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EXTRATO

ASSIS, E. T. C. M., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, maio de 2018.
Estudo funcional do gene EucXET de Eucalyptus grandis em plantas
transformadas de Nicotiana tabacum Orientador: Dr2 Fatima Cerqueira Alvim. Co-
orientadores: Dr2 Aurizangela O. de Sousa, Dr. Mércio Gilberto C. Costa.

A expansdo das células vegetais depende principalmente da acdo de enzimas da
subfamilia da xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase (XTH). Estas enzimas agem
na parede celular para remodelar as cadeias de xiloglucano e reduzir as interacdes
com as microfibrilas de celulose permitindo o crescimento e desenvolvimento
vegetal. Esse movimento de remodelamento causado pela acdo das XTHs também
foi relacionado com respostas as condicbes de estresse abiotico. Analises
comparativas dos transcriptomas de xilemas de Eucalyptus grandis e E. globulus,
espécies contrastantes quanto ao crescimento e qualidade da madeira, identificaram
uma sequéncia similar a XTH que exibe predominantemente atividade XET,
(EucXET) entre os genes diferencialmente expressos. Plantas T1 de N. tabacum
transformadas com o gene EucXET de E. grandis, foram utilizadas com intuito de
esclarecer a participacdo do transgene no processo de crescimento e tolerancia a
estresse. Foi analisado acumulo da proteina exdgena no tecido de caule e folha por
western blot. Resisténcia das plantas transgénicas estresse osmotico utilizando o
PEG (polietilenoglicol), Manitol e NaCl (cloreto de sodio). Acimulo de peréxido de
hidrogénio via coloracdo de DAB (3,3-diaminobenzidine) e atividade das enzimas
peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (GPX) no caule e folha. Foi
confirmada a superexpressao de XET nas amostras extraidas das folhas de todas as
linhagens transgénicas analisadas, havendo maior acumulo na linhagem L3.
Contudo, os resultados das andlises proteémicas conduzidas utilizando amostras
extraidas do caule das plantas transgénicas foram inversas ao observado nas
folhas, indicando que o acumulo de XET sofre variacdo nos diferentes tecidos. No
ensaio de resisténcia a estresse osmotico, observou-se que as plantulas de todas as
linhagens transgénicas testadas apresentaram aumento na tolerancia ao estresse,
havendo melhor desenvolvimento na L3, essa a linhagem também apresentou uma
IX



maior produc@o de perdxido de hidrogénio. As atividades das peroxidases estdo
relacionados ao remodelamento imposto pela expressédo do gene EUcXET em cada
tecido, na folha houve maior atividade de APX, enquanto que no caule a GPX
apresentou maior atividade. Estes dados reunidos auxiliarédo o entendimento sobre a
funcdo de EucXET em Eucalyptus, bem como apontam para um provavel alvo para

engenharia genética visando a tolerancia ao estresse abidtico.

Palavras-chave: xiloglucano endotransglicosilase, xiloglucano, parede celular,

estresse abidtico, qualidade da madeira



ABSTRACT

ASSIS, E. T. C. M., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, maio de 2018.
Functional study of the EucXET gene of Eucalyptus grandis on transformed
plants of Nicotiana tabacum Advisor: Dr2 Fatima Cerqueira Alvim. Advisor
Committee Members: Dr2 Aurizangela O. de Sousa, Dr. Mércio Gilberto C. Costa.

The expansion of plant cells depends mainly on the action of enzymes from the
xyloglucan endotransglycosylase/ hydrolase (XTH) subfamily. These enzymes act on
the cell wall to remodel xyloglucan chains and reduce interactions with cellulose
microfibrils allowing plant growth and development. This remodeling movement
caused by the action of XTHs was also related to responses to abiotic stress
conditions. Comparative analyzes of xylem transcripts of Eucalyptus grandis and E.
globulus, two contrasting species for growth and wood quality, identified an XTH-like
sequence that exhibits predominantly XET activity (EucXET) among differentially
expressed genes. N. tabacum T1 plants transformed with the E. grandis EUCXET
gene were used to clarify the participation of the transgene in the growth process and
stress tolerance. Accumulation of exogenous protein in stem tissue and leaf by
western blot. Resistance of transgenic plants stress osmotic use of PEG
(polyethylene glycol), mannitol and NaCl (sodium chloride). Accumulation of
hydrogen peroxide via DAB (3,3-diaminobenzidine) staining and activity of the
ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (GPX) enzymes on the stem
and leaf. The overexpression of XET was confirmed in the samples extracted from
the leaves of all transgenic lines analyzed, with a higher accumulation in the L3
lineage. However, the results of the proteomic analyzes conducted using samples
extracted from the stem of the transgenic plants were inverse to that observed in the
leaves, indicating that the accumulation of XET undergoes variation in the different
tissues. In the test of resistance to osmotic stress, it was observed that the seedlings
of all the transgenic lines tested showed an increase in the tolerance to stress, with a
better development in L3, this line also presented a higher production of hydrogen
peroxide. The peroxidases activities are related to the remodeling imposed by the
expression of the EUcXET gene in each tissue, in the leaf there was more APX
Xl



activity, whereas in the stem the GPX presented greater activity. Taken together,
these data improve to understand the role of EucXET in Eucalyptus, as well as point
to a probable target for genetic engineering aiming improve wood quality and crop

tolerance to abiotic stress.

