicos de tolerância ao déficit 

hídrico são complexos, e envolvem a sobrevivência em baixas condições hídricas, 

mantendo o turgor celular e evitando a perda de água por evaporação por meio do acúmulo 

de solutos (Ingram e Bartels, 1996), várias mudanças de expressão gênica são esperadas 

e levam a modulação de proteínas envolvidas no estresse. A análise deste fenômeno em 

diferentes níveis ômicos torna-se necessária para melhor compreendê-los. Isto porque, a 

maioria dos processos celulares são regulados por atividades enzimáticas e interações 

proteína-proteína, que podem não ser identificados apenas em estudos transcritômicos. 

Como as respostas de tolerância são genótipo-estresse específicas, as estratégias 

de melhoramento para manutenção ou o aumento de produtividade de culturas sob 

condições de seca variam de acordo com o ambiente de cultivo. 

O desenvolvimento de cultivares com maior resistência à seca e maior eficiência no 

uso da água tem sido almejado (Sharma e Lavanya, 2002). Com isso, estudos na área 

transcritômica e proteômica têm sido desenvolvidos em busca de genes candidatos 

envolvidos na resposta ao déficit hídrico. No entanto, esse é um difícil trabalho devido as 
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complexas redes de interação para resposta à seca, bem como a especificidade de 

adaptação e resposta de resistência, genótipo-local, necessárias para o desenvolvimento 

de cultivares mais resistentes à seca.    

1.6. Nematoide das galhas  

Outro fator limitante ao cultivo e produtividade do amendoim é a infecção 

ocasionada pelos nematoides das galhas, que pertencem ao gênero Meloidogyne e é um 

dos principais fitonematoides do mundo. São endoparasitas sedentários obrigatórios 

capazes de infectar praticamente qualquer espécie de planta vascular e estão dispersos 

no mundo inteiro (Trudgill e Blok, 2001). Embora existam cerca de 100 espécies descritas 

(Jones et al., 2013; Archidona-Yuste et al., 2018), a maioria das pesquisas concentra-se 

em quatro principais espécies: M. javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid e White) 

Chitwood e M. arenaria (Neal) Chitwood (de regiões tropicais) e M. hapla Chitwood (de 

região temperada), as quais são responsáveis por grande parte dos danos às culturas, e 

portanto, as mais economicamente importantes (Elling, 2013).  

O ciclo de vida completo dos nematoides das galhas leva de três a seis semanas, 

dependendo da espécie e das condições ambientais. A patogênese de Meloidogyne spp. 

começa com a disseminação de ovos do nematoide no solo (o primeiro estádio de 

desenvolvimento de juvenis, J1, ocorre ainda dentro do ovo) que eclodem como juvenis de 

segundo estádio de desenvolvimento (J2, estádio infectivo). Durante uma interação 

compatível os J2 invadem a raiz, preferencialmente pela sua zona de elongamento, e 

migram intercelularmente em direção ao cilindro vascular, onde estabelecem o sítio de 

alimentação com a formação das células gigantes. No sítio de alimentação, o nematoide 

passa pela segunda, terceira e quarta ecdises (J3, J4 e estádio maduro quando se 

diferenciarão em fêmeas ou machos). As fêmeas tornam-se sedentárias até o seu 

amadurecimento, formação e liberação de ovos na superfície radicular em uma matriz 

gelatinosa protetora, enquanto os machos não se alimentam e retornam ao solo. As células 

adjacentes às células gigantes sofrem distúrbio hormonal (hiperauxina), levando a 

hiperplasia e hipertrofia das mesmas, dando origem as galhas (Figura 6). 

A atividade metabólica nas células gigantes mobiliza produtos fotossintéticos dos 

brotos e nutrientes das raízes atuando como um dreno metabólico para a promoção do 

desenvolvimento e reprodução dos nematoides. Em consequência, interferem no processo 

de desenvolvimento e crescimento da planta, ocasionando um crescimento lento e/ou 

atrofiado, murcha, descoloração foliar, deformação radicular, podridão das raízes, 

acarretando a diminuição do rendimento de produção (Wyss et al., 1992; von Mende, 1997; 
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Guimarães et al., 2005; Caillaud et al., 2008; Bird et al., 2009; Castagnone-Sereno et al., 

2013; Elling, 2013; Jones e Goto, 2011; Jones et al., 2013; Escobar et al., 2015).  

 

 
Figura 6 - Imagem ilustrativa do ciclo de vida do nematoide das galhas. Ao centro, sintomas típicos 
(galhas) de meloidoginose em raízes de amendoim (http://site.extension.uga.edu). Imagem adaptada a partir 
de Castagone-Sereno et al., 2013. 

 

 Condições ambientais, tipo de solo, densidade populacional de nematoides no solo, 

espécie e cultivar vegetal podem influenciar não somente a reação da planta ao 

parasitismo, como também a severidade dos danos às culturas infectadas (Rhaman, 2003; 

Jones et al., 2013). Esses nematoides são, geralmente, dispersos por mudas de plantio, 

tubérculos e plantas jovens já infectadas, por ferramentas e maquinarias de cultivo, animais 

e sistema de irrigação. Sem esses agentes de propagação, a dispersão dos nematoides é 

limitada a poucos centímentros dentro do mesmo campo de cultivo (Rhaman, 2003).  

A maior dificuldade é diminuir a densidade populacional do nematoide no solo. Para 

isso, estratégias de controle têm sido empregadas, como o uso de químicos (nematicidas 

e fumigantes), agente antagonistas ao nematoide (controle biológico com uso de fungos e 

bactéria), métodos físicos (como solarização), rotação de cultura e uso de plantas 

resistentes (Escobar et al., 2015). O desenvolvimento de novas estratégias sustentáveis 

para controlar nematoides das galhas é dificultada pela falta de compreensão do 

parasitismo desses nematoides em nível molecular, de forma que o entendimento de como 

as plantas hospedeiras percebem e respondem ao parasitismo é importante para o 

desenvolvimento de cultivares que tenham resistência eficaz contra nematoides das 

galhas, sem que sua produtividade seja prejudicada (Goto et al., 2013; Dihn et al., 2014). 
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1.7. Nematoide das galhas no amendoim 

As espécies Meloidigyne javanica, M. arenaria, M. hapla e M. haplanaria são as que 

acometem a cultura do amendoim (Tomaszewski et al.,1994; Motsinger et al., 1976; 

Eisenback et al, 2003). Sendo, M. arenaria raça 1 a espécie mais prevalente nos campos 

de cultivo de amendoim (Burow et al., 1996; Sharma et al., 1999), causando crescimento 

atrofiado, murcha, descoloração foliar, deformação radicular e podridão dos ginóforos, 

vagens e raízes (Figura 7). 

 
Figura 7 - Sintomas causados pela infecção por M. arenaria em plantas de amendoim. A esquerda um 
campo de cultivo de amendoim apresentando clorose irregular causada pela infestação do nematoide. A direita, 
no círculo, sintomas característicos da meloidoginose: presença de galhas nas raízes e vagens. Fonte das 
imagens: https://agfax.com/2017/10/02/florida-peanuts-nematode-damage-and-management-decisions/ e 
http://oziasakinslab.org/wp-content/uploads/2011/04/Nematode-infected-2.jpg. 

 Dentre as estratégias de controle de nematoides das galhas nas culturas de 

amendoim estão: a) utilização de nematicidas, que por muitas vezes são ineficientes e 

prejudiciais a saúde e ao meio ambiente; b) rotação de cultura, realizadas com espécies 

não hospedeiras, como algumas gramíneas como grama-bahia, grama-bermuda e sorgo e 

com algodão; e c) o uso de cultivares resistentes (Grabau e Dickson, 2018).  

Em 1999, duas cultivares comerciais de amendoim resistentes a M. arenaria e M. 

javanica, NemaTAM e COAN, foram lançadas. Essas cultivares foram originadas por meio 

da introgressão de genes de resistência da espécie silvestre A. cardenasii, seguida de 

diversos retrocruzamentos com a variedade comercial Florunner (Simpson e Starr, 2001; 

Simpson et al., 2003). Já em 2007 a cultivar Tifguard, resistente ao TSWV (tomato spotted 

wilt tospovirus) e a M. arenaria, obtida a partir do cruzamento entre a cultivar C-99R 

(resistente ao TSWV) e a cultivar COAN foi lançada (Holbrook et al., 2008a). Até o 

momento, todas as cultivares comerciais de amendoim possuem a mesma fonte de 
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resistência oriunda de A. cardenasii, reforçando, portanto, a necessidade de 

desenvolvimento de novas variedades contendo fontes de resistência alternativas.  

1.8. Interação planta-Meloidogyne spp. 

Nematoides endoparasitas sedentários interagem com seus hospedeiros de 

maneira sutil e especializada (Barcala et al., 2010). O processo de infestação dos 

nematoides das galhas, comparado a de outros nematoides, pode ser considerado uma 

interação menos destrutiva às raízes vegetais, uma vez que o nematoide necessita 

secretar componentes específicos para indução do seu sítio de alimentação e formação 

das células gigantes (Jones e Goto, 2011).  

Durante a interação planta-Meloidogyne, as células do hospedeiro são capazes de 

responder a presença do nematoide pela percepção da invasão, movimentação e lesão 

ocasionada à planta. Isso ocorre por meio de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) localizados na superfície das células hospedeiras que reconhecem de elicitores 

microbianos, conhecidos como padrões moleculares associados ao 

patógeno/nematoide/danos celulares (PAMPs/NAMPs/DAMPs), como proteínas, lipídeos, 

carboidratos e fragmentos de parede celular (Holbein et al., 2016; Ali et al., 2018).  

A percepção de PAMPs/DAMPs pelos PRRs desencadeia uma resposta de defesa 

chamada de imunidade desencadeada pelo patógeno (PTI), associada à detecção e 

impedimento da entrada do patógeno, e que está associada a respostas intracelulares que 

incluem o rápido fluxo de íons através da membrana plasmática, ativação de proteínas 

quinases associadas a mitógenos e dependente de cálcio (MAPKs e CDPKs), produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), rápidas mudanças na expressão gênica e reforço da 

parede celular (Jones e Dangl, 2006; Zipfel, 2008).  

Ainda assim, existem patógenos que conseguem escapar desse reconhecimento 

ou suprimir a resposta de PTI por meio de secreção de efetores de virulência. Dessa forma, 

outra estratégia da planta para impedir o progresso do nematoide é por meio da imunidade 

desencadeada por efetores (ETI), o que envolve a percepção de de efetores mediada por 

receptores intracelulares, que são em sua maioria proteínas multi-domínios com um 

domínio central conservado de ligação ao nucleotídeo (NB) e um domínio variável rico em 

repetições de leucina (LRR), codificadas por genes de resistência (genes R). Estas 

proteínas induzem respostas qualitativamente similares às de PAMPs, porém 

quantitativamente mais fortes e mais duradouras, resultando em diferentes respostas de 

defesa e redes de sinalização, caracterizadas por reação de hipersensibilidade (HR) 

(Zipfel, 2008; Dodds e Rathjen, 2010; Monaghan e Zipfel, 2012; Lannoo e Van Damme, 

2014; Berne e Javornik, 2016; Holbein et al., 2016). 
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Apesar de fontes quantitativas de resistência ao nematoide das galhas terem sido 

encontradas no amendoim (A. hypogaea), uma resistência mais forte, como a exibida pela 

reação de hipersensibilidade (HR), só foi identificada em espécies diploides, como A. 

cardenasii e A. stenosperma (Bendezu e Starr, 2003; Proite et al., 2008).  

O entendimento dessas respostas de defesa da planta durante a infecção é 

importante para definir os processos que governam as interações planta-nematoide 

(Escobar et al., 2011) e ampliar as fontes de resistências no amendoim, assegurando uma 

maior durabilidade da resistência (Guimarães et al., 2015).  

1.9. Abordagens “ômicas” para o estudo de genes associados a resposta 

de defesa da planta 

O crescente número de sequenciamento genômico de plantas, inclusive dos 

genitores do amendoim (A. duranensis e A. ipaënsis) (Bertioli et al., 2016), possibilitou o 

aprofundamento de estudos de processos biológicos relacionados à fisiologia, 

crescimento, desenvolvimento e resposta a estresses em nível celular. Usando-se 

abordagens ômicas, incluindo genoma, transcritoma, proteoma e metaboloma em um único 

conjunto de dados possível detectar genes e proteínas associados à resposta de defesa 

da planta a estresses (Agrawal et al., 2015; Zhou et al., 2016).    

A utilização de técnicas de sequenciamento do transcritoma (RNA-Seq) de espécies 

silvestres de amendoim visando à busca de genes de tolerância à seca e resistência ao 

nematoide das galhas possibilitou a identificação de um grande número de genes 

candidatos envolvidos nas respostas a esses estresses (Guimarães et al., 2010; 

Guimarães et al., 2012), bem como uma visão geral da expressão gênica durante estágios 

iniciais do estresse (Brasileiro et al., 2015; Guimarães et al., 2015; Vinson et al., 2018). 

Recentemente, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa 

CENARGEN) construiu um banco de dados de sequências genômicas expressas de 

diferentes espécies de amendoim silvestre (http://lbi.cenargen.embrapa.br/arachis/) 

submetidos a estresses abióticos e bióticos. No entanto, a função biológica da grande 

maioria desses genes permanece desconhecida, assim como os mecanismos de controle 

genético das principais características agronômicas de interesse. Nesse cenário, a 

identificação da função biológica desses genes e do produto final traduzido dos mesmos, 

se torna o maior gargalo e o grande desafio para que se possa agregar valor à informação 

gerada pelos projetos anteriores.  

Associada aos dados de trancritoma, a análise proteômica revela os produtos da 

expressão gênica da planta sob determinada condição de estresse e seu estado fisiológico. 
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Trata-se de uma abordagem direta para definir a função de genes (Kumar e Kirti, 2015), 

auxiliando a compreensão do genótipo-fenótipo observado (Agrawal et al., 2015). 

Além do mais, se faz necessária a análise da expressão destes genes/proteínas in 

planta. Somente genes comprovadamente de interesse devem ser introduzidos nas 

plantas-alvo devido à dificuldade do estabelecimento de um método eficaz de 

transformação para avaliação da função biológica em amendoim de novos genes 

candidatos à resistência. Uma alternativa a transformação estável de plantas é o uso de A. 

rhizogenes, bactéria causadora da formação de raiz em cabeleira. A simplicidade e 

eficiência desse método de transformação tem favorecido sua aplicação em estudos de 

genes que conferem tolerância à seca e resistência ao nematoide em amendoim (Chu et 

al., 2014; Liu et al., 2016; Guimaraes et al., 2017). 

Em um recente levantamento, Kourelis e van der Hoom (2018) identificaram que 

314 genes de resistência (genes R), a partir de várias espécies de planta, foram clonados 

até o momento. Esses dados sugerem mecanismos de defesa distintos, subdividos em 

dois grupos: genes R envolvidos na percepção e genes R envolvidos na perda de 

suscetibilidade. E ao contrário do que se pensava, a maioria desses mecanismos são 

aplicados contra diferentes tipos de patógenos e parecem ser universalmente usados no 

reino vegetal. No entanto, menos da metade dos genes R já clonados (41%) tem 

mecanismo de ação proposto (Kourelis e van der Hoom, 2018). Muitos genes R ativam a 

resposta de imunidade desencadeada por efetor que envolve a reação de 

hipersensibilidade (HR) e morte celular programada (Jones e Dangl, 2006), que pode 

desencadear a resposta sistêmica adquirida (SAR). Com poucas horas após a HR, as 

plantas iniciam a produção de diferentes proteínas relacionadas a patogênese (PRs) local 

e sistematicamente em toda a planta (Maleck e Dietrich, 1999). Com isso, as PRs mostram-

se associadas a HR e ao SAR prevenindo o desenvolvimento da infecção (Jain e Khurana, 

2018).     

 Não somente os genes de resistência, mas também genes possivelmente 

envolvidos na resposta de defesa da planta, uma vez caracterizados e isolados, poderão 

ser utilizados na obtenção da resistência durável por meio de duas estratégias: a) 

piramidização de alelos de resistência utilizando seleção assistida por marcadores (SAM). 

Essa estratégia possibilitará que os genes que são efetivos contra todos os isolados de um 

patógeno ou algum estresse combinado possam ser acumulados em um único genótipo, 

possibilitando selecionar recombinações raras entre genes fortemente ligados; b) 

introgressão de pirâmides gênicas via transgenia. Nesse caso, múltiplos genes associados 

a resposta de defesa da planta são clonados em um T-DNA que, após transformação 

seriam selecionados como uma única unidade Mendeliana. A grande vantagem da 

piramidização de genes é que exige que grandes modificações ocorram no patógeno para 
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que o mesmo possa vir a quebrar a resistência da hospedeira, contribuindo, portanto, para 

uma resistência durável contra um determinado patógeno ou estresse durante um estresse 

combinado. 

 Interessantemente, vários estudos estão fornecendo evidências da sobreposição 

das respostas de defesa entre o estresse biótico e abiótico (Miller et al., 2017). Desta forma, 

aprofundar o conhecimento quanto às respostas de defesa da planta aos estresses biótico 

e abiótico é desejável para o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes e resistentes, 

sobretudo, levando-se em consideração que na natureza e nos campos de cultivos, os 

estresses costumam ocorrer simultaneamente. 
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OBJETIVOS 

1. Geral 

Identificar genes canditatos a partir de espécies silvestres de Arachis associados à 

resposta de defesa à seca e ao ataque do nematoide das galhas (Meloidogyne arenaria). 

 

2. Específicos 

a) Analisar o transcritoma e o proteoma de raízes de A. duranensis submetidas a 

diminuição gradual de água no solo e de raízes de A. stenosperma infectadas com 

M. arenaria raça 1; 

b) Identificar genes/proteínas diferencialmente responsivos à diminuição gradual de 

água no solo e ao ataque do nematoide; 

c) Comparar os dados proteômicos com os dados transcritômicos (RNA-Seq);  

d) Avaliar por meio de RT-qPCR a expressão diferencial dos genes-candidatos 

selecionados; 

e) Avaliar in planta os efeitos da superexpressão de um gene-candidato selecionado 

à tolerância à seca e outro de resistência a M. arenaria, por meio da transformação 

mediada por Agrobacterium tumefaciens de plantas de Arabidopsis thaliana e da 

transformação mediada por A. rhizogenes de folhas destacadas de A. hypogaea.
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CAPÍTULO 1 – PROTEÔMICA COMPARATIVA E ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA EM ARACHIS DURANENSIS REVELAM PROTEÍNAS DE RESPOSTA AO ESTRESSE ASSOCIADAS À TOLERÂNCIA À SECA 

 

 

 

 

 

 

 

Proteômica comparativa e análise da expressão gênica em Arachis 

duranensis revelam proteínas de resposta ao estresse associadas à 

tolerância à seca 
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1. INTRODUÇÃO 

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.), que possui alto teor de óleos e 

proteínas, é um importante grão nutricional que pode ser consumido in natura. A. hypogaea 

é cultivada principalmente na Ásia, África e Américas e representa a quinta cultura de 

oleaginosa mais produzida em todo o mundo, depois da soja, da colza, da semente de 

girassol e semente de algodão. A maior parte da produção de amendoim ocorre atualmente 

em regiões propensas à seca, onde seu crescimento e rendimento podem ser severamente 

afetados pela escassez de água (Wang et al., 2017a; Farooq et al., 2016; Banavath et al., 

2018). A necessidade de desenvolvimento de cultivares tolerantes à seca para melhorar a 

produtividade e resiliência das culturas sob disponibilidade limitada de água é, atualmente, 

um grande desafio na agricultura global. Para isso, é fundamental uma maior compreensão 

dos mecanismos que controlam as respostas do estresse abiótico, incluindo as redes 

fisiológicas, bioquímicas e reguladoras de genes (Wu et al., 2017; Janiak et al., 2016; 

Valliyodan e Nguyen, 2006). 

Para resistir à deficiência hídrica, as plantas desenvolveram mecanismos 

complexos para se adaptarem e sobreviverem sob estresse à seca, o que envolve 

respostas morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares (Farooq et al., 2009). 

Como os processos celulares também são regulados por modificações pós-traducionais, 

interações proteína-proteína e atividades enzimáticas, a análise da expressão gênica deve 

ser complementada por abordagens adicionais (Kottapalli et al., 2009). Por essa razão, 

estudos proteômicos e metabolômicos estão sendo cada vez mais empregados, 

separadamente ou em combinação, para melhor entender os mecanismos de resposta e 

tolerância ao estresse (Chmielewska et al., 2016; Yu et al., 2017). Em amendoim, 

investigações anteriores sobre os perfis de proteoma de genótipos tolerantes e sensíveis 

sob estresse hídrico focaram principalmente nos tecidos foliares (Kottapalli et al., 2009; 

Akkasaeng et al., 2015; Katam et al., 2016). As raízes, no entanto, são os principais locais 

de percepção do déficit hídrico do solo, desencadeando uma variedade de mecanismos de 

defesa contra essa condição de estresse (Ghatak et al., 2016). As respostas são 

tipicamente rápidas, para minimizar os efeitos prejudiciais da redução da disponibilidade 

de água (Ghatak et al., 2016; Ghosh e Xu, 2014). 

Ao contrário do amendoim cultivado, que tem uma base genética estreita e é 

sensível a condições prolongadas de seca, os parentes silvestres são geneticamente 

diferentes e apresentam maior tolerância à seca (Leal-Bertioli et al., 2012; Nautiyal et al., 

2008; Knauft e Gorbet et al.,1989). Em estudos anteriores realizados por nosso grupo, 

mostramos que espécies cultivadas e silvestres exibem padrões de transpiração 

contrastantes em resposta a condições limitadas pela água (Leal-Bertioli et al., 2012; 
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Brasileiro et al., 2015; Vinson et al., 2018). A. duranensis exibiu um comportamento de 

transpiração mais conservador para o uso de água (Leal-Bertioli et al., 2012) e foi usada 

como fonte de alelos para descoberta de genes relacionados à tolerância à seca.  

Considerando que os mecanismos moleculares da tolerância à seca são 

complexos, e que a modulação da expressão gênica pode levar a uma modificação na 

abundância de proteínas envolvidas na resposta a esse estresse, é importante analisar as 

mudanças moleculares em diferentes níveis “ômicos”. Nesse capítulo, a abundância de 

proteínas em raízes de plantas de A. duranensis submetidas a déficits graduais de água 

no solo foi analisada usando uma abordagem 2-DE, e comparada com dados de transcritos 

da mesma espécie submetidas a estresse hídrico (secagem de raízes ao ar) (Vinson et al., 

2018). Os dados proteômicos foram comparados com dados transcritômicos obtidos 

anteriormente (RNA-Seq) (Vinson et al., 2018) e validados por RT-qPCR (reação em 

cadeia da polimerase com transcrição reversa quantitativa). Os genes candidatos 

identificados para proteínas de abundância diferencial têm o potencial para serem 

utilizados no melhoramento genético do amendoim cultivado para tolerância à seca.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Crescimento e tratamento das plantas de Arachis duranensis 

Sementes de A. duranensis (acesso K7988) foram obtidas do Banco Ativo de 

Germoplasma da Embrapa (Embrapa - CENARGEN). O experimento de tolerância à seca 

foi realizado a partir da diminuição gradual de água no solo (dry-down), em casa de 

vegetação como descrito anteriormente (Leal-Bertioli et al., 2012; Brasileiro et al., 2015). 

Para tal, foram utilizadas plantas de um mês de idade crescidas em copos plásticos de 500 

mL contendo solo estéril (uma planta por copo). As plantas foram divididas em dois grupos: 

um controle irrigado e um grupo estressado, com cada grupo compreendendo três plantas 

por repetição biológica. Um total de três repetições biológicas foi analisado. O experimento 

do tipo dry-down consistiu na interrupção da irrigação das plantas do grupo estressado 

após o solo atingir 70% de capacidade de campo (CC). A taxa de transpiração (TR – 

Transpiration Ratio) de cada planta foi estimada gravimetricamente e normalizada (NTR – 

Normalized Transpiration Ratio), individualmente, com base na razão entre o valor de TR 

e o valor médio da TR das plantas controle para cada tempo analisado, conforme descrito 

por Muchow e Sinclair (1991). Raízes de A. duranensis dos grupos controle e estressado 

foram coletadas no quarto dia, com valor de NTR de aproximadamente 0,2, imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenada a -80°C. 
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2.2. Avaliação do teor de clorofila, extravasamento de eletrólitos e teor 

relativo de água 

O teor de clorofila foliar foi estimado em plantas submetidas ao estresse hídrico, 

uma vez que é um dos principais índices que refletem a responsividade às condições de 

seca (Sheshshayee et al., 2006). O teor de clorofila foi avaliado com base nas medidas de 

leituras de clorofila realizadas pelo SPAD (SCRM) (SPAD-502, Minolta Sensing), como 

descrito por Leal-Bertioli e colaboradores (2012). Durante o experimento do tipo dry-down 

duas medidas de leituras de clorofila foram registradas diariamente a partir do mesmo 

folíolo da segunda folha totalmente expandida da haste principal de cada planta controle e 

estressada. Ao final do experimento, quando as plantas atingiram um valor de NTR de 

aproximadamente 0,2, os folíolos utilizados nas medidas de leitura de clorofila foram 

coletados e a concentração de pigmentos fotossintéticos determinada de acordo com Yang 

e colaboradores (2016).  

Três discos foliares (0,4 cm²) de cada planta (controle e estressado) também foram 

coletados e analisados quanto ao extravasamento de eletrólitos (EE) e teor relativo de água 

(TRA), segundo Brito e colaboradores (2011). 

2.3. Extração de proteína e análise 2-DE 

Proteínas totais foram extraídas de amostras de raízes de plantas estressadas e 

controle coletadas no final do experimento de dry-down (quarto dia). Cada amostra foi 

composta por três plantas, agrupadas para formar uma repetição biológica. As proteínas 

foram extraídas de um total de três replicatas biológicas utilizando fenol, seguido de 

precipitação com acetato de amônio em metanol, como descrito por Carmo e 

colaboradores (2013). As proteínas totais foram ressuspendidas em tampão de 

solubilização (uréia 7 M, tiouréia 1 M, CHAPS 4% m/v, IPG tampão pH 4–7 NL 2% e DTT 

40 mM) e quantificadas utilizando o reagente de Bradford (BioRad). Aproximadamente 600 

µg de proteínas foram carregadas em Immobiline™ DryStrips de 13 cm, pH 4-7 (GE 

Healthcare), em seguida, submetidas a focalização isoelétrica utilizando um Sistema de 

Focagem Isoeléctrica Ettan™ IPGphor™ 3 (GE Healthcare), de acordo com as instruções 

do fabricante. As tiras de gel foram equilibradas durante 15 minutos em tampão de 

equilíbrio (tris-HCl 1,5 M pH 8,8, uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2% e azul de bromofenol 

1%) contendo DTT 1 M, depois durante 15 minutos adicionais no mesmo tampão de 

equilíbrio com iodoacetamida a 2,5%. A segunda dimensão foi realizada utilizando géis de 

poliacrilamida a 12%, com inclusão do marcador de massa molecular Benchmark Protein 

Ladder (Invitrogen), como descrito anteriormente (Carmo et al., 2013). As proteínas foram 
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coradas com uma solução de Coomassie Blue G-250 (sulfato de amônio 10% [m/v], 

Coomassie G-250 0,1% [m/v], metanol 20% [v/v] e ácido fosfórico 2%). 

2.4. Análise das imagens dos géis e identificação de proteínas 

Três géis, um por repetição biológica, foram digitalizados com um ImageScannerIII 

(GE Healthcare) e as imagens analisadas usando o programa ImageMaster 2D Platinum, 

versão 7.05 (GE Healthcare). Os spots foram detectados automaticamente e melhorados 

pela edição manual para eliminar os artefatos técnicos. Os spots foram considerados 

diferencialmente abundantes com base na ANOVA (p ≤ 0,05) após análise das imagens. 

Os spots proteicos diferenciais foram excisados dos géis e digeridos com tripsina (Sigma-

Aldrich®), de acordo com as instruções do fabricante. Os peptídeos trípticos foram 

aplicados em uma placa-alvo MALDI e analisados num espectrômetro de massa Auto-Flex 

Velocidade MALDI TOF-TOF (Bruker Daltonics), operado nos modos refletor positivo (MS) 

e LIFT™ (MS/MS). As proteínas foram identificadas usando o mecanismo de busca 

MASCOT Matrix Science com o banco de dados NCBIprot e a taxonomia Viridiplantae. 

Para análise por impressão digital em massa de peptídeos (PMF – Peptide Mass 

Fingerprinting), a carbamidometilação da cisteína foi considerada como uma modificação 

fixa e a oxidação da metionina como uma modificação variável. Uma tolerância de 150 ppm 

e perda de um local de clivagem foram permitidas nas análises. Os mesmos parâmetros 

foram empregados para análise MS/MS, com a adição de uma tolerância de massa de 

fragmentos de íons de 0,6 Da e estado de carga de +1. Apenas identificações significativas 

(p-valor ≤ 0,05) foram aceitas. 

2.5. Análise por RT-qPCR 

Ao final do experimento do tipo dry-down, as mesmas amostras coletadas para 

extração de proteínas (raízes estressadas e controle) foram utilizadas para extração de 

RNA total.  O cDNA foi sintetizado de acordo com o protocolo descrito por Morgante e 

colaboradores (2011) e as sequências nucleotídicas das proteínas identificadas pelo 

MASCOT determinadas usando o algoritmo tBLASTn e o banco de dados de CDS 

(sequência de DNA codificadora) de A. duranensis, disponível no site PeanutBase 

(https://peanutbase.org/) e no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para cada gene 

candidato, primers específicos foram desenhados usando o software Primer3Plus, 

seguindo os parâmetros descritos por Morgante e colaboradores (2011) (Tabela 1). As 

reações de RT-qPCR foram realizadas no sistema de PCR em tempo real StepOnePlus™ 

(Applied Biosystems) usando um kit Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG com 

ROX (Invitrogen, EUA). Três repetições biológicas independentes foram analisadas, com 
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três réplicas técnicas incluídas para cada reação. Valores do ciclo de quantificação (Cq) e 

a eficiência dos primers foram estimados usando o algoritmo Miner PCR em tempo real 

(Zhao e Fernald, 2005). Os valores médios de Cq foram normalizados contra dois genes 

referência, ou seja, ACT1 e 60S, conforme previamente estabelecido (Morgante et al. 

2011). A análise estatística da taxa de expressão dos transcritos de mRNA no grupo 

estressado em comparação ao grupo controle foi realizada utilizando o programa de 

expressão relativa REST 2009, versão 2.0.13 (Pfaffl et al., 2002). 

 

Tabela 1 - Primers desenhados para os genes que codificam as proteínas identificadas. 

Spot 
proteico 

Gene Primer Forward (5’-3’) Primer Reverso (5’-3’) 
Amplicon 
(bp) 

Eficiência 
do primer 

033 EaseIII TTTCGGTTACACCTCGATCC AGAGTGGTTTTGGGCCTCTT 187 0,89 

041 NDPK-1 TCAGGTCCTGTTGTGTGCAT AGCTATTTCCCGCTTTCCAT 170 0,87 

047 DOT-1 CAGGATATGAAGCCGGAAAA GAAGAACAGTGACAGACGCG 167 0,82 

052 MLP-43 TTGGTTCTGTCAAGCACTGG ACAATTCCACCACCACTTCC 190 0,88 

087 POZ GAAGTACGTGGCCTCGGATA TCCCACTCTGATCCAAAAGG 179 0,88 

088 CHI-2 GGGCCTTAGTTTCTCCCAAG GTTGCAAAACGGCAGGTAAT 164 0,85 

101 APX TGGTCACACTCTTGGAGCTG TCAACAAGAGGGCGGAATAC 183 0,86 

104 MSLα AACCTAGCAACCTCGCAAGA ACAAGGCTCTCCCAACACTG 160 0,82 

105 ManGlcBl TCTTGCAAGGTGATGCAAAG CGACTTGATGACGAAGCTGA 185 0,85 

122 PSMA6 AGTTGCCATGGTTTTGGGTA CCGGATTCTCTTTTTGGACA 173 0,81 

147 ANX ATCTTGGGTCATCGAAATGC CCATCTTTTGGTTGCTTCGT 189 0,84 

158 GS56 TGAAATGGCCTCTAGGTTGG CCCACTGTCCAGGCATAACT 180 0,86 

178 SAM TCCCAGAGCCACTCTCTGTT ACGTCCGAAATGTCCGTAAG 185 0,85 

184 ENO CATTGGAATGGATGTTGCTG GTGCTCCCAATCATCTTGGT 193 0,84 

196 ATPase GGACGTATCCCATCTGCTGT TGGTAGCAGGAGCAGGATCT 157 0,83 

220/360 HSP70a TGTGCCTGCTTACTTCAACG CTCAAGCACCGAGACATCAA 193 0,85 

224 HypP AAGGCCGTGTACATCCTTTG CAGCCTGTGCAATTTCTTCA 183 0,86 

246 MDH CCCCGCTTGTTTCTGATTTA GCGGGGATAACAACAACATC 160 0,86 

252 MatK GCGTTCTTTTTGAGCGAATC CGCATTCTTTGAAGCCAGA 155 0,88 

257/266 MLP-34a CAGCGTTGGTGGTTCTGTTA ACAGTGGCACCTCCATTCTC 198 0,83 

258 HSP17,3 TTCTGCGTTCGTCAACACTC CCAGGTGTCGTTCTTGTCCT 175 0,87 

270 SHMT4 GGCGGGTATGATCTTCTTCA CCCAGGTGACATAGCCTGTT 181 0,86 

291 Cht2 GCCCATGGCTTCTACACCTA CCCCATTCAAATTCATCTGG 173 0,84 

327 TFIIFb AATTCCAGGAAGGCAAACTG GAAAGTCTTCACCATCCATCG 151 - 

332 SRPBCC GTGAGGACTGGCAAAGCATC TGCATGGTGAGCTTCAAGAC 178 0,89 

335 APRT TGCAGGTGTTGAAGCAAGAG TAAGGCTCGATCTCCACGTT 190 0,87 

348 Leo-1 TCAGAAATCCTGATGGCACA CCTTCCCATGTCTGAGGAAA 159 0,88 

361 MetE TCCACCTCCTGCTCACTTCT AGAAGGCCTCGTTCTTGTGA 157 0,87 

392 TMED ACCCTTTGCCTGATTCACAC TTGTGGAAGGGTTAGCATCC 165 0,89 

a Isoformas com o mesmo gene model identificado no PeanutBase. 
b Primers que não produziram um produto de amplificação. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Perfil de transpiração, conteúdo de clorofila, extravasamento de 

eletrólitos e teor relativo de água após dry-down 

Neste estudo, plantas da espécie silvestre A. duranensis foram analisadas quanto 

ao seu perfil de transpiração (representado pelo comportamento da NTR) durante quatro 

dias, aos quais foram submetidas a uma diminuição gradual da disponibilidade de água no 

solo (Figura 8A). O perfil de transpiração obtido por medidas gravimétricas nesse 

experimento, revelou um padrão de resposta da NTR à secagem do solo compatível com 

dados previamente observados para A. duranensis e outras espécies silvestres de Arachis 

(Leal-Bertioli et al., 2012; Brasileiro et al., 2015). Enquanto as plantas controle irrigadas 

mantiveram um valor médio de NTR 1,0 ao longo do tratamento, as plantas estressadas 

apresentaram uma diminuição gradual, alcançando valores de aproximadamente 0,2 ao 

quarto dia de experimento (Figura 8A). Além disso, o conteúdo de pigmentos fotossintéticos 

(clorofila a, b e carotenoides), estimado por SCMR, aumentou nas plantas estressadas 

quando comparadas as plantas controle, o que pode indicar uma possível resposta 

adaptativa de A. duranensis para preservar a eficiência fotossintética (Figura 8B-D). Um 

aumento no teor de clorofila em plantas sob déficit hídrico já foi observado anteriormente, 

predominantemente em genótipos descritos como tolerantes à seca (Zaefyzadeh et al., 

2009; Larkunthod et al., 2018).  

Outros dois importantes indicadores de estresse hídrico analisados foram o teor 

relativo de água na folha (TRA) e o extravasamento de eletrólitos (EE). Com relação ao 

TRA, uma redução significativa de 42,7% foi observada entre plantas estressadas e 

controle (Figura 8E). Uma diminuição no TRA é uma resposta precoce ao déficit hídrico e 

representa variações no ajuste osmótico, como observado anteriormente em genótipos de 

amendoim tolerantes e sensíveis à seca (Katam et al., 2016). Por outro lado, o aumento da 

deficiência hídrica leva, em geral, a maior permeabilidade da membrana plasmática, o que 

resulta em maior EE (Katam et al., 2016). De fato, um aumento significativo de 21,8% nos 

valores de EE foi observado entre as plantas estressadas e controle (Figura 8F). Quando 

comparado com plantas controle, o fenótipo visual das plantas estressadas de A. 

duranensis também foi compatível com sintomas típicos de deficiência hídrica (murcha) 

(Figura 8G), e em concordância com nossos estudos anteriores (Brasileiro et al., 2015).  
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Figura 8 – Plantas de A. duranensis submetidas a uma diminuição gradual da água (dry-down). A) Taxa 
de transpiração normalizada (NTR) de plantas de A. duranensis durante o experimento de dry-down. B-D) 
Concentração média dos pigmentos fotossintéticos em plantas controle e estressadas (clorofila a, clorofila b e 
carotenóides) durante o experimento. E-F) Teor relativo de água (TRA) e extravasamento de eletrólitos (EE) 
em folhas de A. duranensis ao final do experimento (quarto dia). G) 1: fenótipo normal da parte aérea de plantas 
controle de A. duranensis. 2: Sintomas nas partes aéreas de plantas A. duranensis estressadas, mostrando 
murcha e evidente dessecação das folhas. 
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3.2. Proteínas responsivas à seca em raízes de A. duranensis 

A análise 2-DE do perfil do proteoma de raiz de A. duranensis revelou 

aproximadamente 400 spots proteicos (Figura 9; Figura Suplementar 1). Por meio da 

comparação de plantas sob estresse hídrico e controle, um total de 59 proteínas 

significativamente abundantes (p ≤ 0,05) foram detectadas na condição de estresse, 

incluindo 15 com aumento e 19 com abundância diminuída. Três proteínas foram 

identificadas como exclusivas em plantas estressadas e 22 exclusivas na condição de 

controle. Todos os 59 spots proteicos diferencialmente abundantes foram analisados por 

espectrometria de massa, dos quais 31 foram identificados com sucesso usando o software 

MASCOT (Figura 10; Tabela 2). Estes compreendiam dez com aumento e 13 com 

abundância diminuída, sete exclusivos de plantas controle e um exclusivo da condição 

estressada. Essas proteínas foram classificadas em diferentes grupos com base em suas 

funções previstas usando a ferramenta de anotação de sequência Mercator (Lohse et al., 

2014). 

 

Figura 9 - Mapas comparativos em 2D de raízes de A. duranensis sob condições controle e de estresse 
hídrico mostrando proteínas diferencialmente abundantes. (+) abundância aumentada, (-) abundância 
diminuída e ( ) proteína exclusivas em ambas as condições. 

3.3. Proteínas relacionadas a estresse 

A categoria funcional de estresse conteve o maior número de proteínas, com 25% 

do total de proteínas identificadas (Figura Suplementar 2). Entre essas proteínas, duas 

foram exclusivas para o controle: proteína desconhecida (SRPBCC – spot 332) e uma 

proteína estromal relacionada ao choque térmico de 70 kDa (HSP70 – spot 360). Cinco 
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outras proteínas aumentaram em abundância em resposta à seca: proteína tipo MLP 34 

(MLP-34 – spots 257 e 266) proteína tipo MLP 43 (MLP-43 – spot 52), proteína tipo choque 

térmico da classe I de 17,3kDa (HSP17.3 – spot 258) e HSP70 (spot 220). 

 

(continua na próxima página) 
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Figura 10 - Perfil da abundância de 30 proteínas identificadas pela técnica de 2-DE em raízes de plantas 
de A. duranensis submetidas ao déficit hídrico (EST) e na condição controle (CTR). Os gráficos 
representam a variação da abundância diferencial de proteínas (barra azul – determinada pelo programa 
ImageMaster 2D Platinum v.7.05) e a expressão diferencial dos genes putativos que codificam essas proteínas 
(barra laranja – determinada por RT-qPCR). Gráficos sem barras azuis representam proteínas exclusivas das 
raízes controle (SRPBCC, TMED, Leo-1, HSP70 [spot 360], MetE e APRT) ou plantas estressadas (Cht2). 

Apesar de o grupo de enzimas quitinase da classe II ser comumente identificado 

em fungos, bactérias e plantas, uma quitinase-2 (Cht-2 – spot 291) foi identificada 

exclusivamente nas raízes estressadas (Figura 9; Tabela 2). Nas plantas, essas quitinases 

estão associadas a respostas de defesa a patógenos e tolerância a estresses ambientais. 

De fato, vários estudos mostraram um aumento nos transcritos e proteínas de quitinase 

sob condições de seca (Grover, 2012; Ye et al., 2015; Li et al., 2018). Em A. hypogaea, foi 

relatado que uma quitinase (classe II) como única em folhas de uma cultivar tolerante à 

seca e ausente em cultivares suscetíveis durante o tratamento de déficit hídrico (Katam et 

al., 2016). A superexpressão de genes codificadores de quitinase em plantas transgênicas 

também foi relatada como conferindo tolerância à seca (Kwon et al., 2007; Raeini Sarjaz e 

Chalavi, 2011). 

Três outras proteínas relacionadas ao estresse pertencentes à família MLP também 

foram identificadas: uma MLP-43 (spot 52) e duas proteínas MLP-34 (spot 257 e 266) 

(Figura 9; Tabela 2). As MLPs pertencem à família Bet v 1 com função biológica 

desconhecida, mas demonstraram ser induzidas em resposta a patógenos e estímulos 

ambientais e durante o desenvolvimento de frutas/flores (Osmark et al., 1998; Ruperti et 

al., 2002; Yang et al., 2015; Wang et al., 2016a). Aqui, a MLP-43 de A. duranensis mostrou 

uma abundância diminuída (-1,59 vezes) em resposta à seca. Curiosamente, as duas 

isoformas da proteína MLP-34 revelaram uma forte modulação em resposta à condição de 

seca, mas com padrões de abundância opostos: uma apresentou um aumento (9,29 vezes 

– spot 257), enquanto a outra uma diminuição (-5,82 vezes – spot 266) (Figura 9; Tabela 

2). Esse comportamento contrastante pode ser devido à presença de splicing alternativo 

em uma das isoformas dessas proteínas, como observado em A. thaliana 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9SSK7), de acordo com o banco de dados curado UniProt. 

Tem sido demonstrado que as isoformas de proteínas podem ter funções biológicas 

distintas, bem como padrões de expressão diferentes (Stastna et al., 2012). Também é 

possível que modificações pós-traducionais possam explicar as diferenças em massa e pI 

ponto isoelétrico).
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Tabela 2 - Proteínas diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massas em raízes de A. duranensis controle e estressadas pela seca. 

Spot proteico Descrição e abreviação da proteína Sequência peptídicaa Organismo Acessob Massa 

(kDa) 

Massa 

(kDa) 

pI 
teor. 

pI 
exp. 