Key words: xyloglucan endotransglycosylase, xyloglucan, cell wall, abiotic stress,

wood quality
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1. INTRODUCAO

A madeira € um abundante recurso biol6gico na Terra e é considerada a
matéria-prima mais importante para indastria global com demanda crescente. Sua
formacdo envolve um processo de proliferacdo de células cambiais, especificacéo,
expansdo das células do xilema e morte celular programada. Analise de genes
envolvidos na formagdo da madeira fornece informagbes valiosas sobre os
mecanismos moleculares presentes na diferenciacdo do xilema secundéario, bem
como o uso de manipulagcédo genética e andlises genémicas em plantas modelo tém
ajudado a compreender melhor os genes candidatos para a melhoria da qualidade
da madeira (PAUX, 2004; ZHANG, 2014).

No Brasil, 34% dos 7,8 milhdes de hectares de arvores plantadas pertencem
as empresas de papel e celulose, sendo que 88,6% da matéria prima utilizada por
elas sdo da madeira de eucalipto (IBA 2016). Com a elevada utilizagdo da madeira
de eucalipto no setor industrial, tornou-se necessario obter madeira de melhor
gualidade, uma vez que variacdes na qualidade influenciam diretamente no produto
final (PEREIRA, 2000). Com o objetivo de identificar genes cuja expressao se
relaciona com a qualidade da madeira de eucalipto, foi conduzido a analise
transcriptomica de xilemas isolados de E. grandis e E. globulus, espécies
contrastantes no que tange a qualidade produzida da madeira. O Projeto,
denominado de  Genolyptus, visou, portanto, explorar o0 potencial
genético/biotecnoldgico dos referidos clones em proporcionar caracteristicas
benéficas ao processamento da madeira. Para tal, foi realizada a construcdo de
microarranjos de cDNA de xilema de E. globulus e E. grandis. As andlises
comparativas dos microarranjos permitiram identificar genes diferencialmente
expressos entre estas duas espécies. Entre eles estava o EuUcXET, o qual
apresentou maior expressao em o E. grandis. Esta sequéncia foi assim denominada
por apresentar homologia como gene da xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase
9 [XP_010035630.1]. Em 2009, no laboratério de cultura de tecidos da UESC,
Medeiros obteve linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum contendo genes
isolados de eucaliptos que foram selecionados para estudos funcionais por

apresentarem padrdes de expressdo génica contrastantes entre E. grandis e E.
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globulus. Ao todo, 7 genes de eucalipto foram transferidos individualmente, sob a
regulacdo do promotor 35S (CAMV35S), para N. tabacum. Dentre esses 0 EUCXET
(MEDEIROS, 2009).

As enzimas da classe xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase (XTH) s&o um
subgrupo da familia da glicosilhidrolase 16 (GH-16) e participam em todos o0s
processos de remodelacdo das paredes celulares, podendo apresentar atividade -
transferase (XET), através de um processo de transglicosilagdo as XTHs "cortam”
polissacarideos de xiloglucano, permitindo que as microfibriculas de celulose se
separem e ocorra a expansao celular. Ainda, podem apresentar, utilizando a
molécula de agua para clivar uma cadeia de xiloglucano produzindo
oligossacarideos com finais nao redutores (FRY et al., 1992; ROSE et al., 2002).
Esse remodelamento causado pelas XTHs sugere possiveis respostas as condi¢des
de estresses desfavoraveis. A XTH também pode agir durante as fases iniciais de
deposicdo da parede celular secundaria, reforcando as ligacdes entre as camadas
da parede primaria e secundaria (BOURQUIN et al., 2002; RUPRECHT, 2018;
SMITH e FRY 1991).

O presente trabalho apresentou como objetivo correlacionar a superexpressao de
XET com processos fisiologicos relacionados com remodelamento de parede celular,
como o0 crescimento e a tolerancia vegetal a estresse abiotico. Para tanto, quatro
linhagens independentes de T1 de N. tabacum transformadas com o gene EucXET,
e plantas nao-transformadas (controle) foram analisadas em condi¢des laboratoriais
e em casa de vegetacdo. A analise fisiologica se deu pelo acompanhamento no
crescimento das plantas em casa de vegetacdo. As analises moleculares
envolveram o diagndéstico da transgenia (via analise de DNA gendémico) bem como
acumulo de proteina XET via immunoblotting. As analises bioquimicas englobaram
dosagem de atividade enzimética de enzimas detoxificadoras (peroxidases) bem
como acumulo de peroxido de hidrogénio. Além disso, foram conduzidos
experimentos de simulacdo de estresse hidrico e salino em condi¢cdes laboratoriais.
Com esse estudo estima-se aumentar o conhecimento acerca da acdo de XET e
comprovar a relacdo entre o acumulo da proteina e 0 aumento em caracteristicas

importantes para a cultura do eucalipto e demais culturas.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar a participagdo de EucXET no processo de desenvolvimento vegetal e
aumento da toleréncia a estresse.