Índice 

Mascot 

Cobertura (%)/N° de 

peptídeos combinados 

Fold 

Changec 
     teor. exp.    (MS)  

Metabolismo de aminoácido 

178* S-adenosylmethionine synthase (SAM) - Actinidia chinensis P50303 39 50 6.20 5.79 126 30/10 -2.39 
  K.TIFHLNPSGR.F Arachis hypogaea AFN54653 43  5.16  67 2/1  
  R.FVIGGPHGDAGLTGR.K Arachis hypogaea AFN54653 43  5.16  114 3/1  

  K.VLVNIEQQSPDIAQGVHGHLTK·K Petunia x hybrida P48498   5.47  48 30/10  

361 Cobalamine-independent methionine synthase K.YGAGIGPGVYDIHSPR.I Solenostemon CAA89019 87 89 6.17 6.49 52 2/1 Exclusivo do 
 (MetE)  Scutellarioides        Controle 

Metabolismo-C1 

270 Serine hydroxymethyltransferase 4 (SHMT4) - Arachis hypogaea AGL08226 52 55 6.65 6.92 187 41/22 -3.20 
  K.LLICGGSAYPR.D  AGL08215 52  6.84  61 2/1  

  K.NAVFGDSSALAPGGVR.I  AGL08215 52  6.84  78 3/1  

  K.ISATSIYFESLPYK·V  AGL08215 52  6.84  53 2/1  

  K.VNSQTGYIDYDRLEEK.A  AGL08215 52  6.84  51 3/1  

  R.YYGGNEYIDEIENLCR.A  AGL08215 52  6.84  61 3/1  

Organização celular 

147 Annexin - Arachis hypogaea AKE98365 36 37 7.10 6.88 199 48/16 -2.12 
 Annexin K.LLLPLVSSYR.Y Arachis hypogaea AKE98365 36  7.10  38 3/1  

 Annexin K.ADPKDEFLALLR.S Lavatera thuringiaca AAB71830 36  6.06  72 3/1  

 Annexin K.ALDKELSNDFER.L Arachis hypogaea AKE98365 36  7.10  69 3/1  

 Fiber annexin, partial R.WTSSNQVLMEIACTR.S Arachis hypogaea ACF74290 18  5.97  88 9/1  

 Fiber annexin, partial  K.SLEEDVAHHTTGEFRK.L Arachis hypogaea ACF74290 18  5.97  84 10/1  

 (ANX) R.IPQPVPPVADDCEQLRK.A Arachis hypogaea AKE98365 36  7.10  199 48/16  

Síntese de DNA 

33 Predicted protein (Endonuclease III homolog 2, 
chloroplastic-like isoform X4) (EaseIII) 

– Nicotiana sylvestris XP_009799827 32 12 9.60 6.48 78 19/6 -2.19 

Glicólise            

184 Predicted protein (Enolase) - Glycine max XP_003521438  53 5.49 6.35 116 35/12 -3.39 
 Enolase K.VNQIGSVTESIEAVR.M Ricinus communis P42896   5.56  106 3/1  

 Enolase R.AAVPSGASTGIYEALELR.D Ricinus communis P42896   5.56  105 4/1  

 Enolase R.IEEELGDAAVYAGANFR.A Triticum Urartu EMS66544   5.21  127 3/1  

 Enolase (ENO) R.GNPTVEVDLTCSDGTFAR.A Glycine max NP_001237329   5.31   4/1  

Manuseio de metal 

178* S-adenosylmethionine synthase (SAM) - Actinidia chinensis P50303 39 50 6.20 5.79 126 30/10 -2.39 
  K.TIFHLNPSGR.F Arachis hypogaea AFN54653 43  5.16  67 2/1  
  R.FVIGGPHGDAGLTGR.K Arachis hypogaea AFN54653 43  5.16  114 3/1  

  K.VLVNIEQQSPDIAQGVHGHLTK·K Petunia x hybrida P48498   5.47  48 5/1  

Transporte de elétron mitocondrial/Síntese de ATP 

196 F0F1-type ATP synthase, beta subunit - Medicago truncatula KEH44140 59 59 5.80 5.19 117 33/14 2.89 
 ATP synthase subunit beta R.FTQANSEVSALLGR.I Nicotiana P17614 59  5.95  48 2/1  

   Plumbaginifolia         

 ATP synthase subunit beta (ATPase) R.IPSAVGYQPTLATDLGGLQER.I Nicotiana P17614 59  5.95  75 3/1  

   Plumbaginifolia         

Sem atribuição            

47 Glycine-rich protein DOT1-like (DOT-1) K.AVGHAGYEVGR.T Arachis duranensis XP_015942611    14         16       5.21    4.99    82      7/1                               4.94 

 

(continua na próxima página) 
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Tabela 2 (continua) 

Spot proteico Descrição e abreviação da proteína Sequência peptídicaa Organismo Acessob Massa 

(kDa) 

Massa 

(kDa) 

pI 
teor. 

pI 
exp. 

Índice 

Mascot 

Cobertura (%)/N° de 

peptídeos combinados 

Fold 

Changec 
     teor. exp.    (MS)  

   327 Misture – Phoenix dactylifera XP_008775984 33 13 6.28 6.76 88 21/6 Exclusivo do 
 Predicted protein (transcription initiation factor  Glycine max   XP_014627905 16  9.95   34/5 Controle 
 IIF subunit alpha-like)           

 Predicted protein (Uncharacterized protein)           

 (TFIIF)           

348 Hypothetical protein (Plant-specific B3-DNA - Populus trichocarpa XP_002325640 88 40 8.15 5.98 85 9/7 Exclusivo do 
 binding domain)          Controle 
 Predicted protein (Leo1-like protein) (Leo-1) K.NIFGSDSEDDDDGDR.V Ostreococcus XP_001422426 41  4.15  27 4/1  

   Lucimarinus         

Metabolismo-N 

158 Glutamine synthetase GS56, partial - Arachis hypogaea ACF74298 17 42 4.99 6.09 80 70/7 -2.37 
 Hypothetical protein (Glutamine synthetase, K.HKDHIAAYGEGNER.R Selaginella XP_002972155 41  6.04  87 3/1  

 beta-Grasp domain)  moellendorffii         

 Glutamine synthetase GS56, partial R.IIAEYIWIGGSGMDIR.S Arachis hypogaea ACF74298 17  4.99  89 10/1  

 Glutamine synthetase 1a R.LTGKHETADIHTFSWGVANR.G Lolium perenne ACR45959 39  5.40  71 5/1  

Metabolismo de nucleotídeo 

41 Nucleoside diphosphate kinase 1 (NDPK1) - Arachis hypogaea AAZ20283 16 15 6.30 6.41 92 40/6 -1.43 
  K.LIGATNPLASEPGTIR.G       68 10/1  

  R.KLIGATNPLASEPGTIR.G       85 11/1  

335 Adenine phosphoribosyl transferase (APRT) K.AFKDTIDLFVER.Y Arabidopsis thaliana NP_192981 20 24 5.24 5.38 52 6/1 Exclusivo do 
  R.YRDQNISVVAGVEAR.G Trifolium repens ADD09567 20  5.36  48 8/1 Controle 

Proteína (degradação e modificação pós-traducional) 

87 Speckle-type POZ protein-like protein (POZ) – Aegilops tauschii EMT12448 39 25 6.56 5.35 88 21/8 3.57 

105* Mannose/glucose-binding lectin precursor - Arachis hypogaea AAA74576 28 27 5.36 5.11 83 26/8 1.59 
 (ManGlcBl) R.VLHSTQVR.L  AAA74572 30  5.71  58 2/1  
  R.DHLPEWGR.V  AAA74575 28  5.95  51 3/1  

  R.RDGQTLNVLVTYDANSK·N  AAA74576 28  5.36  65 6/1  

  -.LDSLSFSYNNFEQDDER.N  AAA74576 28  5.36  140 6/1  

  -LDSLSFSYNNFEQDDERNLILQGDAK·F  AAA74576 28  5.36  110 10/1  

122 Hypothetical protein (Proteasome_alpha_type_6) 
(PSMA6) 

– Phaseolus vulgaris XP_007133143 27 29 5.58 5.96 149 47/12 1.15 

Redox            

101 Cytosolic ascorbate peroxidase (APX) - Arachis hypogaea ABM45856 27 26 5.52 5.75 222 70/20 -1.45 
  K.GSDHLRDVFGK.A  ABM45856 27  5.52  59 4/1  

  R.LAWHSAGTFDVATK.T  AAZ20282 26  6.00  96 5/1  

  K.ALLSDPVFRPLVEK·Y  AAZ20282 26  6.00  56 5/1  

  K.HPSELAHGANAGLDIAVR.L  AAZ20282 26  6.00  133 7/1  

  K.YAADEDAFFADYAEAHLK.L  AAZ20282 26  6.00  156 7/1  

  R.SGFEGPWTSNPLIFDNSYFK.E  AAZ20282 26  6.00  65 8/1  

RNA (processamento de splicing) 

252 Maturase K, partial (chloroplast) (MatK) - Chamaecrista absus AFU54444 33 42 9.68 6.43 81 21/6  7.67 

Metabolismo secundário 

88 Type II chalcone isomerase (CHI-2) - Arachis hypogaea AJF45950 24 25 5.99 6.42 113 4/1  -1.94 

  K.FSKDDTIPEHR.N       55 4/1  

  K.TPAQLLDSLHFYR.D       80 26/8  

 
 

(continua na próxima página) 
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aO símbolo “-” indica que nenhuma impressão digital da massa do péptido (PMF) e/ou nenhuma sequência peptídica foram geradas. 
bMais de um acesso citado, indica diferentes acessos para peptídeos identificados a partir da mesma proteína. 
cFold Change é expresso pela relação do spot, comparado entre os volumes dos spots dos estressados e de controle. Proteínas exclusivas para cada tratamento são listadas como tal. O sinal "-" indica proteínas diminuídas. 

Tabela 2 (continua) 

Spot proteico Descrição e abreviação da proteína Sequência peptídicaa Organismo Acessob Massa 

(kDa) 

Massa 

(kDa) 

pI 
teor. 

pI 
exp. 

Índice 

Mascot 

Cobertura (%)/N° de 

peptídeos combinados 

Fold 

Changec 
      teor. exp.    (MS)  

 Sinalização 

104 Mannose-specific lectin CML-2 (MSLα) R.ALYLAQVHLSDK·S Arachis duranensis XP_015942682 30 27 5.48 5.49 80 4/1 2.07 
   K.VIAVEFDTFFDR.S       49   

105* Mannose/glucose-binding lectin precursor - Arachis hypogaea AAA74576 28 27 5.36 5.11 83 26/8 1.59 
   (ManGlcBl) R.VLHSTQVR.L  AAA74572   30  5.71  58 2/1  

   R.DHLPEWGR.V  AAA74575   28  5.95  51 3/1  

   R.RDGQTLNVLVTYDANSK·N  AAA74576   28  5.36  65 6/1  

   -.LDSLSFSYNNFEQDDER.N  AAA74576   28  5.36  140 6/1  

   -.LDSLSFSYNNFEQDDERNLILQGDAK·F  AAA74576   28  5.36  110 10/1  

 Estresse abiótico e biótico 

52 MLP-like protein 43 (MLP43) K.HWDYTIEGK·K Arachis duranensis XP_015946820 17 16 5.97 5.65 63 5/1 -1.59 
   K.HWDYTIEGKK.T       57 6/1  

   K.HKENITAASPQSYLDFAIK·V       57 12/1  

257 MLP-like protein 34 (MLP34) - Arachis duranensis XP_015936926 17 17 5.76 5.88 116 50/9 -5.82 
   K.HWTYVIDGK·V Arachis duranensis XP_015936833   5.89  72 5/1  

   K.QLHHVQNVCER.V Arachis ipaensis XP_016170840   5.89  69 7/1  

   K.LYDGDVSQHYK.D Arachis duranensis XP_015936926   5.76  88 7/1  

   K.KLHHVQNVCER.V Arachis duranensis XP_015936833   5.89  81 7/1  

258 17.3 kDa class I heat shock protein-like - Arachis duranensis XP_015931443 18 18 6.19 6.13 98 43/7 2.51 
 (HSP17.3) K.EDKGDTWHR.M       63 5/1  

   R.SDFANETTAIANTR.I       113 8/1  

266 MLP-like protein 34 (MLP34) - Arachis duranensis XP_015936926 17 18 5.76 5.11 83 32/5 9.29 

291 Chitinase (class II) (Cht2) R.AFPAFGTTGDDVTR.K Arachis hypogaea CAA57774 29 28 6.29 6.65 70 5/1 Exclusivo do 
   K.IGYGSNLDCANQQHF.-       110 5/1 estressado 
   R.CEAHGFYTYNAFVTAAR.A       95 6/1  

   R.GPIQLTSNSNYQLAGQAIK.A       59 7/1  

332 Unknown protein (SRPBCC ligand-binding K.HWTYVMDGK·V + Oxidation (M) Medicago truncatula AFK46559 18 16 5.44 6.33 52 5/1 Exclusivo do 
 domain superfamily) K.FLNMMLRSAANYK.L + Oxidation (M) Theobroma cacao XP_007032516 13  9.33  50  Controle 
 Uncharacterized protein (SRPBCC) K.HWTYVMDGK·V + Oxidation (M)          

220 Stromal 70 kDa heat shock-related protein, 
chloroplastic (HSP70) 

– Amborella 
Trichopoda 

XP_006858478 75 81 5.36 4.86 111 21/12 1.63 

360 Stromal 70 kDa heat shock-related protein, 
chloroplastic (HSP70) 

– Amborella 

trichopoda 

XP_006858478 75 90 5.36 4.64 167 25/15 Exclusivo do 
controle 

 TCA/Transformação org 

224 Hypothetical protein (Aconitase A catalytic 

domain) (HypP) 

– Phaseolus vulgaris XP_007132546 93 106 6.87 6.69 82 15/11 -7.15 

246 Predicted protein (malate dehydrogenase) - Vitis vinifera XP_002283619 44 38 8.09 6.10 78 17/7 -1.46 
 Malate dehydrogenase precursor nodule- K.GVDVVVIPAGVPR.K Medicago sativa AAB99757 43  8.11  46 3/1  

 Enhanced K.TKPSASFTDEEIEELTVR.I Glycine max AAC24855 43  6.91  60 4/1  

 Predicted protein (malate dehydrogenase)           

 Malate dehydrogenase precursor nodule-           

 Enhanced           

Transporte             

392 Predicted protein (Transmembrane emp24 
domain-containing protein p24delta9-like) 

– Elaeis guineensis XP_010926589 24 13 8.14 4.52 87 19/5 Exclusivo do 
controle 

 (TMED)           
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Proteínas de choque térmico (HSPs – Heat shock proteins) também foram 

associadas à resposta ao estresse. Estas proteínas onipresentes desempenham um papel 

importante como chaperonas, agindo em diversos processos moleculares protetores que 

incluem dobramento e degradação de proteínas sob condições de estresse. Essas 

proteínas podem estar localizadas no citoplasma e organelas, contribuindo para a 

homeostase celular por meio de inter-relações com outras vias de sinalização ou 

cooperando com outros componentes para diminuir o dano celular, como relatado em 

estudos anteriores sobre estresse abiótico, especialmente em resposta ao calor (Park et 

al., 2015; Haider et al., 2017; Wang et al., 2017b). Neste estudo, a abundância de duas 

proteínas de choque térmico foi aumentada em plantas estressadas: uma proteína de 

choque térmico da classe I de 17,3kDa (HSP17.3 – spot 258; 2,58 vezes) e uma proteína 

estromal relacionada ao choque térmico de 70kDa (HSP70 – spot 220; 1,63 vezes). Outro 

spot identificado como HSP70 (spot 360) foi exclusivo do grupo controle (Figura 9; Tabela 

2). Essa diferença em abundância pode ser devida à existência de várias isoformas da 

HSP70, com respostas diferentes ao mesmo estímulo (Jungkunz et al., 2011). Outra 

possibilidade é a ocorrência de modificação pós-traducional, uma vez que ambos os spots 

proteicos de HSP70 apresentaram pI e massa diferentes (Tabela 2). Estudos proteômicos 

anteriores revelaram a modulação de várias proteínas de choque térmico, incluindo as 

proteínas HSP70 e/ou HSP17.3, em folhas de amendoim (A. hypogaea L.) sob estresse 

pelo frio (Chen et al., 2014) e sob seca (Kottapalli et al., 2009; Katam et al., 2016; Thangella 

et al., 2018). 

3.4. Proteínas relacionadas ao processamento de RNA ou com função 

hipotética  

Além das seis proteínas associadas à resposta ao estresse, duas proteínas 

adicionais parecem estar envolvidas na resposta de tolerância à seca em plantas silvestres 

de Arachis, pertencentes às categorias funcionais “não atribuído” e “RNA” (Figura 

Suplementar 2). Estas proteínas, uma nomeadamente proteína tipo DOT1 rica em glicina 

(DOT-1 – spot 47; 4,94 vezes) e uma Maturase K (MatK – spot 252; 7,67 vezes), mostraram 

uma abundância diminuída em plantas estressadas pela seca. Embora o DOT-1 tenha sido 

detectado sem uma função conhecida (não atribuída, desconhecida) de acordo com a 

classificação com a ferramenta de anotação de sequências – Mercator, estudos 

associaram proteínas ricas em glicina com processos biológicos que incluem estrutura da 

parede celular, defesa vegetal e estresses abióticos, incluindo a seca (Mangeon et al., 

2010; Gómez et al., 1988; Chen et al., 2007; Huerta-OCampo et al., 2011; Yao et al., 2016). 

Por outro lado, a Maturase K está associada ao processamento de RNA (Figura 
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Suplementar 2; Tabela 2). As maturases estão envolvidas na união dos íntrons do tipo II e, 

portanto, nos processos de transcrição e pós-transcrição (Schmitz-Linneweber et al., 

2015). Essas proteínas são encontradas em bactérias e genomas organelares de 

diferentes eucariotos (protistas, fungos, plantas e alguns animais), e incluem mitocôndrias 

(MatR) e cloroplasto (MatK) (Schmitz-Linneweber et al., 2015; Zoschke et al., 2010; Malik 

et al., 2017). Nas plantas, MatK é um fator geral de splicing de cloroplasto, atuando no 

splicing de pri-mRNA em mRNA maduro (Schmitz-Linneweber et al., 2015; Zoschke et al., 

2010; Malik et al., 2017; Xu et al., 2016). Malik e colaboradores (2017) também relataram 

MatK de Bowenia sp. com uma alta homologia com as proteínas nMAT2 e nMAT4, 

indicando a possibilidade de certos nMATs realizarem splicing tanto nas mitocôndrias 

quanto nos cloroplastos. Tem sido demonstrado que a MatK é altamente induzida durante 

o estresse salino em folhas de trigo (Triticum aestivum L.), sob estresse de frio em folhas 

de lótus (Saussurea lanieceps) e em resposta à longo prazo à toxicidade de manganês em 

raízes de citrus (You et al., 2014). Em contraste, Xiao e colaboradores (2009), ao 

compararem duas populações de Populus (Populus cathayana) sob condições de seca, 

uma de região de clima seco e outra de clima chuvoso/úmido, observaram uma diminuição 

na abundância de uma proteína MatK na população adaptada ao clima seco. O aumento 

da abundância das proteínas responsivas à seca, DOT-1 e MatK, em plantas silvestres de 

Arachis sugere que elas podem participar da manutenção da estrutura celular e do 

processo de adaptação às condições de seca. 

3.5. Proteínas exclusivas de raízes de plantas de A. duranensis não 

estressadas  

Vale ressaltar que 22 proteínas foram exclusivas em raízes na condição controle 

(Tabela Suplementar 1), sete das quais foram identificadas: uma mistura de proteínas (fator 

de iniciação da transcrição IIF tipo subunidade alfa [TFIIF] e proteína não caracterizada – 

spot 327], uma proteína predita (proteína tipo Leo-1 [Leo-1] – spot 348); proteína 

desconhecida (domínio de ligação ao ligante da superfamília SRPBCC [SRPBCC] – spot 

332), adenina fosforibosiltransferase (APRT – spot 335), proteína estromal relacionada ao 

choque térmico de 70kDa (HSP70 – spot 360), metionina sintetase independente de 

cobalamina (MetE – spot 361) e proteína predita (proteína tipo p24delta9 contendo o 

domínio emp24 transmembranar – spot 392) (Tabela 2). De acordo com a anotação de 

sequência baseada no Mercator, as proteínas foram classificadas em diferentes categorias 

funcionais relacionadas ao estresse abiótico/biótico, metabolismo de aminoácidos e 

nucleotídeos, transporte e regulação da transcrição (Tabela 2). Em geral, uma regulação 

negativa da expressão gênica é relatada na literatura em diversas espécies de plantas em 



48 
 

resposta à seca (Molina et al., 2008; Le et al., 2012; Yin et al., 2015; Poersch-Bortolon et 

al., 2016). Considerando que A. duranensis pode possuir mecanismos que promovem 

níveis mais altos de tolerância à seca, é possível que essas proteínas estejam presentes 

de forma constitutiva para perceber e responder rapidamente ao déficit hídrico e, em 

seguida, são diminuídas em fases posteriores do estresse. Estas proteínas podem ser 

investigadas por meio da superexpressão do seu transcrito correspondente, sendo o TFIIF 

um candidato interessante, considerando que os fatores de transcrição são importantes 

componentes da resposta à seca, responsáveis pela regulação de potenciais genes alvo 

(Hussain et al., 2011; Joshi et al., 2016). 

3.6. Análise comparativa do proteoma e da expressão gênica em raízes 

estressadas 

Os níveis de expressão para os genes que codificam as proteínas identificadas 

foram examinados por RT-qPCR, a fim de verificar a correlação entre os conjuntos de 

dados. Para isso, os modelos de gene (gene models) de A. duranensis correspondentes a 

cada uma das 31 proteínas identificadas foram obtidos no PeanutBase 

(www.peanutbase.org) e primers específicos desenhados (Tabela 1; Tabela Suplementar 

2). Para as proteínas que mostram duas isoformas, HSP70 (spots 220 e 360) e MLP-34 

(spots 257 e 266), foi encontrado apenas um gene model para cada um, Aradu.24A4H e 

Aradu.D4Z5N, respectivamente (Tabela Suplementar 2), com cada um deles gerando 

apenas um perfil RT-qPCR. Todos os pares de primers testados apresentaram alta 

eficiência, variando de 0,81 a 0,89 (Tabela 1). A análise da curva de dissociação apoiou a 

especificidade de amplificação de todos os transcritos como um único fragmento, com 

exceção do transcrito Aradu.NGG06, correspondente à proteína TFIIF (spot 327), que foi 

excluída da análise. No total, foram obtidos 30 perfis de expressão de RT-qPCR, 

correspondendo a 28 transcritos distintos. 

A análise RT-qPCR revelou que a maioria dos transcritos examinados em raízes 

estressadas mostrou um padrão de regulação negativa (Figura 10; Tabela Suplementar 2). 

Apenas quatro genes foram positivamente regulados, codificando uma quitinase-2 (Cht2), 

uma proteína tipo DOT1 rica em glicina (DOT-1), um precursor de lectina ligante de 

manose/glucose (ManGlcBl) e uma serina hidroximetiltransferase 4 (SHMT4). 

Curiosamente, a análise comparativa entre a abundância de proteína e os perfis de 

expressão RT-qPCR mostrou que a maioria das proteínas e genes (21 de 30) exibiram 

comportamentos semelhantes (Figura 10), confirmando os dados de abundância 

observados através do resultado de 2-DE. 
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Os resultados obtidos pelas análises de 2-DE e RT-qPCR foram comparados com 

dados de transcritoma in silico obtidos por nosso grupo a partir de A. duranensis (acesso 

K7988), em que as plantas foram submetidas à desidratação por retirada de solução 

nutritiva hidropônica (Vinson et al., 2018). Nesse estudo, as raízes foram coletadas em sete 

momentos durante os estágios iniciais da desidratação e bibliotecas de cDNA foram 

analisadas por RNA-Seq (BioProject number PRJNA284674). A abundância de proteínas 

e os valores de expressão gênica obtidos por RT-qPCR foram plotados juntamente com os 

dados do transcritoma in silico em um gráfico de calor (heatmap) produzido pelo programa 

R. A maioria dos transcritos que codificam as proteínas identificadas neste estudo (27 de 

31) foram encontrados no banco de dados de transcritos de A. duranensis. Quando todas 

as três abordagens foram comparadas (proteômica, in silico e RT-qPCR), um 

comportamento de expressão similar foi obtido para 15 genes (Figura 11), dos quais 14 

foram regulados negativamente. Apenas o gene que codifica a quitinase (Cht2; spot 291), 

o produto proteico exclusivo das plantas estressadas na análise proteômica, foi regulado 

positivamente em todas as análises. Cinco genes apresentaram padrões de expressão 

contrastantes na comparação entre as análises proteômicas e transcritômicas (RNA-Seq 

e RT-qPCR), incluindo genes codificadores da proteína tipo MLP-34 (MLP-34; spot 266), 

maturase K (MatK; spot 252), ATP sintase subunidade beta (ATPase; spot 196), proteína 

de choque térmico da classe I de 17,3 kDa (HSP17.3; spot 258) e proteína hipotética 

(PSMA6; spot 122) (Figura 11; Tabela Suplementar 2). 

A análise de clusterização dos dados obtidos a partir de análises proteômicas, 

transcritômicas, in silico e RT-qPCR, possibilitou a classificação de 23 genes e suas 

proteínas em cinco grupos (1-5), de acordo com similaridades em seus níveis de 

transcrição e abundância proteica (Figura 11A). No maior cluster (cluster 4), todos os 11 

representantes foram regulados negativamente nas três análises, exceto o gene que 

codifica SAM (spot 178), para o qual não foi encontrado o transcrito correspondente. Os 

demais agrupamentos (2, 3 e 5) revelaram comportamentos de expressão distintos nas 

análises. O cluster 1 agrupou proteínas e mRNAs com a mesma regulação positiva em 

resposta ao estresse, embora nenhuma transcrição pudesse ser identificada no conjunto 

de dados do transcritoma (Figura 11A). Os grupos 2 e 3 foram formados por representativos 

que exibiram um comportamento de expressão contrastante, ou seja, proteínas com 

abundância aumentada na análise 2-DE, mas com expressão gênica negativa em análises 

de expressão do transcritoma in silico e/ou RT-qPCR. O cluster 5 agrupou as proteínas 

com abundância diminuída e regulação positiva nas análises de transcritoma ou RT-qPCR. 

A análise de clusterização das proteínas exclusivas de um tratamento específico também 

foi realizada (Figura 11B), identificada no tratamento estressado (Cht2) ou no controle 

(SRPBCC, HSP70, TFIIF, APRT, TMED, Leo-1 e MetE). Três grupos foram formados para 
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essas proteínas e seus transcritos de genes correspondentes, com o maior cluster (cluster 

3) compreendendo cinco proteínas encontradas como únicas no controle, mas reguladas 

negativamente em resposta ao déficit hídrico em análises de expressão in silico e RT-qPCR 

(Figura 11B), com exceção do TFIIF, para o qual não foi observada amplificação via RT-

qPCR. Curiosamente, o cluster 1 continha apenas um representante, para uma quitinase 

(Cht2) destacada por ser modulada apenas em raízes de Arachis estressadas e mostrando 

uma regulação positiva correspondente na expressão gênica baseada em análises de 

expressão do transcritoma in silico e RT-qPCR (Figura 11B). 

 

 

Figura 11 – Mapa de calor de da expressão diferencial do proteoma e transcritoma (in silico e RT-qPCR) 
em raízes de A. duranensis conrole e submetidas à seca. A) Análise de clusterizçaão de proteínas com 
abundância diferencial e seus mRNAs correspondentes (in silico e RT-qPCR). B) Análise de clusterização de 
proteínas exclusivas e seus correspondentes mRNAs (in silico e RT-qPCR). Na escala vermelho-azul, as cores 
vermelhas mais escuras indicam o gene mais regulado e o azul mais escuro dos genes menos regulados. 

Embora a resposta das plantas à seca seja um processo altamente dinâmico, os 

dados obtidos em nosso estudo sobre as respostas à disponibilidade limitada de água em 

A. duranensis em nível transcricional e transducional estavam em grande parte 

compatíveis. Em plantas, sabe-se que diferentes estratégias podem ser ativadas para 

controlar a síntese e disponibilidade de mRNA, bem como a atividade proteica em resposta 

a estímulos ambientais. Nesse trabalho, observou-se que A. duranensis parece responder 

à disponibilidade limitada de água no solo por meio de mecanismos associados com a 

regulação negativa da expressão de mRNA. Dessa forma, os resultados obtidos, que 
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incluíram a caracterização abrangente da abundância proteica combinada com os dados 

de expressão gênica correspondentes, possibilitaram aumentar a compreensão das 

respostas de tolerância à seca em espécies silvestres de Arachis. Além disso, esse 

trabalho possibilitou identificar proteínas e seus respectivos genes candidatos para análise 

funcional, com base em abordagens de superexpressão ou silenciamento em plantas 

modelo e Arachis. 

 

4. CONCLUSÃO 

Usando abordagens ômicas, mostrou-se pela primeira vez que diferentes proteínas 

são moduladas durante o déficit hídrico em tecidos radiculares de A. duranensis. Diversas 

proteínas candidatas foram identificadas, em particular aquelas associadas à resposta ao 

estresse: Cht2, MLP-34, proteínas de choque térmico (HS70 e HS17.3), DOT-1 e MatK. Os 

perfis transcricionais revelaram que a maioria dos genes apresentou padrões de regulação 

negativa em raízes estressadas de plantas de A. duranensis. Além disso, a análise 

comparativa entre os perfis proteômicos, expressão gênica via RT-qPCR e transcritoma in 

silico mostrou que a maioria das proteínas e transcritos apresentou comportamento 

semelhante em resposta ao déficit hídrico, sendo a maior parte reprimida nas raízes 

estressadas. Este é provavelmente um mecanismo regulador preferencial empregado em 

A. duranensis ao perceber o estresse e acionar mecanismos de tolerância à seca. 
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CAPÍTULO 2 – PROTEÔMICA REVELA GENES CANDIDATOS PARA RESISTÊNCIA A MELOIDOGYNE EM ARACHIS SILVESTRE 
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1. INTRODUÇÃO 

Leguminosae é a segunda família de plantas economicamente mais importante, 

ficando atrás apenas das Poaceae em termos de produção agrícola (Azani et al., 2017). O 

amendoim, é globalmente a quinta cultura oleaginosa mais importante (USDA/FAS, 2019a) 

e uma fonte de produtos naturais como flavonoides, isoflavonoides, alcaloides, ácido oleico 

e linoleico, muitos dos quais possuem propriedades antimicrobianas, farmacêuticas e 

nutracêuticas (Janila et al., 2016; Xing e Chen, 2015; Akram et al., 2018). 

Enquanto a espécie cultivada (Arachis hypogaea L.) é suscetível a várias pragas 

importantes, seus parentes silvestres, exclusivos da América do Sul, apresentam altos 

níveis de resistência contra numerosos fungos foliares, vírus e nematoides, constituindo 

uma importante fonte de alelos de resistência para exploração em programas de 

melhoramento de amendoim (Bertioli et al., 2016; Pandey et al., 2012). 

Entre os riscos para o cultivo de amendoim, o nematoide das galhas, Meloidogyne 

arenaria raça 1 (Neal.) Chitwood, é uma grande ameaça à produção na Índia, China e 

Estados Unidos, onde causa perdas anuais acima de US$ 1 bilhão (Carpentieri-Pípolo et 

al., 2014). O controle de doenças é baseado principalmente na aplicação de nematicidas, 

que são caros, altamente tóxicos e perigosos para o meio ambiente e à saúde humana 

(Leal-Bertioli et al., 2016). Até o momento, todas as variedades comerciais de amendoim 

resistentes ao nematoide das galhas abrigam o mesmo segmento de um único 

cromossomo da espécie silvestre A. cardenasii (Nagy et al., 2010; Holbrook e Stalker, 

2003), aumentando a necessidade de identificação de novos alelos de resistência para 

assegurar avanços no melhoramento e prolongar a longevidade das variedades de 

amendoim resistentes ao nematoide das galhas. 

Proite e colaboradores (2008), por meio de observações macroscópicas, 

verificaram que em raízes de A. hypogaea cv. IAC-Tatu-ST inoculadas com M. arenaria 

raça 1, a penetração dos nematoides e o estabelecimento do sítio de alimentação (estágios 

iniciais da infecção) ocorreram entre o terceiro e o novo dia após a inoculação (DAI). Já em 

A. stenosperma (acesso 10309), além da penetração do nematoide ter ocorrido entre o 

oitavo e o 19º DAI e observou-se ainda células hospedeiras necrosadas ao redor da região 

anterior do nematoide, caracterizando a reação de hipersensibilidade (HR) dessa espécie 

ao ataque do nematoide.        

Esta espécie silvestre foi identificada como potencial doadora para introgressão de 

alelos para resistência ao nematoide das galhas e outras pragas (Leal-Bertioli et al., 2016; 

Brasileiro et al., 2014). A análise do transcritoma da interação A. stenosperma–M. arenaria 

identificou vários genes candidatos presumivelmente envolvidos nessa resposta de defesa, 

incluindo os genes R (Guimarães et al., 2012; 2015; Morgante et al., 2013). No entanto, 
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nenhuma pesquisa utilizando uma abordagem proteômica foi realizada para esta espécie, 

com a maioria dos estudos sobre proteínas no gênero restrito ao cultivado A. hypogaea 

(Guimarães et al., 2017). 

As proteínas carregam a função dos genes e estão frequentemente sujeitas a 

modificações devido a interações proteína-proteína ou em níveis pós-traducionais, 

consequentemente afetando a resposta de resistência. Além disso, o nematoide das galhas 

secreta proteínas efetoras que manipulam as vias moleculares e fisiológicas endógenas de 

seus hospedeiros (Escobar et al., 2011). Estas proteínas causam extensas alterações na 

expressão gênica da planta em resposta ao patógeno, incluindo a ativação de genes de 

defesa como peroxidases, quitinases, lipoxigenases, extensina, inibidores de proteinase e 

genes envolvidos na biossíntese de fitoalexina (Gheysen e Fenoll, 2002; Gheysen e 

Mitchum, 2009). A compreensão das complexas trocas de sinal que ocorrem durante as 

interações planta-nematoide e redes gênicas desencadeadas pelas respostas de defesa 

do hospedeiro é essencial para uma descrição abrangente desse processo de defesa 

(Jorrín et al., 2006; Prince et al., 2014). 

Avanços recentes em proteômica usando métodos de alto rendimento permitiram 

uma extensa análise de proteínas em plantas, incluindo leguminosas, contribuindo para a 

atribuição de função a muitos genes previamente identificados em projetos de 

sequenciamento de genoma (Rathi et al., 2016; Lei et al., 2011). Em Arachis, a maioria 

desses estudos concentrou-se em proteínas envolvidas em reações alérgicas, 

desenvolvimento e tolerância a estresse abiótico nas espécies cultivadas (Viquez et al., 

2003; Koppelman et al., 2004; Kang e Gallo, 2007; Kottapalli et al. al., 2008; Kottapalli et 

al., 2009; Schmidt et al., 2009; Sun et al., 2013; Zhu et al., 2013; Zhao et al., 2015; 

Akkasaeng et al., 2015; Katam et al., 2016; Thangella et al., 2018). Poucos estudos foram 

realizados com espécies silvestres (Kumar e Kirti, 2015; Guimarães et al., 2017). Além 

disso, a maioria dos estudos do proteoma de Arachis spp. foi realizada utilizando-se a 

metodologia de eletroforese em gel bidimensional (2-DE) acoplada à espectrometria de 

massa (MS) (Schmidt et al., 2009; Sun et al., 2013; Zhu et al., 2013). Há apenas um único 

trabalho sobre proteínas de ginóforo em amendoim usando cromatografia líquida livre de 

gel para separação de proteínas, seguida por espectrometria de massa (LC-MS) (Zhao et 

al., 2015). 

Vários estudos mostram que os dados proteômicos são importantes para apoiar 

inferências extraídas de estudos transcritômicos (Swarupa et al., 2016; Garcia-Seco et al., 

2017; Zhou et al., 2018). Isso é especialmente verdadeiro para culturas menos estudadas, 

como o amendoim, que apresentam muitos genes sem funções atribuídas. Além disso, 

existem muitas evidências ligando redes de co-expressão de proteínas e fenótipos 
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emergentes, reforçando a importância de se realizar estudos proteômicos em plantas (Vella 

et al., 2017; Di Silvestre et al., 2018).  

Diante disso, neste capítulo, a busca de proteínas envolvidas na resposta de 

resistência de plantas de A. stenosperma à infecção por nematoide das galhas foi 

conduzida usando a técnica de 2-DE e 2D-NanoUPLC-MSE (livre de gel). Esses dados 

foram comparados aos dados transcritômicos, previamente obtidos por Guimarães et al., 

2015, permitindo a identificação de novos candidatos envolvidos nessa resposta de 

resistência do Arachis silvestre. Foi possível a identificação de um novo candidato 

envolvido nesta resposta de resistência em Arachis silvestre e sua validação funcional in 

planta. A análise proteômica combinada aos dados genômicos funcionais existentes 

contribuirão para um quadro mais completo dos genes e vias envolvidas nos estágios 

iniciais dessa resposta de defesa, possibilitando identificar alelos envolvidos com a 

resistência ao nematoide das galhas que poderão ser utilizados para o desenvolvimento 

de cultivares de amendoim mais resistentes.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Crescimento de plantas e tratamento 

Plantas de A. stenosperma (V10309) com 30 dias de idade foram mantidas em casa 

de vegetação em copos de 500 mL contendo mistura de areia e solo (2:1) e foram 

inoculadas com M. arenaria raça 1 extraída de plantas de tomateiro de acordo com Hussey 

e Barker (1973). Para a inoculação, suspensões de nematoide contendo aproximadamente 

3000 J2 em água destilada foram pipetadas em quatro cavidades feitas no solo ao redor 

de cada planta. As plantas controles receberam apenas água destilada e tiveram suas 

raízes inteiras coletadas (0 DAI - dias após a inoculação), congeladas em nitrogênio líquido 

e armazenadas a -80° C para extração de proteínas e RNA. As plantas inoculadas foram 

coletadas aos 3, 6 e 9 DAI, e armazenadas a -80°C. Os tratamentos foram arranjados 

inteiramente casualizados, com três réplicas biológicas contendo três plantas cada, para 

cada um dos quatro pontos de coleta. 

2.2. Extração de proteína 

Para a extração de proteínas, três repetições biológicas foram produzidas a partir 

de pools de raízes de três plantas para cada grupo: 3, 6 e 9 DAI (inoculado) e 0 DAI 

(controle). A extração foi realizada usando 450 mg de cada réplica biológica de acordo com 

De Mot e Vanderleyden (1989), com precipitação durante a noite das amostras em acetato 

de amônio 0,1 M. Os pellets de proteína foram secos à temperatura ambiente durante cinco 

minutos e suspensos em tampão de solubilização (uréia 7 M; tiouréia 1 M; CHAPS 4% 

(p/v); tampão IPG 2% (v/v pH 4; DTT 40 mM) ou armazenado em um freezer a -20°C para 

análise futura. As proteínas foram quantificadas utilizando o concentrado de reagente 

corante Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), seguindo as instruções do fabricante. 

2.3. Análise 2-DE (eletroforese bidimensional) 

Aproximadamente 800 µg de proteínas, de cada um dos quatro pontos coletados 

(0, 3, 6 e 9 DAI) foram utilizados para reidratar as Immobiline™ DryStrip de 13 cm, pH 4-7 

(GE Healthcare Life Sciences™), durante 16 h. A focalização isoelétrica (primeira 

dimensão) foi realizada em quatro etapas usando um Ettan™ IPGphor3™ (GE Healthcare 

Life Sciences™), de acordo com as instruções do fabricante. As tiras de gel foram 

incubadas durante 15 minutos em tampão de equilíbrio (Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, Uréia 6 M, 

Glicerol 30%, SDS 2% e azul de bromofenol 1%) contendo DTT 1 M e depois por mais 15 
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minutos no mesmo tampão contendo 2,5% de iodoacetamina. A separação das proteínas 

por massa molecular (segunda dimensão) foi realizada utilizando géis de poliacrilamida a 

12% e o marcador de massa molecular Benchmark™ Protein Ladder (Invitrogen™). A 

eletroforese foi realizada em um sistema vertical com tampão glicina (20 mM Tris HCl pH 

8,3, 192 µM glicina e 0,1% (p/v) SDS). As proteínas foram coradas com Coomassie Blue 

G-250 (sulfato de amónio a 10% (p/v); Coomassie G-250 a 0,1% (p/v); metanol a 20% (v/v) 

e ácido fosfórico a 2% (v/v)). Três géis, um de cada réplica biológica, foram selecionados 

e utilizados para análise de imagens com o software ImageMaster 2D Platinum versão 7.05 

(GE Healthcare Life Sciences™) conforme descrito anteriormente por Villeth e 

colaboradores (2015). Proteínas diferencialmente abundantes (DAPs) entre os grupos 

inoculado e controle foram identificadas por ANOVA a um nível de significância de 95%, 

calculado pelo mesmo software utilizado para análise das imagens. 

2.4. Identificação de proteínas – 2DE 

Os spots contendo proteínas diferenciais foram excisados dos géis e os peptídeos 

analisados em um 4800 Plus MALDI-TOF/TOF na Unidade de Proteômica da Universidade 

de Córdoba, na Espanha. As proteínas foram identificadas usando o mecanismo de busca 

MASCOT (Matrix Science) quando aplicado contra o banco de dados NCBIprot e a 

taxonomia Viridiplantae. Para a análise de Impressão Digital de Massa de Peptídeo (PMF), 

utilizou-se carbamidometilação de cisteína como fixação e oxidação de metionina como 

modificação variável, com um intervalo de tolerância de 150 ppm e uma perda de um sítio 

de clivagem. Para a análise de MS/MS, a mesma parametrização usada na análise de PMF 

mais emprego de uma tolerância de massa para os fragmentos de íons de 0.6 Da com 

estado de carga de +1 foi usado. Apenas as identificações com valores de p ≤ 0,05 foram 

aceitas. 

2.5. Preparação das amostras para análise por 2D-NanoUPLC-MSE 

As proteínas extraídas, em triplicatas biológicas, a partir de amostras controle (0 

DAI) e do pool de amostras inoculadas (3, 6 e 9 DAI) foram solubilizadas em 60 μL de 

bicarbonato de amônio 50 mM e preparadas de acordo com Petriz e colaboradores (2015), 

com modificações. As amostras foram quantificadas usando um espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) e alíquotas contendo 25 µg de proteína total foram 

transferidas para frascos de recuperação (Waters Corporation), compreendendo 2,5 μL de 

albumina sérica bovina (3% acetonitrila + 0,1% ácido fórmico para 1 mL BSA) e adição de 
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quantidade suficiente de 20 mM de amônio para completar um volume final de 100 μL para 

cada amostra. 