2.2. Especificos

e Analisar o acumulo especifico de EucXET em tecidos das plantas por meio
de western blot;

e Verificar os efeitos dos estresses hidrico e salino;

e Determinar as atividades das enzimas peroxidase envolvidas no processo de

resisténcia a estresses.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Biossintese de madeira

A madeira € um material heterogéneo, formado por células com paredes
celulares espessas. Em termos de estrutura, a parede da célula é formada por:
parede primaria (P), parede secundaria externa (S1), parede secundaria média (S2),
parede secundaria interna (S3) e a lamela média, a qual une as células entre si. Em
termos de composi¢do quimica, a parede celular vegetal é constituida basicamente
por celulose, hemicelulose e lignina (CARVALHO, 2009) (Figura 1).

A formacgdo de madeira € um processo dinAmico derivado do crescimento
secundario da planta que tem inicio com a divisédo celular do cambio vascular. Assim
gue as células do cambio perdem a capacidade de se dividir, elas comecam a se
diferenciar em células do xilema secundario em um processo que envolve expansao
celular e espessamento da parede celular. Durante essa etapa ocorrem a
biossintese e deposicdo de polissacarideos (celulose e hemiceluloses), proteinas
estruturais da parede celular secundaria e lignificacdo. Por fim, se inicia a morte
celular programada, onde ocorre o colapso dos vacuolos com a liberacdo de
hidrolases que degradam o conteudo celular, exceto a parede celular secundaria.
Cada passo € altamente regulado por genes que sao expressos em resposta aos
sinais ambientais e de desenvolvimento da planta (FUNADA et al.,, 2016;
MELLEROWICZ et al., 2001; PLOMION et al., 2001; SAMUELS et al., 2006; ZHANG
et al., 2014).

A celulose €& o principal componente da madeira, localiza-se
predominantemente na parede celular secundaria e representa cerca de 35 % a 50%
do seu peso seco. A celulose é um homopolissacarideo linear composto de
unidade de B-D-glicopiranose que sdo ligadas por ligacbes (1,4)-glicosidicas. As
moléculas de celulose sdo agregadas em conjunto na forma de microfibrilas, uma
estrutura fibrosa que possui de alta resisténcia e fortes ligacdes de hidrogénio
(CHEN, 2014; HOFFMANN e JONES, 1990; SJOSTROM, 2013).



O segundo componente macromolecular da madeira sdo as hemiceluloses,
polissacarideos heterogéneos constituidos por monémeros de pentosanas,
hexosanas e &cidos urbnicos. As hemiceluloses representam entre 20 e 30% do
peso seco da madeira e interagem com as microfibrilas de celulose através de
pontes de hidrogénio ou formando ligacdes covalentes com outros polimeros
(CARPITA, 2000; CHEN, 2014; PETTERSEN, 1984). Dentre as hemiceluloses, uma
das mais abundantes € o xiloglucano, que atua na parede de células vegetais em
crescimento. O metabolismo do xiloglucano controla a expansdo das células
vegetais (HAYASHI e KAIDA, 2011).

A lignina é o terceiro componente fundamental da madeira, compreendendo
cerca de 15 a 35% de seu peso. E composta por fenilpropanéides, originarias de trés
monoligndis (éalcoois aromaticos): alcoois p-acalila, coniferila e sinapila, estes
monoligndis produzem, respectivamente, unidades de p-hidroxifenilo H, guaiacil G e
siringil S. A gquantidade de lignina depositada na parede celular secundaria (lamela
média), bem como sua composicdo (H, S e G) séo influenciadas pelo ambiente e
pelo estagio de desenvolvimento da planta. A lignina desempenha um papel
importante na resisténcia e estrutura as paredes celulares, controlando o fluxo de
fluidos e protegendo contra estresses bioquimicos (BOERJAN, 2003; CHEN, 2014;
LAURICHESSE, 2014).

A madeira contém também substancias poliméricas secundarias que sao
encontradas em pequenas quantidades, como por exemplo, as proteinas de parede
e substancias pécticas. As pectinas sdo um grupo complexo e heterogéneo de
polissacarideos ricos em acido galacturénico (GalA). Este polissacarideo tem papéis
nas paredes celulares primarias e secundarias, atuando no crescimento, morfologia,
desenvolvimento e defesa de plantas (MOHNEN, 2005; WILLATS, 2001).
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Figura 1. llustracdo esquematica da parede celular da madeira. Adaptado de Sticklen,
2008.