2.6. Análise por 2D-NanoUPLC-MSE  

Para a análise comparativa de peptídeos trípticos entre o grupo controle (0 DAI) e 

o pool inoculado (3, 6 e 9 DAI), foi utilizado o sistema nanoACQUITY™ (Waters 

Corporation) com tecnologia dupla fase reversa (RP) 2D acoplada ao espectrômetro de 

massa Synapt® G2 HDMS (Waters Corporation) (MS), com um método livre de marcadores 

para quantificação de proteínas (Silva et al., 2006; Geromanos et al., 2009; Li et al., 2009). 

Os peptídeos gerados após digestão com tripsina foram analisados de acordo com Petriz 

e colaboradores (2015). Triplicatas técnicas foram analisadas para cada uma das três 

replicatas biológicas produzidas para cada grupo (controle e pool inoculado). 

2.6.1. Identificação das proteínas a partir dos espectros gerados por 

2D-NanoUPLC-MSE 

Os dados obtidos por 2D-NanoUPLC-MSE foram processados usando o software 

Protein Lynx Global Server (PLGS), versão 3.0 (Waters Corporation), juntamente com 

algoritmos específicos (Geromanos et al., 2009, Li et al., 2009). Foram usados os 

parâmetros descritos por Carmo e colaboradores (2017), que incluem proteínas 

identificadas com uma taxa máxima de descoberta de falso-positivo (FDR – False 

Discovery Ratio) ≤ 0,04. Os espectros foram comparados com sequências de aminoácidos 

traduzidas derivadas a partir do banco de dados de transcritos de Arachis spp. A 

quantificação das proteínas foi realizada utilizando a intensidade do íon BSA para 

normalizar as medidas de intensidade observadas da proteína injetada. Somente proteínas 

presentes em pelo menos duas repetições biológicas e em duas réplicas técnicas foram 

utilizadas na análise como DAPs. 

2.7. Classificação funcional das proteínas e análise da interação proteína-

proteína 

Todas as proteínas identificadas foram funcionalmente anotadas com ontologia 

gênica (GO) usando a ferramenta Blast2GO (Conesa et al., 2005), com base nos 

resultados do BLASTp contra o banco de dados da proteína NCBI nr (e-value 10-3). Além 

disso, atribuições de funções de proteínas foram realizadas usando Mercator/MapMan 

(Lohse et al., 2014; Thimm et al., 2004). As proteínas foram submetidas à análise de redes 
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de interação proteína-proteína (PPINs) utilizando a ferramenta STRING v10.5, com todas 

as sete fontes de interação disponíveis nesta base de dados, bem como um alto índice de 

confiança (0,700) para geração de redes (Snel et al., 2000; Von Mering et al., 2003; 

Szklarczyk et al., 2017). 

2.8. Análise in silico da expressão gênica 

As sequências de Illumina (RNA-Seq), previamente geradas por Guimarães e 

colabores (2015) a partir de raízes de A. stenosperma inoculadas (3, 6 e 9 DAI) e não 

inoculadas (0 DAI) com M. arenaria raça 1, foram mapeadas no genoma de referência de 

A. duranensis (acesso V14167), espécie filogeneticamente próxima a A. stenosperma 

(Bertioli et al., 2016), disponível no site PeanutBase (https://peanutbase.org). Foram 

usadas as configurações padrões do GMAP/Pacote GSNAP (Wu e Nacu, 2010). A 

expressão diferencial entre as bibliotecas inoculadas e não inoculadas foi determinada por 

HTSeq-Count (Anders et al., 2013) e pelo pacote estatístico DESeq, baseado em R (Love 

et al., 2013). Apenas os genes que apresentavam FDR ≤ 0,05 foram considerados genes 

diferencialmente expressos (DEGs). 

2.9. Extração de RNA e síntese de cDNA 

O RNA total foi extraído de raízes de plantas inoculadas e controle usando o kit de 

isolamento mirVana miRNA (Invitrogen, Thermo Scientific). A integridade do RNA foi 

verificada por eletroforese em gel e quantificada usando um Nanodrop ND-1000 (Thermo 

Scientific). Para a síntese de cDNA, foram preparados pools usando amostras de RNA total 

de raízes do grupo controle (0 DAI) e amostras de grupos inoculados (3, 6 e 9 DAI). O RNA 

total foi tratado com DNase (TURBO DNA-free ™, Ambion), de acordo com as instruções 

do fabricante. A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada a 50°C durante 60 minutos 

em um termociclador Master Cycler (Eppendorf AG, Hamburg) utilizando um kit de síntese 

de cDNA de primeira geração RNAse H Minus da NextGeneration MMLV (DNA Express), 

de acordo com as instruções do fabricante. 

2.10. Desenho dos primers e análise por RT-qPCR 

A sequência nucleotídica dos transcritos correspondentes às proteínas identificadas 

por Mascot Sever (software online - Matrix Science) foi obtida por meio da realização de 

análise tBLASTn contra o CDS (sequência codante do DNA) de A. duranensis no 

PeanutBase.org e contra o transcritoma de referência de A. stenosperma 
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(http://lbi.cenargen.embrapa.br/arachis). Para cada gene candidato, primers foram 

desenhados usando o software Primer3Plus de acordo com Morgante e colaboradores 

(2011). 

As reações de RT-qPCR foram realizadas em triplicatas técnicas usando o Kit 

Platinum® SYBR® Green SuperPC-UDG com ROX (Invitrogen) de acordo com as 

instruções do fabricante. As amplificações foram realizadas em um sistema de PCR em 

tempo real StepOne™ (Applied Biosystems), usando o método de execução padrão já pré-

determinado pelo equipamento. O ciclo ótimo de valores de quantificação (Cq) e eficiência 

de primers foram estimados usando a ferramenta on-line PCR Miner em tempo real (Zhao 

e Fernald, 2005). Os valores médios de Cq foram normalizados com os genes de referência 

ACT1 de A. magna e 60S de A. stenosperma (Morgante et al., 2011). Os cálculos 

estatísticos da taxa de expressão dos transcritos de mRNA no grupo estressado em 

relação ao controle foram realizados usando REST 2009 ver. Software 2.0.13 (Pfaffl et al., 

2002). 

2.11. Análise comparativa da abundância proteica versus expressão 

gênica 

Para comparação dos resultados das análises proteômicas e transcritômicas, os 

dados de DAPs (valores de abundância proteica a partir do pool de amostras inoculadas 

em relação a amostra controle) e de DEGs (média dos valores de expressão gênica em 

relação ao controle, dos pontos 3, 6 e 9 DAI), foram plotados em um gráfico de dispersão, 

por meio do programa R, nos três pontos de infecção (3, 6 e 9 DAI). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Análise 2-DE da interação planta-nematoide 

Baseado na análise de mapas de proteínas 2D de raízes de A. stenosperma 

controle e inoculadas com M. arenaria, realizados com programa ImageMaster 2D Platinum 

7.0 (GE Healthcare Life Sciences ™), detectou-se uma média de 290, 422, 377 e 381 spots 

proteicos entre as triplicatas biológicas em 0, 3, 6 e 9 DAI, respectivamente, com altos 

níveis de reprodutibilidade entre as amostras (83-97%) (Figura Suplementar 3). 
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A análise comparativa 2-DE no curso do tempo durante a interação planta-

nematoide detectou 23 spots proteicos diferencialmente abundantes (DAPs), dos quais 21 

foram identificados por MS e/ou MS/MS (Figura 12; Tabela 3). 

Apenas oito das 21 DAPs foram mais abundantes em raízes infectadas por 

nematoides do que em raízes controle: cinamol-CoA redutase 1 (CCR1 - spot 48), enolase 

(ENO - spot 205), enzima málica dependente de NADP (NADP-ME - spot 234), fator de 

iniciação da tradução eucariótica (eIF-5A - spot 52), UDP-glicosiltransferase 74G1 (UGT - 

spot 319), as duas isoformas da álcool desidrogenase (ADH - spots 329 e 354) e proteína 

hipotética M569_13075 (Hyp_M569 - spot 334). As demais DAPs identificadas foram 

apresentaram abundância diminuída em raízes infectadas em relação as raízes controles 

(Figura 13). 
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Figura 12 - Mapas comparativos em 2D de raízes de plantas de A. stenosperma controle (0 DAI) e 
inoculadas (3, 6 e 9 DAI) com M. arenaria, mostrando proteínas diferencialmente abundantes (DAPs p ≤ 
0,05) estatisticamente avaliadas pelo programa ImageMaster 2D Platinum v.7.05. 
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Figura 13 – Perfil de abundância das 21 DAPs identificadas pela técnica de 2-DE em raízes de plantas 
de A. stenosperma inoculadas (3, 6 e 9 DAI) e não inoculadas (0 DAI) com M. arenaria. Eixo(Y): representa 
a abundância relativa (expressa pela % do volume do spot determinado pelo programa ImageMaster 2D 
Platinum v.7.05), das proteínas identificadas em raízes controles e inoculadas.  
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Tabela 3 - Proteínas diferencialmente abundantes identificadas por espectrometria de massas a partir de 2-DE de raízes de A. stenosperma controle e inoculadas com M. 
arenaria. 

Spot proteico Descrição e abreviação da proteína Sequência peptídicaa Organismo Acessob Massa 

(kDa) 

Massa 

(kDa) 

pI 
teor. 

pI 
exp. 

Índice 

Mascot 

Cobertura (%)/N° de 

peptídeos combinados 

Abundância 

relativac  
     teor. exp.    (MS)    

Metabolismo de aminoácido 

187 S-adenosylmethionine synthase (SAM) - Arachis duranensis XP_015945019.1 43 47 5,59 5.86 245 73/28 0,35 
  R.FVIGGPHGDAGLTGR.K  XP_015945019.1 43  5,59  325 13/1 0,30 
  R.NIGFVSNDVGLDADNCK.V  XP_015945019.1 43  5,59  325 13/1 0,29 

  K.VLVNIEQQSPDIAQGVHGHLTK.R  XP_015945019.1 43  5,59  325 13/1 0,25 

Desenvolvimento 

193 Patatin-like protein 2 isoform X1 (PLP2) - Arachis duranensis XP_020997563.1 45 47 5,17 5.19 125 46/17 1,54 
  K.FLHDTLKEELGSTR.L  XP_020997563.1 45  5,17  461 25/1 1,09 

  K.FTTEDIKNFYIDDGAK.I  XP_020997563.1 45  5,17  461 25/1 1,22 

  R.LVQSFSNLVIPTFDVLR.L  XP_020997563.1 45  5,17  461 25/1 0,89 

  K.INPVTFQLEPIDDTTTYKQELIR.Y  XP_020997563.1 45  5,17  461 25/1  

  R.IADYFDVIAGTSTGGLITAMLGAPDANANNPR
PK.F + Oxidation (M) 

 XP_020997563.1 45  5,17  461 25/1  

Fermentação 

329 Misture - Arachis duranensis XP_015934469.1 41 41 6,09 6,40 102 43/17 0,14 
 Alcohol dehydrogenase 1 (ADH)   XP_015967075.1 42  6,64  90 34/15 0,02 

 Formate dehydrogenase, mitochondrial isoform 
X1 

         0,15 
0,26 

 354 Alcohol dehydrogenase 1 - Arachis duranensis XP_015934469.1 41 41 6,09 6,52 166 55/23 0,47 

 Unknown (MDR) K.GKPIYHFVGTSTFSEYTVVHAGCVAK.I Glycine max ACU19784.1 31  7,57  112 8/1 0,15 

 Alcohol dehydrogenase, partial (ADH)  Arachis hypogaea AFB69783.1 19  6,36  112 14/1 0,47 
0,70 

Glicólise 

205 Enolase 1, chloroplastic isoform X1 

Predicted protein (Enolase) (ENO) 

- 
K.YGQDACNVGDEGGFAPNVQDNR.E 

Arachis duranensis 
Hordeum vulgare 
subsp. Vulgares 

XP_015945832.1 
BAK00029.1 

52 
50 

53 6,07 
5,65 

5,65 159 
70 

47/25 
4/1 

0,08 
0,19 
0,16 
0,13 

Metabolismo de hormônio 

319 UDP-glycosyltransferase 74G1 (UGT) - Arachis ipaënsis XP_016181542.1 53 54 5.59 5,70 87 28/15 0,07 
0,02 
0,11 
- 

Metabolismo de carboidratos maiores 

152 Fructokinase-2 (Frk2) - Arachis duranensis XP_015935450.1 35 37 5,09 5,02 271 75/30 0,24 
0,14 
0,19 
0,17 

Manuseio de metal 

85 Copper transport protein ATX1 (ATX1) - Arachis duranensis XP_015949536.1 12 18 4,91 4,86 92 65/10 0,45 
  K.GNVEPEAVLQTVAK.T   43  5.16  133 26/1 0,36 
  K.TAFWENEAPALPTQPENK.L   43  5.16  133 26/1 0,36 

0,31 
Não atribuído 

63 Uncharacterized protein LOC9306604 
(DUF577) 

- Arabidopsis lyrata 
subsp. lyrata 

XP_002870533.1 74 15 6,02 4,49 87 15/13 0,43 
0,15 

 Uncharacterized protein LOC107469134 
(PLAT/LH2) 

K.LYDQYGYGIYIK.N Arachis duranensis XP_015944000.1 23  6,05  72 5/1 0,26 
0,41 

Proteína 

52 Hypothetical protein B456_008G195800 
MLP-like protein 34 (MLP34) 
Eukaryotic translation initiation factor (eIF-5A) 

- 
K.LHEGDEWHSVGGSVK.H 
K.LYDGDVSQHYKDFK.L 
K.CHFVGIDIFTAK.K 

Gossypium raimondii 
Arachis duranensis 
 
Ammopiptanthus 
mongolicus 

KJB53263.1 
XP_015936926.1 
 
AFC01198.1 

11 
17 
17 
17 

18 9,25 
5,26 
5,26 
5,26 

5.88 92 
131 
131 
87 

54/9 
18/1 
18/1 
7/1 

0,27 
0,34 
0,14 
0,51 

(continua na próxima página) 
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aO símbolo “-” indica que nenhuma impressão digital da massa do peptídeo (PMF) e/ou nenhuma sequência peptídica foram geradas. 
bMais de um acesso citado, indica diferentes acessos para peptídeos identificados a partir da mesma proteína. 
cA abundância relativa é expressa pelo volume do spot calculado pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 para as amostras dos pontos 0, 3, 6 e 9 DAI (dias após a inoculação). O sinal (-) indica a não detecção do spot proteico 
nessa amostra. 

Tabela 3 (continua) 

Spot proteico Descrição e abreviação da proteína Sequência peptídicaa Organismo Acessob Massa 

(kDa) 

Massa 

(kDa) 

pI 
teor. 

pI 
exp. 

Índice 

Mascot 

Cobertura (%)/N° de 

peptídeos combinados 

Abundância 

relativac  
     teor. exp.    (MS)    

216 Probable mitochondrial-processing - Arachis duranensis XP_015932809.1 59 58 6,73 6,48 181 50/29 0,29 
 peptidase subunit beta, mitochondrial (MPPβ) R.FIYDKDIAIAAMGPIQR.L + Oxidation (M)   59  6,73  233 111 0,22 

  K.TITKDHLQNYIQTHYTAPR.M   59  6,73  233 11/1 0,22 

  K.LSTDPTTASQLVAKEPAIFTGSEVR.M   59  6,73  233 11/1 0,26 

Redox 

324 Protein disulfide-isomerase (PDI) - 
K.FSGEEYENFIALAEK.L 
K.LRSDYDFGHTLEAK.H 
K.FIEDSSIPVVTVFNNDPSNHPFVVK.F 

Arachis duranensis 
Arachis ipaënsis 

XP_015934571.1 
XP_016163495.1 

57 
57 

71 5,00 
4,98 

5,00 331 
261 

66/37 
10/1 
10/1 
10/1 

0,34 
0,26 
0,31 
0,26 

RNA 

333 Hypothetical protein M569_13075 (Hyp_M569) - Genlisea aurea EPS61719.1 9 35 9.18 5.32 81 74/8 - 
0.15 
0.03 
0.12 

Metabolismo secundário 

48 Cinnamoyl-CoA reductase 1 (CCR1) - Arachis duranensis XP_015948582.1 35 35 5.61 5.78 178 72/25 0,04 

  K.VAELYPEYNVAK.L       126 8/1 0,15 

  K.DIAMAHILAFENKK.A + Oxidation (M)       126 8/1 0,17 
0,16 

191 Hydroquinone glucosyltransferase (HqGT) - Arachis ipaënsis XP_016162634.1 52 49 5.93 6.31 111 38/17 0,26 
0,05 
0,05 
0,03 

Sinalização 

98 Mannose-specific lectin alpha chain, partial 

Mannose-specific lectin alpha chain (MSL-α) 

- 
K.FLGLFNDASDK.I 
R.LTNLDSDGNPLGNR.V 
K.FQGDATITDHNVIR.L 
R.VLFSDPVHLYDHSGFR.A 
R.SSAVGYWNWHDGAVTTAK.I 

Arachis duranensis 
Arachis ipaënsis 

XP_020987573.1 
XP_016170997.1 

21 
25 

25 5.41 
5.29 

5.77 129 
411 

76/13 
31/1 
31/1 
31/1 
31/1 
31/1 

0.84 
0.48 
0.36 
0.38 

103 Mannose-specific lectin alpha chain, partial 

Mannose-specific lectin alpha chain (MSL-α) 

- 
K.FLGLFNDASDK.I 
R.LTNLDSDGNPLGNR.V 
K.FQGDATITDHNVIR.L 
R.VLFSDPVHLYDHSGFR.A 
R.SSAVGYWNWHDGAVTTAK.I 

Arachis duranensis 
Arachis ipaënsis 

XP_020987573.1 
XP_016170997.1 

21 
25 

25 5.41 
5.29 

5.51 116 
394 

76/12 
31/1 
31/1 
31/1 
31/1 
31/1 

0.42 
0.22 
0.19 
0.25 

Estresse abiótico e biótico 

04 MLP-like protein 34 (MLP34) - 
K.LHEGDEWHSVGGSVK.H 
K.LYDGDVSQHYKDFK.L 

Arachis duranensis XP_015936926.1 17 18 5,76 5,28 111 
131 

60/10 
18/1 
18/1 

0.63 
0.31 
0.08 
0.44 

303 Peroxidase 5-like 
Probable glutathione S-transferase (GST) 

- 
K.SVFTVNEEEREK.N 
K.GRYESLLASAK.- 

Cucumis sativus 
Arachis ipaënsis 

XP_004135971.1 
XP_016198440.1 

37 
25 

26 9,40 
6,02 

5,27 79 
188 

39/13 
15/1 
15/1 

0.23 
0.18 
0.14 
0.12 

TCA/Transformação org 

234 NADP-dependent malic enzyme isoform X2 
(NADP-ME) 

- Arachis ipaënsis XP_020974349.1 71 70 6,43 6,63 128 40/22 0,01 
0,04 
0,12 
0,09 

Transporte 

357 V-type proton ATPase subunit E (VHA-E) - Arachis duranensis XP_015947693.1 26 32 6,38 6,82 217 76/24 0,22 
0,03 
0,05 
0,07 
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As outras 13 DAPs mostraram uma diminuição da abundância durante a interação 

do nematoide em comparação com a condição controle (Figura 13). Este grupo também 

incluiu proteínas responsivas ao estresse, tais como proteína tipo MLP-34 (MLP34 - spot 

04), proteína LOC107469134 contendo o domínio PLAT/LH2 (PLAT/LH2 - spot 63), 

proteína transportadora de cobre ATX1 (ATX1 - spot 85 ), lectina de cadeia alfa específica 

de manose (MSLα - spots 98 e 103), frutoquinase-2 (Frk-2 - spot 152), S-adenosilmetionina 

sintase (SAM - spot 187), hidroquinona glicosiltransferase (HqGT - spot 191), proteína tipo 

patatina 2 (PLP2 - spot 193), peptidase de processamento mitocondrial de subunidade beta 

(MPPβ - spot 216), glutationa S-transferase (GST - spot 303), proteína dissulfeto isomerase 

(PDI - spot 324) e subunidade E da V-ATPase E (VHA-E - spot 357). 

3.2. Análise 2D-NanoUPLC-MSE 

A análise do proteoma 2D-NanoUPLC-MSE utilizando um pool de raízes de A. 

stenosperma inoculadas com M. arenaria (3, 6 e 9 DAI), permitiu a identificação de 

aproximadamente 1.400 proteínas, incluindo as 21 DAPs previamente identificadas na 

análise 2-DE. Foram encontradas 222 DAPs em pelo menos duas das três repetições 

biológicas, sendo 18 exclusivas para o controle e dez para o grupo inoculado. A grande 

maioria (81%) das DAPs presentes em ambos os tratamentos (controle e inoculado) foi 

induzida durante a infecção por nematoides (Tabela Suplementar 3). 

3.3. Classificação funcional das proteínas identificadas por 2D-NanoUPLC-

MSE 

Noventa e cinco porcento das DAPs identificadas por 2D-NanoUPLC-MSE (212 de 

222 DAPs) puderam ser atribuídas a uma categoria GO (gene ontology) usando o 

Blast2GO. Todas as 222 DAPs foram ainda classificadas em 28 categorias funcionais 

hierarquicamente organizadas (BINs) usando a ferramenta de anotação de sequência, 

Mercator (Figura 14). 
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Figura 14 - Visão geral de proteínas diferencialmente abundantes (DAPs) identificadas por 2D-
NanoUPLC-MSE e classificadas em 28 categorias funcionais hierarquicamente organizadas (BINs) pela 
ferramenta de anotação de sequências - Mercator. (*) Categorias funcionais com DAPs também 
identificadas na análise 2-DE. 

 

A maior parte de DAPs (16%) foi classificada na BIN 29 (categoria de proteína), 

com a maioria dos representantes envolvidos na síntese de proteínas (84%), sugerindo um 

aumento no metabolismo nas raízes de plantas após a infecção por nematoides. 