3.2. Melhoramento e biotecnologia de eucalipto, aplicados a qualidade de

madeira

Com a alta utilizacdo da madeira de eucalipto no setor industrial, tornou-se
necessario obter uma madeira de melhor qualidade, uma vez que variagcbes na
gualidade influenciam diretamente no produto final. Uma das formas de se obter
madeira de qualidade € o melhoramento convencional onde, espécies que possuem
caracteristicas satisfatérias sdo cruzadas para aumentar a produtividade. Outra
alternativa € o uso da biotecnologia por meio da recombinagdo genética do material

selecionado, obtendo variedades com melhor produtividade (PEREIRA, 2000).

Por volta da década de 60 aconteceu o crescimento da eucaliptocultura no
Brasil, junto com essa expansdo houve o aparecimento do fungo Cryphonectria
cubensis, agente causal do cancro doencga que provoca lesées e intumescimento de
casca na base de arvores. Com isso houve a necessidade de iniciar um programa
de melhoramento, onde com a sele¢do de arvores superiores fosse possivel se obter
uma plantacdo mais uniforme, que possuissem caracteristicas desejaveis tais como
maior resisténcia, altura e diametro. O sucesso dessa téchica acontece gracas a
facilidade que o eucalipto oferece na hibridizacdo, onde se obtém cruzamentos entre

diferentes espécies. Em meados da década de 80 surgiu a técnica de clonagem do
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eucalipto que foi incorporada aos programas de melhoramento para aumentar as
boas combina¢cBes genéticas. A utilizacdo dessa tecnologia propiciou uma alta
producéo de eucalipto com qualidade e baixo custo, fazendo com que o Brasil se
destacasse mundialmente. (CARVALHO, 2000; CIB, 2008; FERREIRA e SANTOS,
1997).

Dentre as novas tecnologias que vem sendo incorporadas ao melhoramento
da qualidade da madeira, principalmente para fins industriais, se destaca o
mapeamento genético, transgenia e a utilizacdo de microssatélites (SANSALONI,
2008). Em 2014, Myburg et al sequenciaram e montaram 94% do genoma
Eucalyptus grandis. Dados gendmicos como esses sdo de suma importancia para
compreender a biologia da planta e os genes envolvidos em diferentes processos. A
analise funcional desses genes pode ser feita com o0 uso da transformacao genética
em sistema in vitro, que possibilita a introducdo de genes de interesse em um
genodtipo desejavel, de uma maneira controlada, reduzindo os longos periodos de
geracdo e ciclos reprodutivos. Essa tecnologia permite obter variedades mais
produtivas e resistentes a estresses bidticos (pragas e doencas) e abidticos (seca,
frio e salinidade) (SPOKEVICIUS, 2005).

Obter um eucalipto contendo um menor teor de lignina é uma caracteristica
desejavel para as industrias de papel de celulose. Isso porque durante 0 processo
de producdo, ha um gasto excessivo de agentes quimicos para a retirada de toda
lignina, pois seu residuo resulta na descoloracdo e enfraquecimento da polpa de
celulose. Dessa maneira, um eucalipto transgénico que produza menos lignina seria
de grande importancia para a fabricacdo de papel de qualidade (GIRIJASHANKAR,
2011). Kawaoka et al. (2006) identificou em tabaco o gene Ntliml, que codifica o
fator de trascricdo LIM que se liga a fenilalanina amdnia liase e inibe a transcricao de
alguns genes via de fenilpropanoides tais como fenilalanina aménia liasa (PAL),
hidroxicinamato-CoA ligase (4CL) e alcool cinamilico desidrogenase (CAD),
envolvidos na biossintise de lignina. Uma construcdo anti-senso do fator de
transcricdo do tabaco Ntlim foi introduzido nas plantas de Eucalyptus camaldulensis.
As plantas transgénicas apresentaram uma reducdo na regulacdo dos genes da via
biossintética da lignina, causando uma queda de 20-29% do teor de lignina nos

residuos da parede celular dos tecidos do xilema do caule.
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Estresses bioticos e abidticos também afetam diretamente no crescimento,
produtividade e qualidade das culturas. Uma estratégia é desenvolver arvores
transgénicas com genes voltados a tolerdncia aos possiveis estresses que estdo
presentes nos plantis (GIRIJASHANKAR, 2011). Navarro et al (2011), isolou de E.
gunnie dois genes da via CBF (EguCBFla e EguCBF1b), essa via desempenha
papel na tolerédncia ao congelamento. Esses genes foram inseridos em um hibrido
de eucalipto (E. urophylla x E. grandis) que é sensivel a baixas temperaturas,
linhagens controle e transformadas foram aclimatadas no frio (-1 ° C / h até -7,5 ou -
8 ° C). As plantas transgénicas apresentaram uma melhor tolerancia ao
congelamento, foi observada a sobrevivéncia da maioria das linhagens a -8 ° C,
enquanto todas as controle morreram. Esse experimento comprova a funcionalidade

das proteinas EguCBFla/ b.