As categorias estresse (BIN 20 - 7%), glicólise (BIN 04 - 6%) e redox (BIN 21 - 5%) 

foram os grupos mais enriquecidos, englobando proteínas conhecidamente envolvidas na 

resposta de defesa da planta contra patógenos, como a proteínas relacionadas à 

patogênese (PRs), quitinase (Cht), peroxidases (PODs), proteínas de choque térmico 

(HSPs), bem como representantes de álcool desidrogenase (ADHs), fosfoglicerato 

quinases (PGKs), piruvato quinase (PK), monodesidroascorbato redutase (MDHAR), 

proteína dissulfeto isomerase (PDIs) e catalase (CAT). 

3.4. Rede de interação proteína-proteína 

Redes de interação proteína-proteína (PPINs – protein-protein interactions 

networks) entre as 222 DAPs foram analisadas por STRING, seguido por agrupamento 

usando o método K-means. A maioria dessas proteínas (69%) mostrou interação direta ou 
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indireta (509 interações previstas de 288 esperadas), sugerindo um enriquecimento em 

suas PPINs após o ataque do nematoide, o que confirma a complexidade dessa resposta 

de defesa. 

No geral, seis clusters distintos com interações diretas foram identificados 

envolvendo 177 proteínas associadas à resposta de defesa. Estas proteínas pertencem a 

diversas categorias funcionais, incluindo estresse, glicólise, redox e ciclo de ácido 

tricarboxílico (TCA), como demonstrado na figura 15. A complexa e intricada rede de 

proteínas que é estabelecida durante essa interação planta-nematoide destaca a ativação 

de vias metabólicas necessárias para manter e proteger a estrutura e a funcionalidade das 

células durante o ataque de nematoides, a fim de garantir a sobrevivência das plantas. 

 
Figura 15 - Redes de interações proteína-proteína identificadas a partir de raízes de A. stenosperma 
inoculadas e não inoculadas com M. arenaria. 

3.5. Análise do transcritoma e proteoma 

Transcritos de raízes de A. stenosperma infectados com M. arenaria previamente 

obtidos usando Illumina HiSeq (Guimarães et al., 2015) foram mapeados no genoma de A. 

duranensis (https://peanutbase.org/). Devido à alta similaridade entre os dois genomas de 
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Arachis, uma média de 95% das reads (de A. stenosperma foram mapeadas nos 36.734 

genes de A. duranensis, com aproximadamente 25.000 genes presentes em cada 

biblioteca inoculada (3, 6 e 9 DAI).  Desse total, genes diferencialmente expressos (DEGs 

– FDR ≤ 0,05) entre amostras inoculadas e controle, foram identificados em 3 DAI (2.485), 

6 DAI (4.468) e 9 DAI (2.015) (Figura 16), com cerca de 60% destes genes positivamente 

regulados durante a infecção pelo nematoide das galhas. 

 

 
Figura 16 – Diagrama de Venn com a distribuição dos genes diferencialmente expressos (DEGs – FDR 
≤ 0,05) em raízes de A. stenosperma inoculadas (3, 6 e 9 DAI) em relação as raízes não inoculadas (0 
DAI) com M. arenaria. DAI – dias após a inoculação. Diagrama gerado conforme Heberle et al., 2015. 
 

Como um todo, as mudanças de expressão nos níveis transcritômicos (DEGs) e 

proteômicos (DAPs) foram altamente dinâmicas. Dos 5.173 DEGs identificados entre as 

três bibliotecas inoculadas (3, 6 e 9 DAI), 350 foram identificados em nível proteômico pela 

análise 2D-NanoUPLC-MSE, dos quais 85 deles eram DAPs. Cerca de 70% dessas 85 

DAPs apresentaram tendências de expressão similares (54 induzidas e 5 reprimidas) entre 

mRNA e proteína (Figura 17). 
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Figura 17 – Sobreposição de proteínas identificadas por 2D-NanoUPLC-MSE e de genes 
diferencialmente expressos (DEGs – FDR ≤ 0,05) por RNA-Seq. 

Dessa forma, os níveis de expressão para os genes que codificam 18 das 21 DAPs 

identificadas nas duas análises proteômicas (2DE e 2D-NanoUPLC-MSE) foram 

investigados por RT-qPCR, para verificação da correlação dos níveis transcricionais e 

traducionais. Para tanto, gene models de A. duranensis correspondentes a cada uma 

dessas 18 proteínas selecionadas foram obtidos por meio do PeanutBase 

(www.peanutbase.org) e primers específicos foram desenhados (Tabela 4). Das 21 DAPs 

identificadas, duas apresentavam duas isoformas, MSL-α (spots 98 e 103) e ADH (spots 

329 e 354) (Figura 13; Tabela 3), as quais foram associadas a apenas um gene model 

cada. Para esse caso, apenas um perfil de expressão para cada gene um desses genes 

foi gerado. Além disso, devido a baixa similaridade com as sequências de disponíveis de 

Arachis spp., não foi possível desenhar primer para o gene correspondente a proteína 

Hyp_M569 (Tabela 4).  

Todos os 18 pares de primers testados apresentaram alta eficiência, variando de 

0,75 a 0,93 (Tabela 4), e especificidade de amplificação de todos os transcritos como um 

único fragmento. No total, 18 perfis de expressão foram obtidos por RT-qPCR, o que 

revelou que maioria dos transcritos investigados em raízes inoculadas apresentaram um 

perfil de expressão positiva (Figura 18). Quatro genes foram, transcricionalmente, 

negativamente regulados (MSL-a, HqGT, PLP2 e UGT).  

A partir da análise comparativa entre abundância proteica e níveis de expressão 

gênica (mRNA) obtidos por RT-qPCR, observou-se que 12 das 18 proteínas analisadas, 

apresentaram tendências de expressão semelhantes (nove aumentada e três diminuída) 



71 
 

(Figura 18). Por outro lado, o perfil transcricional de seis genes codificadores das DAPs: 

Frk2, SAM, NADP-ME, GST, VHA-E e UGT, não coincidiu com a abundância de sua 

respectiva proteína (Figura 18).  

 

Tabela 4 - Primers desenhados para os genes que codificam as proteínas identificadas como 
diferencialmente abundante. 

Gene model Gene Primer Forward (5’-3’) Primer Reverso (5’-3’) 
Amplicon 
(bp) 

Eficiência 
do primer 

Aradu.D4Z5N MLP34 CAGCGTTGGTGGTTCTGTTA ACAGTGGCACCTCCATTCTC 187 0,81 

Aradu.L1U18 CCR1 AGTGGTGGCAACATCATCAA AAAATCCCACCCTGCTTTCT 163 0,83 

Aradu.ZBM8X eIF-5A GAGGAGCACCATTTCGAGTC ACTTAGCGTGACCGTGCTTT 163 0.83 

Aradu.MAS03 PLAT/LH2 CACGGCTGGTACTGCAACTA CTGACACGGGCCTTACTGAT 167 0,81 

Aradu.V6UC8 ATX1 ACAGCCTTCTGGGAGAATGA AAGCCTTGTTTTCAGGCTCA 151 0,86 

Aradu.K9J4G MSL-α TTTATTCTCCGACCCTGTGC CCCAGAAGATTCAGGTGGAA 178 0,90 

Aradu.2KV4N Frk2 CGATTCCTTTGTCGGTTCTC GGCCAACACATCTTCATCCT 169 0,84 

Aradu.X6LF1 SAM TGCTGACAACTGCAAGGTTC TTGCAAGAACATGGCTCAAG 179 0,91 

Aradu.N64BE HqGT GCTTGACCCACCTAGTTCCA TGATTGGAGGGAGAAGGATG 171 0,87 

Aradu.5Z359 PLP2 GGGACGTTGCCACAGTAAAT TAATTGCGCTCAGCATTACG 172 0,75 

Aradu.07WQA ENO CCGCATGGGTAGTGAAGTTT CCGCATGGGTAGTGAAGTTT 166 0,85 

Aradu.U2UP6 MPPβ GGAGAATCCCATTTGCTGAA TTCTGCGTCTGAACCAGTTG 159 0,93 

Aradu.S56JH NADP-ME GGAGTTCGTCCTTCAGCTTG TTGCTTCACTGCACACATGA 159 0,86 

Aradu.2TG90 GST GGCTGAGGAAGATGTGAAGC ATGGGCCTCTCATTGTGAAC 192 0,84 

Aradu.X3F5M UGT ACGCCAAACTCTGTCAAACC GCACATGGCTGAGTGAAGAA 165 0,83 

Aradu.9645F PDI CACGGGGAGAATCATCAGTT ACAAAAGGATGGTTGCTTGG 172 0,84 

Aradu.R2PKH ADH ATGAAGCTGGAGGGATTGTG CCCCTGTCAGTGTTGATCCT 163 0,82 

- Hyp_M569a - - - - 

Aradu.6T7JH VHA-E GTTGACCGCGAGGTGTATCT CAAGCAGCAACTTGTCCAAA 197 0,87 

a Não foi possível desenhar primer para esta proteína devido à sua baixa identidade com as sequências de Arachis disponíveis nas bases de 

dados (NCBI, PeanutBase.org e Arachis Transcriptome Survey). 

 

Por outro lado, o perfil transcricional dos outros três genes codificadores de DAPs: 

SAM (spot 187), GST (spot 303) e UGT (spot 319), não coincidiu com a abundância se sua 

respectiva proteína (Figura 10).  

 



72 
 

 
Figura 18 - Visão geral da expressão gênica e abundância proteica de 18 DAPs identificadas em raízes 
de A. stenosperma inoculadas (INOC - 3, 6 e 9 DAI) e não inoculadas (CTR - 0 DAI) com M. arenaria. Os 
gráficos representam a variação da expressão diferencial dos genes putativos que codificam estas proteínas 
(mRNA - barras azuis) e a abundância diferencial de proteínas (barra vermelha - determinada por análise 2D-
NanoUPLC-MSE - Proteína Lynx Global Server - PLGS) (INOC/ CTR). As barras de erro referem-se às 
diferenças encontradas entre as replicatas técnicas testadas. 

4. DISCUSSÃO 

As relações planta-nematoide envolvem interações complexas, que incluem a 

sobrevivência do nematoide e estratégias de defesa das plantas (Curtis, 2007). Embora a 

compreensão dos mecanismos moleculares que envolvem o parasitismo dos nematoides 

das galhas e a defesa da planta permaneça incompleta, sabe-se que tanto a imunidade 
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desencadeada por patógeno (PTI) quanto a imunidade desencadeada pelo efetor estão 

envolvidas nessa resposta de defesa (Peng e Kaloshian, 2014; Teixeira et al., 2016; 

Kaloshian et al., 2011).  

Além das aplicações de nematicida, o controle dos nematoides das galhas nas 

culturas foi baseado, principalmente, na implantação de genes de resistência (genes R) 

como o Mi em tomate, N e Me em pimenta, Ma em cerejeiras e Mae e Mag em amendoim 

que conferem forte resistência aos nematoides (Jacquet et al., 2005; Thies e Fery, 2000; 

Lecouls et al., 1997; Garcia et al., 1996).   

Esses genes de resistência são então responsáveis por desencadear respostas de 

ETI a jusante, tipicamente envolvendo ROS, sinalização fitormônica e síntese de proteínas 

relacionadas a patogênese (PR) que, resultando, em muitos casos, a morte celular, típico 

de reação de hipersensibilidade (HR). No entanto, a eficácia dessa estratégia tem sido 

ameaçada pela capacidade dos nematoides das galhas de se adaptarem (Barbary et al., 

2016). E com isso, a necessidade de identificação dos mecanismos de defesa adicionais, 

tais como aqueles iniciados por receptores de reconhecimento (PRRs) de PAMPs/NAMPs 

(padrões moleculares associados ao patógeno/nematoide) ou a ativação de proteínas 

quinases ativadas por mitógeno e sinalização de defesa mediada por ácido salicílico (SA) 

e jasmônico (JA) envolvidas com a resposta PTI (Manosalva et al., 2015).    

Em Arachis, estudos transcritômicos utilizando o genótipo resistente, A. 

stenosperma, inoculado com M. arenaria, identificaram vários genes envolvidos tanto na 

resposta PTI quanto na ETI, incluindo os genes R, potencialmente envolvidos na resposta 

de HR (Proite et al., 2007; Tirumalaraju et al., 2011; Guimarães et al., 2010, 2015; Morgante 

et al., 2013; Bertioli et al., 2016; Clevenger et al., 2017). Da mesma forma, a análise 

diferencial da expressão gênica aplicada aos genótipos contrastantes de amendoim (A. 

hypogaea), permitiu a identificação de uma resposta imune desencadeada pelo efetor e 

mediada por um gene R no genótipo resistente (Tifguard), herdado da espécie silvestre A. 

cardenasii (Clevenger et al., 2017).   

Muitas evidências suportam redes de co-expressão de proteínas e fenótipos 

emergentes (Vella et al., 2017, Di Silvestre et al., 2018). No entanto, altas taxas de tradução 

ou transcrição nem sempre são iguais à abundância de proteínas, pois algumas proteínas 

podem ser traduzidas lentamente, mas muito estáveis, produzindo altas concentrações 

finais ou vice-versa (Merchante et al., 2017). Assim, a geração de dados proteômicos para 

apoiar inferências extraídas de estudos transcritômicos é importante (Swarupa et al., 2016; 

Garcia-Seco et al., 2017; Zhou et al., 2018). 

Até o momento, poucos estudos proteômicos foram conduzidos no gênero Arachis, 

com a maioria dos relatos sobre moléculas específicas de certos tecidos, estágios de 

desenvolvimento e resposta ao déficit hídrico (Schmidt et al., 2009; Li et al., 2013; Sun et 
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al., 2013; Zhu et al., 2013; Zhao et al., 2015; Liu et al., 2018; Kottapalli et al., 2009; 

Akkasaeng et al., 2015; Katam et al., 2016; Thangella et al., 2018; Carmo et al., 2019) e 

respostas ao estresse biótico (Wang et al., 2012a; Kumar e Kirti, 2015; Zhao et al., 2019). 

No presente estudo, 60% dos transcritos de A. stenosperma identificados como 

diferencialmente expressos (DEGs) sob infecção por M. arenaria apresentaram a mesma 

tendência de expressão que sua proteína correspondente. Esta correlação relativamente 

baixa entre os níveis de mRNA e proteína foi previamente observada para outras espécies 

(Shakeel et al., 2013; Kumar et al., 2016; Stare et al., 2017), e reflete um equilíbrio dinâmico 

entre processos de transcrição e translação, incluindo processamento e degradação de 

mRNAs, tradução, localização, modificação e destruição programada de proteínas (Vogel 

e Marcotte, 2012).  

A combinação de duas abordagens proteômicas (2-DE e 2D-NanoUPLC-MSE) 

possibilitou a identificação de 222 DAPs envolvidos na resposta de Arachis ao nematoide 

das galhas, que foram relacionados à síntese, degradação, dobramento e modificações 

pós-traducionais necessárias para a manutenção de funções fisiológicas celulares e 

homeostase redox. Mais interessante, os DAPs relacionados à defesa e resposta ao 

estresse, como as proteínas lectinas do tipo L contendo o domínio receptor quinase 

(LecRKs) que se sabe estarem associadas à imunidade basal, também foram identificadas. 

Estas proteínas estão envolvidas com o reconhecimento de padrões moleculares 

associados a nematóides (NAMPs) e ativação do sistema imunológico basal da planta ou 

imunidade desencadeada por patógenos (PTI) para proteger contra a invasão de 

nematoides (Choi e Klessig, 2016). Além disso, um segundo grupo de DAPs capazes de 

reconhecer NAMPs e efetores de nematóides, o de proteínas contendo o domínio 14-3-3, 

também foi identificado. No entanto, essas moléculas estão envolvidas no 

desencadeamento de respostas do tipo ETI, que são mais específicas e podem levar à HR. 

Essas proteínas também estão envolvidas na regulação das vias metabólicas hormonais 

importantes na resposta de defesa contra o nematoide das galhas, como o ácido jasmônico 

e o ácido salicílico (Luo et al., 2017; Camoni et al., 2018). 

Além das moléculas implicadas na detecção do patógeno, as proteínas envolvidas 

na transdução de sinais através de modificações pós-traducionais ou interações proteína-

proteína podem ter um efeito regulador significativo nas respostas de defesa (Haider e Pal, 

2013; Chen et al., 2015; Zhou et al., 2016, Stare et al., 2017). Entre outros, a fosforilação 

de proteínas, ubiquitinação, SUMOilação e S-nitrosilação são considerados os principais 

mecanismos para a transmissão de sinais de estresse (Spoel e Loake, 2011; Yu et al., 

2012; Vierstra, 2012; Guerra et al., 2015; Withers e Dong, 2017; Vega et al., 2018). Neste 

estudo, entre várias proteínas associadas às vias reguladoras de proteínas, proteínas 

ribossomais (RPs) foram identificadas como DAPs. As RPs fazem parte do maquinário 



75 
 

responsável pela síntese proteica e também estão envolvidas na sinalização de estresse, 

resistência a doenças (Moin et al., 2016; Nagaraj et al., 2016; Gong et al., 2017) e estímulos 

ambientais (Wu et al., 2015; Merchante et al., 2017). Da mesma forma, dois fatores de 

iniciação da tradução eucariótica (eIFs), eIF4A eIF5A, apesar das tendências de expressão 

contrária, mostraram modulação diferencial em resposta à infecção por M. arenaria. Ambas 

as proteínas participam do processo inicial de tradução de proteínas, mas enquanto o 

EIF4A estimula as vias induzidas pelo estresse que medeiam a tolerância ao estresse 

abiótico (Tuteja et al., 2014; Rao et al., 2017), EIF5A desempenha um papel importante no 

desenvolvimento da planta, respostas de estresse e morte celular induzida por patógenos 

(Ren et al., 2013; Que et al., 2015; Wang et al., 2016b). 

No geral, verificou-se que as proteínas relacionadas à defesa classificadas na 

categoria de estresse foram mais abundantes sob a infecção por nematóides do que nas 

plantas controle. Estas incluem proteínas relacionadas com a patogénese (proteínas PR), 

tais como proteínas semelhantes a taumatinas (TLPs - PR-5), peroxidases (PDO - PR-9), 

proteínas do tipo MLP (MLPs - PR-10) e proteínas endoquitinase (ECP - PR-3, 4, 8 ou 11). 

Uma dessas proteínas PR, a proteína tipo MLP 34 (AsMLP34), foi consistentemente 

mais abundante nas amostras inoculadas com M. arenaria do que no controle. Essas 

proteínas MLP (Major Latex Protein) pertencem a uma subclasse da família Bet v I (PR-

10), que desempenha importantes papéis na defesa contra patógenos e tolerância ao 

estresse ambiental (Liu e Ekramoddoullah, 2006; Wang et al., 2016a; Carmo et al., 2019). 

Diversos estudos sugeriram a função dos genes MLP na proteção contra fungos e vírus 

(Schenk et al., 2000; Malter e Wolf, 2011; Wang et al., 2011; Chen et al., 2015; Yang et al., 

2015). No entanto, o efetio de sua superexpressão na resistência a patógenos em plantas 

varia de acordo com o gene MLP específico utilizado, como observado para diferentes 

genes MLPs de algodão contra Verticillium dahliae (Yang et al., 2015; Zhang et al., 2012a; 

Wang et al., 2011, Chen e Dai, 2010).  

Três proteínas tipo MLP-34 (AsMLP34) foram identificadas neste estudo, como 

mais abundantes em amostras inoculadas com M. arenaria, em comparação a amostras 

controles, usando 2D-NanoUPLC-MSE. Uma dessas isoformas, além de ser identificadas 

nas duas abordagens proteômicas utilizadas, foi consistentemente induzida na análise de 

2D-NanoUPLC-MSE e transcritoma (RNA-Seq e RT-qPCR) e selecionada para análise dos 

efeitos da sua superexpressão in planta durante o processo de infecção do nematoide.  

Os eventos moleculares que governam a participação de MLPs na defesa de 

plantas ainda não estão claros. Entretanto, sua indução por infecção de patógenos foi 

observada em tecidos de raiz e hipocótilo de algodão em resposta à infecção por Fusarium 

oxysporum f. sp. vasinfectum (Dowd et al., 2004), em eucalipto infectado com Calonectria 

pseudoreteaudii (Chen et al., 2015), e também em resposta a moléculas sinalizadoras de 
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defesa, como etileno, ácido jasmônico e ácido salicílico, o que reforça seu papel na 

resposta a estresses bióticos. Portanto, estudos que visem à identificaão de genes 

possivelmente modulados pela superexpressão de AsMLP34 são necessários para 

esclarecer seu papel na resposta de defesa de A. stenosperma contra M. arenaria. 

 

5. CONCLUSÃO 

A combinação de abordagens transcritômica e proteômica permitiu a identificação 

de genes/proteínas candidatos envolvidos na resposta de resistência de A. stenosperma 

ao nematoide, M. arenaria e uma visão geral das alterações dinâmicas na modulação 

gênica e proteica em fases iniciais da infecção do nematoide. A maioria dos genes e 

proteínas identificadas foi induzida mediante a infecção pelo nematoide. Os dados aqui 

obtidos servirão para um melhor entendimento desses genes/proteínas identificadas nos 

mecanismos de defesa da planta contra patógeno, bem como na caracterização funcional 

de novos genes candidatos. 
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CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO IN PLANTA DOS GENES-CANDIDATOS 
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1. INTRODUÇÃO 

As plantas estão, naturalmente, expostas a diversos estresses bióticos e abióticos, 

podendo ocorrer separados ou simultaneamente, afetando seu crescimento e 

desenvolvimento (Gassmann et al., 2016). Diante disso, como tentativa de sobrevivência, 

elas devem ser capazes de perceberem e acionarem diferentes estímulos para 

responderem de forma adaptativa ao estresse (Jeandroz e Lamotte, 2017). No entanto, 

apesar da indução de vários mecanismos de defesa, plantas suscetíveis muitas vezes não 

conseguem sobreviver a determinadas condições de estresse (Ahanger et al., 2017).  

A adaptação e sobrevivência das plantas envolvem alterações moleculares e 

fisiológicas dinâmicas tanto em resposta à seca quanto à infecção por fitopatógenos. 

Devido à complexidade dos processos genéticos e moleculares envolvidos nas respostas 

de defesa, eles precisam ser pesquisados mais extensivamente. 

Há um esforço científico contínuo para melhorar a tolerância das plantas aos 

estresses bióticos e abióticos (Bostock et al., 2014), por meio da identificação de genes 

responsivos ao estresse com subsequente introgressão e superexpressão em espécies 

cultivadas suscetíveis (Ahanger et al., 2017). Dentre esses esforços está o de tentar 

elucidar os mecanismos de adaptação e defesa da planta sob atuais mudanças climáticas, 

sobretudo a seca, para o uso mais eficiente da água disponível (Al-Karaki, 2000), e ao 

ataque de patógenos, prevalecido pelo aumento da suscetibilidade da planta pelo estresse 

abiótico ou pela migração de pragas e patógenos devido ao clima local (Dresselhaus e 

Hückelhoven, 2018). 

 Vários estudos revelam que estressores bióticos e abióticos compartilham genes e 

produtos responsivos, bem como sinais comuns (Chan, 2012). Esse crosstalk entre as vias 

de sinalização associadas a respostas estresse-específicas sugere que diversos 

mecanismos podem integrar respostas globais ao estresse (Gassmann et al., 2016). Isso 

porque mesmo se tratando de estresses diferentes, eles podem ocasionar danos celulares 

semelhantes, ativando sinais de respostas por meio de desordem dos canais iônicos, 

mecanismos osmosensores, desestabilização e ruptura das membranas e produção de 

ROS (espécies reativas de oxigênio), assim como a sinalização dos reguladores de 

fitormônios (Jeandroz e Lamotte, 2017).  

Entretanto, apesar de compartilharem vias de sinalização semelhantes, cada 

estresse altera a expressão de genes de forma genótipo-estresse específico. Isso faz com 

que o estudo de diferentes estresses seja importante para o entendimento e possível 

elucidação das complexas respostas de defesa envolvidas, até porque a função precisa de 

muitos desses genes não é bem conhecida (Chalavi e Raeini-Sarjaz, 2012). 
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O amendoim é uma cultura alimentar importante, que apresenta estreita base 

genética quando associado a caracteres de importância econômica e alta suscetibilidade 

aos estresses bióticos (ataque de fitopatógenos) e abióticos (como a seca). Por outro lado, 

seus parentes silvestres diploides, expostos naturalmente a condições ambientais 

adversas e ao estresse biótico, têm sido selecionados durante a evolução e apresentam 

maior variabilidade genética, sendo uma potencial fonte de alelos de resistência a doenças 

e à adaptação a diversos ambientes (Bertioli et al., 2011, 2016). 

Dentre os parentes silvestre do amendoim do genoma AA, A. stenosperma 

apresenta resistência a várias pragas, incluindo o nematoide das galhas (Meloidogyne 

arenaria raça 1), por meio de reação de hipersensibilidade (Proite et al., 2008), enquanto 

que A. duranensis, apresenta maior tolerância à seca (Leal-Bertioli et al., 2012). Desta 

forma, ambos os genótipos são interessantes para a identificação de genes relacionados 

à resistência ao nematoide e tolerância à seca.   

Dessa forma, a prospecção de genes/proteínas associados aos estresses de seca 

e ataque de nematoide tem sido realizada, possibilitando a identificação de muitos genes 

candidatos envolvidos na resposta de defesa da planta durante o déficit hídrico e nos 

estágios iniciais de interação planta-nematoide incompatível e auxiliando a compreensão 

genótipo-fenótipo observada. No entanto, a validação desses genes candidatos quanto a 

sua função necessita ser avaliada in planta.  

A transformação genética é uma ferramenta efetiva na investigação da função 

gênica em plantas e para introgressão de novas características genéticas (Chu et al., 2014; 

Liu et al., 2016). Alguns genes individuais que conferem características agronômicas já 

foram transferidos para o amendoim por meio de eletroporação, bombardeamento de 

partículas (Chu et al., 2008) e transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens 

(formação de calos) ou por A. rhizogenes (formação de raízes em cabeleiras) (Li et al., 

1997; Rohini e Sankara, 2001; Sharma e Bhatnagar-Mathur 2006; Tiwari et al., 2008; 

Sinharoy et al., 2009; Bhatnagar et al., 2010; Geng et al., 2012; Iqbal et al., 2012; Chu et 

al., 2014; Liu et al., 2016).  

A vantagem da transformação mediada por A. rhizogenes, pelo método ex-vitro, 

usando folhas destacadas de amendoim (transformação composta), em relação a A. 

tumefaciens, pelo método de floral dip de plantas de Arabidopsis (transformação estável), 

é sua praticidade de execução, baixo custo e tempo curto necessário para produzir e 

identificar um grande número de eventos de transformação independentes, agilizando a 

avaliação de genes relacionados à biologia radicular, processos simbióticos e interações 

estresse-raiz (Cho et al., 2000; Chu et al., 2014; Guimaraes et al., 2017). 
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O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da superexpressão de dois genes 

candidatos (AdCht2 - quitinase classe II e AsMLP34 - proteína tipo MLP-34) durante o 

processo de infecção por M. arenaria no amendoim e durante o estresse à seca. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Seleção de genes candidatos para avaliação da superexpressão in 

planta 

Dois genes, um codificando a proteína endoquitinase ácida de 27kDa da classe II 

(AdCht2) e o outro a proteína do tipo MLP34 (AsMLP34), pertencentes a família de 

proteínas PR e, portanto, responsivos a estresse biótico e abiótico, foram selecionados 

para este estudo.  

2.2. Construção do vetor de expressão 

Para avaliação do efeito da superexpressão dos dois genes candidatos 

selecionados em raízes e plantas transgênicas sob estresse hídrico e ataque do 

nematoide, a região codante dos genes AdCht2 (795 pb) e AsMLP34 (462 pb) foi clonada 

sob o controle do promotor do gene de actina 2 de Arabidopsis thaliana, no sítio de restrição 

Xho1 do vetor de expressão pPZP-201BK-EGFP (Chu et al., 2014) modificado, pela Epoch 

Life Science Inc. (Texas, USA) (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

(continua na próxima página) 
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Figura 19 - Mapas dos vetores. A) pPZP_201BK_EGFP. B) pPZP-AdCht2. C) pPZP-MLP34. Imagem criada 
pelo SnapGene®.  
 

2.3. Transformação de Agrobacterium spp. com os genes candidatos  

As linhagens K599 de A. rhizogenes e GV3101 de A. tumefaciens foram 

transformadas com os vetores pPZP-eGFP, pPZP-AdCht2 e pPZP-AsMLP34 por 

eletroporação, plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani) contendo estreptomicina 

(100mg/mL) e canamicina (80mg/mL) e incubadas a 28°C por 48h, segundo Lacorte e 

Romano (2015). A confirmação da transformação deu-se pela realização de uma PCR de 

colônia, utilizando-se os primers para os genes de virulência (VIRD2 – Foward: 

ATGCCCGATCGAGCTCAAGT e Reverse: CTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA) (Haas 

et al, 1995), eGFP (Foward – CCATCTTCTTCAAGGACGAC e Reverse - 

GGTGTTCTGCTGGTAGTGGT), AdCht2 (sequências disponíveis na tabela 1 do capítulo 

1) e AsMLP34 (sequências disponíveis na tabela suplementar 3 do capítulo 2). As reações 

de PCR foram realizadas utilizando a enzima Taq DNA Polimerase Recombinante 

(Invitrogen™), conforme instruções do fabricante, e submetidas a 94°C por 5 minutos, para 

uma desnaturação inicial, seguido de 30 ciclos repetitivos de amplificação: 94°C por 30 

segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 40 segundos, e a um ciclo final de extensão 

a 72°C por 5 minutos. O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 

1,5%, não desnaturante, corado com brometo de etídio. 

As colônias de A. rhizogenes e A. tumefaciens que amplificaram os genes 

candidatos, VIR e eGFP, foram multiplicadas em 3 mL de meio LB líquido contendo 

estreptomicina (100 mg/L) e canamicina (100 mg/L), para transformações com A. 

rhizogenes, ou gentamicina (50 mg/L) e canamicina (100 mg/L), para transformações com 

A. tumefaciens, e incubadas a 28°C durante toda a noite (overnight) para preparo do 

estoque glicerol. A pasta bacteriana de A. rhizogenes utilizada para transformação das 

folhas destacadas foi preparada como descrito por Guimaraes e colaboradores (2017). Já 

a suspensão bacteriana de A. tumefaciens, utilizada para transformação de Arabidopsis 

thaliana ecótipo Columbia 0 (Col. 0), foi preparada de acordo com Clough e Bent (1998). 



82 
 

2.4. Transformação de folha destacada de Arachis hypogaea com 

Agrobacterium rhizogenes 

Folhas de A. hypogaea cv. Runner IAC-866, cultivadas em câmara de crescimento, 

foram destacadas e mantidas em frasco contendo água destilada até o momento da 

transformação. Trinta pecíolos de folhas destacadas (FDs) foram transformados com a 

linhagem K599 de A. rhizogenes para cada um dos três vetores construídos (pPZP-201BK-

eGFP, pPZP-AdCht2 e pPZP-AsMLP34). A região perfurada do pecíolo foi imediatamente 

coberta com algodão umedecido a fim de manter a umidade na região da inoculação. As 

folhas foram então acondicionadas em placas de Petri contendo algodão, papel filtro e uma 

lâmina de vidro para sustentar os folíolos e evitar o contato deles com o papel úmido da 

placa, como descrito por Guimaraes e colaboradores (2017). Todas as placas foram 

mantidas em câmara de crescimento com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de 

escuro a 24°C, sendo aguadas sempre que necessário para manter a umidade da placa, 

até o surgimento das raízes transgênicas. 

2.5. Avaliação da infecção do nematoide em raízes transgênicas 

Trinta dias após inoculação (DAI) de A. rhizogenes em folhas destacadas de A. 

hypogaea, todas as raízes eGFP negativas (sem emissão da fluorescência da eGFP), 

avaliadas em lupa estereoscópica (Leica – M205 FA) sob luz branca e luz ultravioleta (UV), 

foram removidas. As raízes restantes (eGFP positivas) foram cobertas com vermiculita e 

inoculadas com 1000 J2 de M. arenaria raça 1 (obtidos conforme descrito por Hussey e 

Barker, 1973).  

A avaliação do número de fêmeas em todas as raízes transgênicas, desenvolvidas 

e inoculadas com o nematoide, foi realizada aos 60 dias após inoculação (DAI) do 

nematoide, sob lupa estereoscópica pela técnica de clarificação com NaClO e coloração 

com fucsina ácida (Byrd et al., 1983). O peso das raízes avaliadas também foi registrado. 

O teste t foi aplicado para determinar a significância (p ≤ 0,05) dos resultados obtidos entre 

o número de galhas observadas e o peso das raízes avaliadas. 

2.6. Transformação de Arabidopsis thaliana com Agrobacterium 

tumefaciens  

Botões florais ainda fechados de plantas de A. thaliana, cultivadas em câmara de 

crescimento, foram submergidos em frascos contendo suspensão bacteriana de A. 

tumefaciens transformadas com o gene de interesse. Essas plantas foram mantidas por 

uma semana, em recipientes fechados, até a repetição desse processo de transformação 
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realizado com os novos botões florais que surgiram após a primeira transformação. Todas 

as plantas foram mantidas em câmara de crescimento com fotoperíodo de 12 horas a 21°C, 

sendo aguadas de dois em dois dias, até a secagem completa das sílicas. As sementes 

(T0) foram coletadas, semeadas em substrato e selecionadas a partir da aplicação de 

glufosinato de amônio. As plantas que sobreviveram a essa seleção e que apresentavam 

emissão da fluorescência verde de eGFP (controle positivo de transformação), em 

microscópio óptico sob luz UV, foram transplantadas, individualmente, mantidas em 

câmara de crescimento sob as mesmas condições acima descritas, até secagem das 

sílicas. Sementes da geração T1 foram coletadas, semeadas e selecionadas pela 

aplicação do glufosinato de amônio. Cada planta T1 selecionada representava uma 

linhagem diferente, dando origem a sementes da geração T2. Essas linhagens T2 foram 

também submetidas ao mesmo processo de semeadura e seleção, agora para 

identificação de linhagens homozigóticas.  

 

2.7. Avaliação das plantas transgênicas de A. thaliana sob estresse 

hídrico 

Para o experimento do tipo dry-down (diminuição gradual de água no solo), 

diferentes linhagens de plantas T2 de A. thaliana contendo o gene AdCht2, foram 

semeadas em substrato e depois transplantadas, individualmente, para copos plásticos de 

200 mL, contendo uma mistura de areia e substrato (1:1). Cinco plantas de quatro linhagens 

diferentes de AdCht2, e dez plantas controle (não transformadas) de Col. 0, com 

aproximadamente 45 dias de idade, foram colocadas em capacidade de campo. Ao 

atingirem 70% da capacidade de campo, cinco plantas Col. 0 continuaram sendo irrigadas 

durante todo o experimento, enquanto as demais plantas tiveram sua irrigação suspensa 

até o fim do experimento, quando da morte das mesmas. O experimento durou 13 dias. As 

plantas foram monitoradas de dois em dois dias, para acompanhamento da perda de água 

do solo, registrado, gravimetricamente, por sua pesagem. 

2.8. Avaliação da expressão gênica 

Os níveis de expressão endógena dos genes candidatos selecionados (AdCht2 e 

AdsMLP34) para avaliação dos efeitos da superexpressão in planta, foram examinados por 

RT-qPCR em raízes de plantas de A. duranensis submetidas à seca e em raízes de A. 

stenosperma inoculadas com M. arenaria (Tabela 4).   
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3. RESULTADOS 

3.1. Seleção dos genes candidatos para avaliação in planta 

Como mostrado nas figuras 10 (MLP34 - spots 257 e 266; spot 291 - Cht2) do 

capítulo 1 e 18 do capítulo 2 (MLP34), os genes candidatos selecionados foram 

responsivos à seca e ao ataque do nematoide, respectivamente. A expressão desses dois 

genes candidatos foi avaliada tanto em raízes de A. duranensis estressada pelo déficit 

hídrico, quanto em raízes de A. stenosperma inoculadas com M. arenaria, a fim de verificar 

sua modulação mediante a estresses diferentes (Figura 20). 

 

Figura 20 - Gráfico de expressão relativa dos genes candidatos selecionados para superexpressão em 
plantas transgênicas. A esquerda: nível de expressão de AdCHt2 e AsMLP34 em raízes de A. duranensis 
submetidas ao déficit hídrico. A direita: nível de expressão de AdCHt2 e AsMLP34 em raízes de A. 
stenosperma inoculadas com nematoide. Expressão relativa de mRNA de amostras tratadas (estressada ou 
inoculada), comparadas às amostras controle. (*) indica signicância a 95% (p ≤ 0,05). 

3.2. Transformações das linhagens de Agrobacterium spp 

Os vetores pPZP-AdCht2 e pPZP-AsMLP34 foram introduzidos por eletroporação 

nas linhagens K599 de A. rhizogenes e GV3101 de A. tumefaciens. A transformação foi 

confirmada por meio de PCR de colônia (três colônias de cada gene, crescidas em meio 

seletivo) e pela amplificação dos transcritos referentes aos genes de virulência (VIR), 

eGFP, AsMLP34 e AdCht2 (Figura 21). Apenas uma das colônias positivas acima citadas, 

para cada um dos genes foi utilizada para fazer o estoque glicerol.  
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Figura 21 – Gel de agarose (1,5%) com os produtos de amplificação por PCR de colônia para 
confirmação da transformação das Agrobactérias com os vetores pPZP-AsMLP34 e pPZP-AdCht2, 
utilizando os primers para os genes de virulência (VIR - 338pb), eGFP (350pb), AsMLP34 (198pb) e 
AdCht2 (173pb). A) Transformação em A. rhizogenes K599. B) Transformação de A. tumefaciens GV3101. 
MM: marcador molecular (1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™). M: transformação feita com pPZP-AsMLP34. 
C: transformação feita com pPZP-AdCht2. 1-3) Três diferentes colônias utilizadas para confirmação da 
transformação. (+): Controle positivo (plasmídeo). (-): Controle negativo.  

3.3. Transformação de folhas destacadas de Arachis com os genes 

candidatos e avaliação de seu efeito na resistência ao nematoide 

das galhas  

Cerca de 20 dias após a transformação das folhas destacadas de A. hypogaea com 

A. rhizogenes, todas as raízes desenvolvidas foram avaliadas em lupa sob luz UV para 

confirmação da transformação (Figura 22) e inoculadas com M. arenaria.  

A infecção foi avaliada 60 DAI dos nematoides e mostrou uma significativa redução 

de 38% e 36% (Teste t - p ≤ 0,05), na quantidade de fêmeas por grama de raiz transgênica 

superexpressando o gene AdCht2 e AsMLP34 em relação a raízes transformadas com o 

vetor vazio (eGFP), respectivamente (Figuras 23-24). 

 
Figura 22 - Imagens ilustrativas de raízes transgênicas induzidas por A. rhizogenes em folhas de 
amendoim e o efeito da superexpressão dos genes eGFP, AsMLP34 e AdCht2 na quantidade de galhas 
por grama de raiz avaliada. A-C) Folhas destacadas de amendoim com raízes transgênicas em cabeleira 
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observadas na lupa sob luz branca. A’-C’) Raízes transgênicas observadas na lupa sob UV. A) Raízes com 
pPZP-eGFP. B) Raízes com pPZP-AdCht2. C) Raízes com pPZP-AsMLP34. Imagens por Andressa da C. Q. 
Martins.  

 

Figura 23 - Infecção por M. arenaria raça 1 em raízes transgênicas (pPZP-eGFP) induzidas por A. 
rhizogenes a partir de folhas destacadas de A. hypogaea, por meio do processo de coloração dos 
nematoides com fucsina ácida e das massas de ovos com floxina B. (A-B) Juvenis do estádio 2 (J2), 
corados com fucsina ácida (em rosa), penetrando as raízes transgênicas, 6 DAI. (C-D) Massas de ovos coradas 
com floxina B (em rosa) em raízes transgênicas, 60 DAI. (C) Galhas sem coloração, representada por 
intumescimentos em algumas regiões radiculares, 60 DAI. Raízes observadas na lupa sob luz branca. DAI: 
dias após a inoculação do nematoide. Imagens (A-B) por Andressa da C. Q. Martins e (C-D) por Bruna Medeiros 
Pereira. 

 

 

Figura 24 - Gráficos comparativos com o número médio de galhas por grama de raízes transgênicas 
obtidas a partir de folhas destacadas de amendoim. A) Valores médios obtidos a partir de raízes 
transformadas com pPZP-eGFP e pPZP-AdCht2. B) Valores médios obtidos a partir de raízes transformadas 
com pPZP-eGFP e pPZP-AsMLP34 (30 folhas destacadas por genes). (*): valor de p ≤ 0,05. 
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3.4. Transformação de plantas de Arabidopsis thaliana com os genes 

candidatos e análise na tolerância à seca  

Com o objetivo de avaliar os efeitos da superexpressão dos genes AdCht2 e 

AsMLP34 sob a diminuição gradual de água no solo, plantas de A. thaliana (Col. 0) foram 

transformadas com os respectivos genes. Porém, até o momento, apenas plantas 

transformadas com o gene AdCht2 chegaram na geração T2 e puderam ser testadas tanto 

ao ataque do nematoide (experimento em andamento) quanto a imposição do estresse 

hídrico (seca). 

Neste estudo, plantas de A. thaliana transgênicas superexpressando o gene 

AdCht2 e não transgênicas (Col. 0) foram submetidas a diminuição gradual de água no 

solo, com a suspensão da irrigação. Isso ocasionou a perda de água do solo por 

evaporação e diminuição do peso dos copos (Figura 25A). Com uma quantidade cada vez 

menor de água disponível no solo, logo foi possível ver os sintomas típicos de déficit 

hídrico: murcha e dessecação das folhas das plantas estressadas, em especial, das 

linhagens transgênicas (Figura 25B). 

Apesar do gene AdCht2 ter sido 12 vezes mais expresso em plantas estressadas 

do que em plantas controle (Col 0)  e de aparecer como uma proteína exclusiva de plantas 

estressadas, a avaliação de linhagens transgênicas de AdCht2 em relação as plantas não 

transformadas (Col. 0), demonstrou que a superexpressão de AdCht2 em plantas de 

Arabidopsis não teve efeito sobre o perfil de transpiração dessas plantas ou sobre a sua  

tolerância à seca (Figuras 24 e 25). 
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Figura 25 – Plantas de A. thaliana superexpressando o gene AdCht2 submetidas à diminuição gradual de água no solo (dry-down). A) Porcentagem média de água no 
solo durante os 13 dias de experimento de dry-down. B) Visão geral do fenótipo da parte aérea de plantas transformadas (AdCht2) e não transformadas (Col. 0) ao longo do 
experimento de dry-down. Imagens por Andressa a C. Q. Martins.
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4. DISCUSSÃO 

 

Usando abordagens de análises transcritômica e proteômica, foi possível a 

identificação de genes e proteínas diferencialmente modulados e potencialmente 

envolvidos na resposta adaptativa e de resistência ao estresse em A. duranensis (sob o 

estresse hídrico) e em A. stenosperma (inoculada com o nematoide das galhas, M. 

arenaria). Vários genes candidatos e que poderiam ser melhor caraterizados quanto ao 

seu papel mediante ao estresse, puderam ser identificados neste estudo. Dentre eles, dois 

genes que codificam as proteínas endoquitinase ácida de 27 kDa (quitinase da classe II – 

AdCht2) e proteína tipo MLP-34 (AsMLP34) foram selecionados para clonagem e avaliação 

dos efeitos da sua superexpressão durante o processo de infecção pelo nematoide e 

durante o estresse hídrico por meio da diminuição gradual de água no solo (dry-down). 