Grande parte das pesquisas em torno do eucalipto transgénico sao realizadas
por empresas privadas e sua utilizagdo para fins comerciais ainda esta s6 no inicio
devido, pois ainda existem alguns obstaculos, como altos custos de geracédo de
plantas transgénicas, patentes e falta de informacdo sobre o escape de transgene
em espécies de arvores florestais GIRIJASHANKAR, 2011). Dessa maneira, uma
das alternativas para se compreender a biologia molecular do eucalipto é a
transformacdo genética utilizando plantas modelos, como por exemplo, a
Arabidopsis thaliana, tomate e tabaco. Para ser considerada uma boa planta modelo
s80 necessarias algumas caracteristicas, tais como: genoma pequeno, ciclo de vida
curto e facil manipulacdo (DELATORRE, 2008). Em 2009, Sonoda et al. verificaram
gue o gene EcHB1 de Eucalyptus camaldulensis poderia ser um bom candidato na
melhoria da biomassa de eucalipto, uma vez que estd relacionado ao
desenvolvimento do xilema. Esse gene foi utilizado por para obtencdo de plantas
transgénicas de tabaco e como resultado as plantas apresentaram maior
comprimento de fibra (20%) e aumento da altura da planta (50%) quando
comparadas a planta controle, comprovando as melhorias na biossintese da parede
celular do xilema e no crescimento, 0 que leve esse gene a ser um potencial alvo

para obtencéo de eucalipto de melhor qualidade.



3.3. EucXET

Em um projeto derivado do GENOLYPTUS, clones de cDNA das bibliotecas
de expressao de xilemas de espécies contrastantes de Eucalyptus foram analisados
com objetivo de selecionar genes cuja expressédo afeta direta ou indiretamente a
formacdo da madeira. Entre os transcritos identificados como diferencialmente
expressos em E. grandis e E.globulus estava a sequéncia que codifica uma proteina
homdloga a xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase (XTH), enzima que atua no
rearranjo dos componentes estruturais da parede celular vegetal ( MEDEIROS,
2009). Este gene tornou-se alvo do presente trabalho e foi denominado EucXET

mostrando uma expressao 9 vezes maior em E. grandis em relacéo a E. globulus.

3.3.1. Mecanismo de acao da xiloglucano

endotransglicosilase/hidrolase (XTH)

A parede celular € uma estrutura organizada que desempenha diversas
funcdes, como protecao, rigidez mecéanica, manutencao da morfologia e controle a
expansao celular, fator essencial para o crescimento, diferenciacdo vascular e
germinacao do vegetal (KEEGSTRA, 2010). A parede celular pode ser classificada
em primaria e secundaria. A primaria € sintetizada durante o crescimento das
plantas e possui estruturas finas e flexiveis, constituidas de celulose, xiloglucanos e
pectinas. A parede secundaria apresenta composicdo semelhante a primaria,
acrescida de lignina que confere rigidez aos tecidos que cessaram 0 crescimento.
(COSGROVE e JARVIS, 2012; JOHANSSON, et al., 2004). O xiloglucano € a maior
hemicelulose em plantas ndo gramineas e estd presente em todas as plantas
vasculares. Possui uma forte ligagdo com as microfibrilas de celulose e para ocorrer
a expansao celular € preciso afrouxar essas ligacdes (POPPER e FRY, 2004). Em
1989 Fry identificou que as enzimas metabolizadoras de xiloglucano
desempenhavam uma atividade em todos 0s processos que regueriam a
remodelacdo das paredes celulares. Posteriormente essas enzimas foram

nomeadas de xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase (XTH) (ROSE et al., 2002).
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As proteinas XTH possuem duas atividades cataliticas distintas: xiloglucano
endo-hidrolase (XEH) e a endotransglicosilase (XET). O dominio XEH reune o final
de reducéo do xiloglucano a uma molécula de &gua, resultando em encurtamento
irreversivel da cadeia de xiloglucano (NISHITANI e TOMINAGA, 1992). J4 o dominio
XET remodela olissacarideos de xiloglucano via um processo de transglicosilacdo
(RUPRECHT, 2018). Primeiro a XET cliva as cadeias curtas de xiloglucano,
permitindo que as microfibriculas de celulose se separem e a célula se expanda. Em
seguida, XET liga o a ponta clivada a xiloglucano recém-gerado, restaurando assim
a estrutura de parede celular estavel (SMITH e FRY 1991) (Figura 2). Acredita-se
gue os efeitos do XET na expansdo celular podem depender das quantidades
relativas da mesma e de xiloglucano secretos na parede celular. Se a quantidade de
xiloglucano for muito maior do que a de XET, eles se unem e formam um complexo,
dessa maneira a enzima sO pode transglicosilar as extremidades néo redutoras de
xiloglucano. Dessa forma aumenta e fortalece a rede de xiloglucano na parede
celular. Porém, quando a quantidade de XET sintetizada for maior do que a de
xiloglucano, essa pode entrar na parede celular e “cortar” as amarras, com isso

enfraguece a parede promovendo a expansao (NISHIKUBO, 2011).