De acordo com a ferramenta Mercator de anotação e categorização de funções 

atribuídas, ambas as proteínas (AdCht2 e AsMLP34) foram classificadas como responsivas 

aos estresses biótico e abiótico. Essas duas proteínas pertencem a família das proteínas 

relacionadas à patogênese (PRs), que estão associadas à resistência sistêmica adquirida 

(SAR) ou à resposta de hipersensibilidade (HR) (Jain e Khurana, 2018).  

A proteína endoquitinase ácida de 27kDa (AdCht2) foi aqui identificada 

exclusivamente abundante em raízes de A. duranensis submetidas ao estresse hídrico do 

tipo dry-down. Seu transcrito correspondente, sob mesmas condições de estresse hídrico 

em A. duranensis e sob infecção do nematoide em A. stenosperma inoculada com M. 

arenaria, foi positivamente regulado em nível transcricional (RNA-Seq e RT-qPCR). Como 

já discutido no capítulo 1, essas quitinases estão associadas a respostas de defesa a 

patógenos e tolerância a estresses abióticos, com vários estudos mostrando o aumento 

nos níveis transcricionais e traducionais da quitinase sob condições de seca (Grover, 2012; 

Ye et al., 2015; Li et al., 2018; Katam et al., 2016) e sob o ataque de patógenos (Su et al., 

2015; Richa et al., 2016; Rawat et al., 2017; Xu et al., 2018). 

No entanto, a superexpressão de AdCht2 em plantas de Arabidopsis, não conferiu 

tolerância ao estresse hídrico. É possível, ainda, observar um fenótipo de área foliar 

diferente entre plantas transgênicas (AdCht2) e não transgênicas (Col. 0). Todas as 

linhagens transgênicas apresentaram maior crescimento da aérea foliar quando 

comparadas à Col. 0 (Figura 26). Um aumento significativo do crescimento de plantas de 

morango superexpressando um gene da quitinase em comparação com plantas não 

transgênicas, também foi observado por Chalavi e Raeini-Sarjaz (2012), mas diferente do 

caso aqui observado, esse aumento não prejudicou a tolerância ao estresse hídrico. Pode 

ser que o aumento da área foliar de plantas de Arabidopsis superexpressando o gene da 
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AdCht2 tenha influenciado significativamente a taxa fotossintética, pelo aumento da 

condutância estomática, e na perda mais rápida de água por transpiração da planta, seja 

por haver uma área maior para trocas gasosas ou por uma deficiência no fechamento 

estomatal.  

 
Figura 26 - Imagem ilustrativa da diferença observada entre o tamanho da parte aérea das plantas de A. 
thaliana. (A) Plantas não transformadas. B-C) Duas linhagens diferentes de plantas superexpressando o gene 
AdCht2. As sementes de todas essas plantas foram colocadas para germinar no mesmo dia e sob as mesmas 
condições. Imagem por Andressa da C. Q. Martins.  

O mecanismo de ação da quitinase durante o déficit hídrico ainda não é claro, porém 

uma hipótese para a indução desse gene sob esse estresse é de que ele possa constituir 

uma defesa preventiva a planta, como uma barreira bioquímica aos patógenos (Hong e 

Hwang, 2002). Sob déficit hídrico as plantas tornam-se mais suscetíveis ao ataque do 

patógeno (Simpson, 1981) e podem ter adaptado mecanismos de defesa contra o 

patógeno, induzíveis pela seca, como hipotetizado por Chen e colaboradores (1994). Guo 

e colaboradores (2013), consideram que a proteína DIP3 (proteína induzida pela seca e 

que codifica uma quitinase da classe III) possa ser responsiva à seca, exercendo papéis 

na formação ou manutenção da parede celular.     

Com relação a diminuição da infecção pelos nematoide em raízes transgênicas de 

folhas destacadas, superexpressando AdCht2, uma hipótese é que esse gene esteja 

realmente envolvido no desenvolvimento de uma barreira protetiva ao ataque do patógeno, 

como já especulado por Hong e Hwang (2002). A maioria dos estudos sobre a ação da 

quitinase no aumento da resistência ao patógeno, está associada à resistência à fungos. 

Mercer e colaboradores (1992) verificaram que a quitinase pode degradar a quitina contina 

nas cascas de ovos dos nematoides, podendo ocasionar eclosão prematura dos ovos, 

interferindo, assim, no desenvolvimento do patógeno. 
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O outro gene candidato superexpressado e aqui avaliado foi o que codifica a 

proteína do tipo MLP-34 (AsMLP34). Assim como já discutido em maiores detalhes nos 

capítulos 1 e 2, as proteínas do tipo MLP (Major Latex Protein) são exclusivas de plantas, 

pertencem a uma subclasse da família Bet v I da superfamília das proteínas relacionadas 

á patogênese (PRs) e desempenham papéis importantes na adaptação e defesa aos 

estresses bióticos e abióticos (Kim et al., 2005; Lytle et al., 2009; Chen e Dai, 2010).  

A partir das análises realizadas e apresentadas neste estudo, pode-se observar a 

indução de duas isoformas de MLP34 nos dois estresses avaliados com A. duranensis e 

A. stenosperma. Uma das duas isoformas identificadas em raízes de plantas de A. 

duranensis submetidas ao déficit hídrico apresentou níveis proteicos aumentados, assim 

como a isoforma identificada em raízes de A. stenosperma inoculada com nematoide, em 

relação aos seus controles. No entanto, em relação aos níveis transcricionais, as duas 

isoformas identificadas em A. duranensis sob estresse abiótico foram negativamente 

reguladas, enquanto a isoforma identificada em A. stenosperma sob estresse biótico, foi 

positivamente regulada. Isso sugere que a modulação deste gene é genótipo-estresse-

isoforma específico. A presença de isoformas distintas confere a proteína diversidade de 

função e diversidade regulatória (Eksi et al., 2013).  

Plantas de A. thaliana transgênicas superexpressando o gene AsMLP34 ainda não 

foram selecionadas para homozigose, inviabilizando a análise dos efeitos deste gene 

durante o déficit hídrico. Porém, mesmo não sendo possível esta avaliação, outros 

pesquisadores testaram a resposta de genes MLPs sob estresses abióticos. Wang e 

colaboradores (2016b) verificaram que plantas transgênicas de Arabidopsis 

superexpressando uma MLP43, apresentaram tolerância à seca, funcionando como um 

regulador positivo durante a resposta a ABA. Ruperti e colaboradores (2002) verificaram 

que MLP é negativamente regulado sob tratamento com etileno. 

Zhang e colaboradores (2018), observaram que o perfil de expressão de diversos 

genes de uva (Vitis vinífera) que codificam proteínas VvMLPs variou bastante mediante as 

respostas aos estresses (frio, calor e sal) ou tratamento com aplicação de fitormônios (ABA, 

MeJA e SA), sugerindo que os papéis fisiológicos desses possam ser bem distintos. Há 

ainda diferenças de expressão de genes VvMLP genótipo-tecido específico, o que também 

foi observado nos resultados aqui obtidos com os genes de proteínas tipo MLP de Arachis 

spp., provavelmente associados a diferenciação funcional desses genes.  

Vários estudos têm sugerido que as MLPs sejam necessárias nas respostas de 

defesa da planta ao estresse biótico (Schenk et al., 2000; Malter e Wolf, 2011; Wang et al., 

2011; Chen et al., 2015; Yang et al., 2015), devido a indução de genes MLPs mediante a 

infecção de patógenos em algodão, eucalipto, amoreira (Dowd et al., 2004; Chen et al., 
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2015; Gai et al., 2018), assim como a resposta a moléculas sinalizadoras de defesa, como 

etileno, ácido jasmônico e ácido salicílico.  

A superexpressão do gene AsMLP34 em raízes transgênicas de folhas destacadas 

de amendoim inoculadas com M. arenaria, reduziu em 36% a quantidade média de galhas 

por grama de raiz analisada, valor próximo a redução obtida pela superexpressão de 

AdCht2. Gai e colaboradores (2018) também verificaram que a superexpressão do gene 

MuMLP329 de amoreira (Morus spp.) em Arabidopsis produziu resistência a patógenos. 

Mas os efeitos da superexpressão de MLP na resistência a patógenos pode ser variável, 

como o observado para diferentes genes MLP de algodão contra Verticillium dahliae (Yang 

et al., 2015; Zhang et al., 2012; Wang et al., 2011; Chen e Dai, 2010). 

Como visto, as diversas MLPs parecem exercer papéis comuns ou específicos na 

resposta de adaptação e defesa da planta frente aos estresses bióticos e abióticos. Dessa 

forma, sugere-se que o estudo da interação de AsMLP34 com outras proteínas 

possivelmente associadas a vias de sinalização e resposta de defesa, da sua modulação 

mediante a imposição de diferentes estresses e tratamentos, assim como a identificação 

de genes possivelmente modulados pela superexpressão de AsMLP34 possam ser 

interessantes para esclarecer seu papel na resposta de defesa de A. stenosperma contra 

M. arenaria. 

O estudo mais detalhado da estrutura gênica, perfil de expressão sob diversos 

estresses, bem como as interações com outras proteínas, podem guiar ao entendimento 

do potencial papel nos mecanismos de defesa aos quais esses genes estão envolvidos, 

auxiliando no desenvolvimento de plantas transgênicas com resistência individual ou 

múltipla mais duradouras aos estresses ambientais. 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

A superexpressão dos genes AdCht2 (endoquitinase ácida de 27kDa) e AsMLP34 

(proteína do tipo MLP-34), identificados como diferencialmente responsivos, tanto ao 

estresse abiótico (déficit hídrico), quanto biótico (nematoide), em espécies silvestres de 

Arachis, reduziu significativamente (38% e 36%, respectivamente) a quantidade média de 

galhas por grama de raiz transgênicas inoculadas com o nematoide das galhas (M. 

arenaria). A superexpressão de AdCht2 não conferiu nenhuma resposta de tolerância à 

seca. Uma alternativa é o uso de um método de co-expressão de genes associados à 

resposta adaptativa para a reversão do fenótipo observado, como a piramidação de AdCht2 

e AsMLP34.  

Além disso, como o papel de AdCht2 e AsMLP34 ainda não estão bem 

estabelecidos nos processos de resposta adaptativa e de defesa da planta, fazem-se 

necessários outros estudos tais como: a avaliação da expressão desses genes em plantas 

de Arachis spp. sob diferentes tratamentos (H2O2, ABA, MeJA, SA, ET) a fim de se 

identificar a quais vias de sinalização são responsivos. Pode-se também, examinar os 

efeitos da superexpressão desses genes no acúmulo de H2O2 e os níveis de expressão de 

genes envolvidos na eliminação das ROS (APX, CAT, SOD, GST), outros associados às 

vias de sinalização dos fitormônios. 

Os demais genes/proteínas aqui identificados poderão servir como alvos de 

investigações futuras quanto ao seu envolvimento e resposta de defesa da planta. 
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APÊNDICES 

 

Figura Suplementar 1 – Replicatas técnicas dos mapas 2D de proteínas totais de raízes de A. duranensis 
submetidas ao déficit hídrico. Controle (NTR: 1,0); Estressado (NTR < 0,3). 

 

 

Figura Suplementar 2 - Visão geral da categorização funcional, usando a ferramenta de anotação de 
sequência Mercator, das 31 proteínas diferencialmente abundantes (DAPs) identificadas em raízes de 
A. duranensis submetidas ao déficit hídrico. 
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Tabela Suplementar 1 - Análise de classes com as proteínas diferencialmente abundantes obtidas a 
partir da comparação entre plantas de Arachis silvestres estressadas e controle fornecidas pelo Image 
Master 2D Platinum (GE Healthcare). 

ID do 
match 

Contagem do 
match 

Raiz  
controle* 

Raiz 
estressada * 

ANOVA Fold Change1 

32 2 0,0482418 0,0870918 0,014858 1,18 

33 2 0,23127 0,105772 0,035633 -2,19 

41 2 0,249933 0,174892 0,014851 -1,43 

47 2 0,0458252 0,226408 0,034544 4,94 

52 2 0,3765 0,237062 0,035206 -1,59 

71 2 0,055849 0,164396 0,03545 2,94 

87 2 0,0715142 0,254977 0,026471 3,57 

88 2 0,17775 0,0917588 7,01E+01 -1,94 

101 2 0,77927 0,538346 0,01627 -1,45 

104 2 0,368706 0,762975 0,010578 2,07 

105 2 1,59787 2,53704 0,021991 1,59 

122 2 0,116647 0,134439 0,043251 1,15 

147 2 0,713788 0,33643 0,030583 -2,12 

158 2 0,387559 0,163613 0,016872 -2,37 

159 2 0,133715 0,206325 0,049258 1,54 

164 2 0,179703 0,0340974 0,014795 -5,27 

178 2 0,226194 0,0947928 0,005434 -2,39 

184 2 0,52959 0,156034 0,010144 -3,39 

196 2 0,104505 0,301993 0,02595 2,89 

220 2 0,305196 0,497531 0,022632 1,63 

222 2 0,243041 0,0481237 0,033162 -5,05 

223 2 0,198052 0,045536 0,034328 -4,35 

224 2 0,184323 0,0257837 0,027252 -7,15 

226 2 0,0530833 0,0996973 0,00469 1,88 

235 2 0,184521 0,0738373 0,02977 -2,50 

246 2 0,10868 0,0744107 0,008106 -1,46 

252 2 0,0221076 0,169604 0,009872 7,67 

257 2 0,749058 0,128745 0,015907 -5,82 

258 2 0,181881 0,457006 0,003026 2,51 

266 2 0,0270554 0,251356 0,003635 9,29 

267 2 0,152887 0,0344228 0,033146 -4,44 

269 2 0,176879 0,0328679 0,015356 -5,38 

270 2 0,384211 0,12008 0,048247 -3,20 

277 2 0,0123968 0,18191 0,020835 14,67 

282 1  0,0678725 4,56E+00 Exclusivo ao estressado 

291 1  0,297342 0,019665 Exclusivo ao estressado 

298 1  0,0840206 9,84E+00 Exclusivo ao estressado 

314 1 0,0393591  0,002624 Exclusivo ao controle 

318 1 0,526272  0,007303 Exclusivo ao controle 

(Continua na próxima página) 
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*Volume do spot 
1Fold Change é expressado pela razão entre o volume da amostra estressada e controle. Spots proteicos exclusivos são listados como 
tal.  
O sinal "-" indica proteínas diminuídas. 

322 1 0,13816  0,005382 Exclusivo ao controle 

327 1 0,259621  9,44E-01 Exclusivo ao controle 

329 1 0,199568  0,00406 Exclusivo ao controle 

330 1 0,151594  0,005516 Exclusivo ao controle 

332 1 0,204669  3,42E+00 Exclusivo ao controle 

333 1 0,114753  0,002526 Exclusivo ao controle 

335 1 0,0810845  1,95E-06 Exclusivo ao controle 

341 1 0,111541  0,004859 Exclusivo ao controle 

346 1 0,104838  0,003721 Exclusivo ao controle 

348 1 0,165911  0,031222 Exclusivo ao controle 

352 1 0,10399  3,88E+01 Exclusivo ao controle 

356 1 0,114188  0,004637 Exclusivo ao controle 

359 1 0,0766009  0,006598 Exclusivo ao controle 

360 1 0,18125  0,001153 Exclusivo ao controle 

361 1 0,0961019  0,049568 Exclusivo ao controle 

362 1 0,0909524  0,004247 Exclusivo ao controle 

363 1 0,176415  0,002288 Exclusivo ao controle 

391 1 0,0471758  1,28E+01 Exclusivo ao controle 

392 1 0,123057  0,003738 Exclusivo ao controle 

394 1 0,0880405  0,001511 Exclusivo ao controle 

 

 

 

Tabela Suplementar 2 - Análise comparativa entre os dados proteômicos e transcritômicos (in silico e 
RT-qPCR) obtidos de plantas de A. duranensis durante o estresse hídrico. 

Spot 
proteico 

Abreviação 
Modelo 
gênicoa 

Fold Changeb 

Proteômicoc Transcritômicod RT-qPCRe 

33 EaseIII Aradu.US1J2 -2,19 -2,29 -1,08 

41 NDPK-1 Aradu.EGV3U -1,43 -1,80 -3,44 

47 DOT-1 No hit* 4,94 0* 1,20 

52 MLP-43 Aradu.E97J6 -1,59 -1,27 -1,72 

87 POZ Aradu.6D72R 3,57 1,95 -1,55 

88 CHI-2 Aradu.HR1QJ -1,94 -1,64 -1,54 

101 APX Aradu.I62QK -1,45 -1,83 -1,42 

104 MSLα Aradu.R07DC 2,07 0* -1,15 

105 ManGlcBl Aradu.R07DC 1,59 0* 1,18 

122 PSMA6 Aradu.K48ZV 1,15 -1,29 -1,10 

147 ANX Aradu.9BC7H -2,12 1,39 -1,17 

158 GS56 Aradu.G6IK8 -2,37 -3,11 -5,49 

178 SAM Aradu.RXW02 -2,39 0* -5,00 

184 ENO Aradu.JVB3U -3,39 -1,75 -1,62 

196 ATPase Aradu.NI3KM 2,89 -1,57 -1,86 

(Continua na próxima página) 
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aBanco de dados de seqüências genômicas de A. duranensis usado para pesquisar transcritos correspondentes às proteínas identificadas. 
Esses modelos genéticos também foram usados para desenhar os primers obtidos na análise RT-qPCR. 
bFold change da relação entre raízes estressadas e controle de A. duranensis obtida por análise proteômica, transcriptômica e RT-qPCR. 
cFold change obtida pela análise 2-DE de raízes submetidas ao estresse hídrico. 
dFold change obtida por dados trancritômicos (in silico-RNA-Seq) de raízes de A. durasensis submetidas ao estresse hídrico gradual 
(dados não publicados). 
eFold change obtida de transcritos correspondentes às proteínas identificadas por 2-DE de raízes submetidas a estresse hídrico. 
* “No hit” - não encontrada a sequência genômica correspondente nos dados transcritômicos. O valor igual a "0" representa nenhuma 
expressão no transcritoma de A. duranensis ou nenhuma amplificação por RT-qPCR. 

220 HSP70 Aradu.24A4H 1,63 1,16 -1,38 

224 HypP Aradu.AVD8P -7,15 -2,00 -1,73 

246 MDH Aradu.7K065 -1,46 -11,00 -2,72 

252 MatK Aradu.0X4JL 7,67 -8,51 -1,45 

257 MLP-34 Aradu.D4Z5N -5,82 -3,00 -1,75 

258 HSP17.3 Aradu.XQ3RE 2,51 -2,37 -1,01 

266 MLP-34 Aradu.D4Z5N 9,29 -3,00 -1,75 

270 SHMT4 Aradu.BAW60 -3,20 -1,38 1,04 

291 Cht2 Aradu.4196P Exclusivo ao estressado 1,37 12,42 

327 TFIIF Aradu.NGG06 Exclusivo ao controle -1,48 0* 

332 SRPBCC Aradu.VF89S Exclusivo ao controle 2,46 -5,78 

335 APRT Aradu.VF877 Exclusivo ao controle -1,38 -4,26 

348 Leo-1 Aradu.BR9PD Exclusivo ao controle -1,12 -1,19 

360 HSP70 Aradu.24A4H Exclusivo ao controle 1,16 -1,38 

361 MetE Aradu.II7B4 Exclusivo ao controle -1,14 -4,03 

392 TMED Aradu.ANX9X Exclusivo ao controle -1,52 -2,41 
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Figura Suplementar 3 – Replicatas técnicas dos mapas 2D de proteínas totais de raízes de A. 
stenosperma não inoculada (0 DAI) e inoculadas com M. arenaria (3, 6 e 9 DAI). DAI – dias após a 
inoculação. 
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 Tabela Suplementar 3 - Proteínas diferencialmente abundantes de raízes de A. stenosperma controle e inoculadas com M. arenaria, identificadas por 2D-

NanoUPLC-MSE. 
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aIdentificação do transcrito associado a proteína detectada em 2D-NanoUPLC-MSE no banco de dados de transcritoma de espécies silvestres de Arachis da Embrapa CENARGEN. 
bPerfil de abundância proteica das proteínas identificadas por 2D-NanoUPLC-MSE em amostras CTR e inoculadas INOC. 
cDesvio padrão do perfil de abundância proteica das proteínas identificadas por 2D-NanoUPLC-MSE em amostras controle (CTR - 0 DAI) e inoculadas (INOC - junção das amostras 3, 6 e 9 DAI). DAI - dias após a 
inoculação. 
dFold change baseado na razão entre a abundância proteica detectada em amostras INOC e amostras CTR por meio do 2D-NanoUPLC-MSE 
eFold change baseado na razão entre a expressão gênica detectada, in silico (RNA-Seq), entre amostras dos pontos 3, 6 e 9 DAI e amostras CTR. 
fIdentificação das proteínas diferencialmente abundantes (DAPs) identificadas no 2D-NanoUPLC-MSE contra o banco de dados de Arabidopsis thaliana para análise de interação proteína-proteína (String). 
DAI - dias após a inoculação do nematoide. 
CTR - amostras controle (0 DAI); INOC - amostras inoculadas dos pontos 3, 6 e 9 DAI de infecção, juntadas. 