XET Expansinas
\ 7 Xiloglucano doador
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P~ \
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endotransglicosilase
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Figura 2. Acdo do xiloglucano endotransglicosilase (XET), clicando e unindo
polimeros de xiloglucano em novas configuragbes. Fonte: TAIZ, et al., 2017.
Baseado em Smith e Fry 1991.
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Desde a descoberta das XTHs no inicio da década de 90, o interesse em
conhecer a diversidade de genes e as funcgbes relacionadas aos modificadores de
paredes aumentou. Um dos primeiros estudos foi realizado por Nishitani (1997), nele
genes que codificam XTHs foram parcial ou totalmente seqlienciados em 8 espécies
diferentes, onde observou-se que XTH é codificado por uma familia multigénica,
dividida em trés subgrupos filogenéticamente distintos. A atividade XTH esta
presente nos principais grupos de plantas verdes. Sugerindo que essas enzimas s&o
essenciais para o desenvolvimento de todas as plantas terrestres e 0 seu
mecanismo de expansao se originou antes da divergéncia evolutiva da Chlorobionta
(IURLARO, 2016; VAN, 2006). Em 1999, Campbell e Braam observaram que 46
XTHs presentes em 14 espécies de plantas compartiiham entre 34-90% de
identidade de aminoacidos, sendo que esse indice foi maior dentro do grupo I, onde
as espécies compartilham 70-89% de identidade, sugerindo que as proteinas podem
exercer funcbes similares em diferentes espécies. Em contra partida, as maiores
divergéncias de seqiiéncia sdo encontradas, entre diferentes proteinas de uma Unica
espécie, sugerindo que essas proteinas divergentes desenvolveram funcdes

distintas dentro de uma espécie.

3.3.2. Resposta a estresses bioticos e abioticos

Os estresses abidticos e bioticos afetam a dinamica das paredes celulares,
fazendo com que as mesmas sejam remodeladas para aumentar as chances de
sobrevivéncia da planta. Esse remodelamento causado pelas XTHs, durante o
processo de expanséo e divisdo celular sugere possiveis respostas as condicdes de
estresse desfavoraveis (IURLARO, 2016; TENHAKEN, 2015). Le Gall e
colaboradores (2015) compararam artigos que trabalharam com efeitos de oito
fatores de estresse abioticos (seca, inundacdes, calor, frio, salinidade, metais,
irradiancia de luz e poluentes do ar) sobre o metabolismo da parede celular vegetal.
Com essa andlise foi possivel identificar que frente a estresses ocorre na parede
primaria um aumento significativo no nivel de XTH e proteinas da expansina. A
relacdo de XTH com resisténcia a estresse bidtico foi também observada em outras
espécies vegetais, como a soja. No trabalho de Morales (2009) foi analisada a
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expressdo de genes de soja envolvidos na resisténcia ao nematdide Meloidogyne
javanica. Em uma variedade resistente houve um aumento de 3,76 vezes na
guantidade de transcritos de XTH quando inoculada com o nematéide. Contudo, em
plantas hibridas provenientes do cruzamento da variedade resistente com uma
susceptivel, houve um aumento de 84,94 vezes. Este aumento na expressao sugere
gue o0 gene ocasione um aumento da espessura da parede celular, impedindo que o
nematoéide consiga se estabelecer adequadamente, desenvolvendo um mecanismo
de defesa das plantas a infeccdo de M. javanica. Lurlaro e colaboradores (2016)
investigaram o potencial de XTH na toleréncia ao estresse em mudas de trigo. Foi
avaliada a atividade de XTH sob os efeitos da desidratacdo e da exposi¢cao ao calor.
A regido apical da raiz foi o local mais afetado por ambos os estresses, sugerindo o
papel desse 0rgao na percepcéo de estresse e sinalizacdo para todo o organismo. A
desidratacédo e o estresse térmico influenciaram de maneira diferente a atividade e
acao de XTH em mudas de trigo. A desidratacdo provocou um aumento geral da
atividade e acdo XTH, enquanto o calor induziu uma diminui¢cdo. ISso sugere um
envolvimento diferente das enzimas XTH nos mecanismos de respostas de estresse

abidtico.

O gene CaXTH3, gene pertencente a subfamilia XTH,foi induzido por
estresses abidticos em plantas de pimenta, podendo ser um potencial alvo para
melhorar a tolerancia ao estresse das plantas de cultivo. Para avaliar essa hipoétese,
Choi et al (2011) inseriram o0 gene em plantas de tomate (Solanum lycopersicum).
Foram analisadas a tolerdncia a seca e ao estresse salino das linhagens
transgénicas e controle. As linhagens de tomate transgénico ndo apresentaram
modificacdes fenotipicas como morfologia anormal e retardo de crescimento, em
condicbes de crescimento normais. Porém, mostraram uma tolerancia de sal
fortemente aumentada com raizes mais longas. Provavelmente a atividade da XTH
gerou um fortalecimento da parede celular das células mesdfilas e remodelou a

parede celular dos protegendo-as da perda excessiva de agua

XTHs desempenharam papéis importantes no crescimento e aderéncia de
frutas, contribuindo para a firmeza ou amolecimento pos-colheita de frutas, como
kiwi, maca, morango (ATKINSON, 2009; NARDI, 2014). Han et al (2017) inseriram

em tomate e Arabidopsis 0 gene DkXTH1 que codifica a enzima XTH. Esse gene foi
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isolado de frutos de caqui, cuja expressao foi maior na fruta imatura, indicando que
eles executam func¢des fundamentais para rapida divisdo e expansao de células de
frutos (HAN et al., 2015). Arabidopsis transgénica expressando DkXTH1 apresentou
folhas maiores em comparagdo com a planta de selvagem, além disso tiveram uma
maior tolerancia ao estresse abidtico. No tomate, a superexpressdo de DkXTH1
resultou em células maiores, com maior densidade de parede celular e espacos
intercelulares. Essas mudancas resultaram em frutas de maior diametro e tornaram
as células mais fortes para manter a integridade estrutural, assim, retardando o

amolecimento das frutas.

Embora o gene XTH esteja envolvido nas resposta aos estimulos abidticos e
abioticos, pouco se sabe sobre seu mecanismo cis-regulador. Igbal et al, 2017
analisou a resposta do promotor XET na presenca de fitohormonios e estresses
abioticos. Para isso, um fragmento de Populus euphratica com promotor XET
(PeXET) e gene reporter de b-glucuronidase (gusA), foi inserido em plantas de
Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens. As propriedades funcionais do
promotor foram examinadas por analises quantitativas de coloracdo GUS e
fluorescéncia. A analise da atividade GUS confirmou que o promotor PeXET é
induzido pelos horménios das plantas, bem como por varios estresses abidticos,
principalmente iso-osmoticos, variacdes de temperatura e aumento de pH. Apesar
de ser um promotor altamente indutivel, 0 que confere caracteristicas vantajosas
para o desenvolvimento em condi¢cdes ambientais distintas, 0 mecanismo molecular

do PeXET precisar ser melhor compreendido.

3.3.3. Atuacao da XTH na formacao da madeira

Para entender os papéis de diferentes genes XTH durante a formacdo da
madeira, Nisikubo et al (2011) identificaram genes XTH expressos em tecidos
formadores de madeira de um hibrido de alamo ( Populus tremula x tremuloides ) e
determinaram os padrbes de expressao durante a biossintese da parede primaria e
secundaria. Além disso, desenvolveram linhagens transgénicas superexpressando o

gene PtxtXET16-34 com o objetivo de avaliar o papel de XTH no desenvolvimento
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de madeira. Foram encontrados pelo menos 16 genes codificando XTHs sendo
expressos no desenvolvimento de madeira, a maioria teve alta expresséo no floema
e XET16-34 foi mais expresso em xilema de paredes priméarias. Nenhum gene
analisado mostrou expressao preferencial no xilema de parede secundéria. Nas
linhagens transgénicas a superexpressdo de XTH promoveu o crescimento do
elemento vaso, mas ndo a expanséao da fibra. Percebeu-se também que a atividade
de XTH induziu mudancgas no xiloglucano da parede celular. Durante a transicao do
estagio primario para o paramento secundario das células de madeira, todo o
xiloglucano torna-se fortemente ligado as microfibrilas de celulose.

Pelo exposto, 0 papel das XTHs esta fortemente relacionado a construgéo e
modificacdo da arquitetura da parede celular dos tecidos em crescimento. Mas sua
acao na formacdo de paredes secundarias, em particular, € menos
compreendida. Em 2001, O'Donoghue analisou a atividade de XTH em Asparagus
officinalis e observou que a enzima estava presente em todas as areas de tecido
primario, porém houve grande atividade nos locais onde o crescimento do tecido ja
havia cessado. Nesse contexto provavelmente a XTH desempenha um papel na
degradacdo da parede ou em rearranjos de xiloglucanos mal definidos. A XTH
também pode estar presente durante os estagios iniciais da sintese da parede
secundaria, quando o xiloglucano esta sendo depositado na lamela média. Em um
ensaio de imunolocalizacdo de XTH in situ em hastes de alamo, Bourquin et al
(2002) mostrou que os niveis da enzima aumentaram na borda entre as camadas
de parede primaria e secundaria no momento da deposicdo da parede secundaria.
Esses dados sugerem que a XTH tem um papel de reestruturacdo criando e
reforcando as conexdes entre as camadas de parede primaria e secundaria.
Contudo, as informac@es ligadas a atuacdo da enzima na estruturacdo da parede

secundaria ainda sao escassas, sendo necessario um maior estudo na area.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material biologico

Plantas de Nicotiana tabacum variedade Havana foram transformadas por
Medeiros (2009) com o gene EucXET dirigido sob a expressdo do promotor
CAMV35S, via Agrobacterium tumefaciens seguindo protocolo estabelecido por
Brasileiro e Carneiro (1998) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da regido de transferéncia (T-DNA) do vetor binario pCambia
2301 ligada ao cassete de super-expressao (Medeiros, 2009).

Quatro transformantes independentes foram selecionados, ao acaso, para 0s
estudos posteriores. Essas linhagens foram denominadas L1, L2, L3 e L4. ApOs
diagnostico molecular, as plantas foram levadas para a casa de vegetacdo e
cultivadas até a obtencdo das sementes. Todos os experimentos descritos nesse

trabalho foram realizados utilizando a T1 das plantas GM.

Estas plantas, junto com a controle ndo transformada (NT) foram mantidas em
regime de cultura de tecidos (sala de crescimento com temperatura constante a 28°
C e intensidade luminosa alternada entre 16/8 horas de fotoperiodo luz/escuro) em

meio MS.

4.2. Extracdo de DNA

Sementes representativas da T1 das linhagens transgénicas foram
germinadas em meio MS (MURASHIGUE E SKOOG, 1962) acrescido de canamicina
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a 100 mg/mL. Foram germinadas também sementes de planta ndo transformada,
controle, em meio MS sem adi¢cdo de antibiotico. Ap6s 30 dias de crescimento,
folhas das plantas foram isoladas e utilizadas para confirmacdo da integracdo do
transgene. Para tanto, 100mg de folha das linhagens transgénicas (L1 a L4) e
controle, nao transformado (NT), foram submetidas a extracdo de DNA genémico
utiizando o método CTAB (DOYLE E DOYLE, 1987), com modificacdes.
Resumidamente, o material vegetal obtido foi transferido para um almofariz contendo
nitrogénio liquido e macerado até obtencdo de um pé fino. Cerca de 100 mg do
material macerado foi transferido para microtubos e a este foi adicionado 400 pL do
tampéo EB-CTAB (Tris-HCI pH 9,0 100 mM; CTAB 2%; EDTA 25 mM; NaCl 2 M;
PVP 2%; espermidina 0,5 g/L). O extrato foi incubado por 20 minutos a 60° C.
Terminado o tempo de incubacdo adicionou-se 400 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), seguido de centrifugacédo por 5 minutos a 12000 rpm. Cerca de
300 pL do sobrenadante foi transferido para novo tubo e o mesmo volume de
isopropanol gelado foi adicionado. A mistura foi incubada por 30 minutos a -20°C. O
material foi novamente centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos e o precipitado foi
lavado com etanol 70%. O pellet foi seco ao ar e ressuspenso em 40 uL de agua
ultrapura autoclavada. As amostras de DNA foram tratadas com RNAse (10 mg/mL)

por 30 minutos a 37° e visualizadas em gel de agarose 1%, coradas com GelRed®.

4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase

O DNA extraido e tratado foi utilizado com molde para a técnica da reacdo em
cadeia da polimeras (PCR) visando a amplificacdo do gene codificante das proteina
neomicina fosfotransferase (ntpll) para confirmacdo do estado transgénico das
plantas  selecionadas. Os primers utlizados foram: nptll -F (5-
ATGGGGATTGAACAAGATGGATTG-3) nptll-R e (5'-
TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC-3'). As reagdes de amplificacdo, foram feitas
com tampao Taq DNA polimerase (1x), MgCl, (50 mMol), dNTps (5 mMol), primer
forward (5 pMol), primer reverse (5 pMol), DNA (200 ng), Tag DNA polimerase (3 U),
e o volume final foi ajustado para 20 yL com agua ultrapura autoclavada. Uma
reacdo desprovida de amostra de DNA, mas composta por todos os demais
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elementos da PCR, foi preparada afim de compor o controle negativo das
amplificacdes. J& para o controle positivo foi usado como molde o DNA plasmidial
pCAMBIA2301. Para o par de primers especifico foi utilizado o seguinte programa de
ciclagem: 94 °C — 3 min, 40 ciclos { 94 °C — 1 min, 58° C — 1min, 72 °C — 1 min 30s},
72 °C — 10 min.

Os produtos obtidos pela técnica da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1% corado com GelRed®. Aplicou-se uma carga elétrica de 80 volts por
30 minutos, decorrido esse periodo, o gel foi colocado sobre iluminacéo ultravioleta,
fotografado e analisado pelo programa Kodak ID 290.

4.4. Medidas de crescimento

Trés clones de cada linhagem de planta transgénica expressando EUcXET (L1 a
L4) e plantas controle (NT) foram aclimatados e transferidas para a casa de
vegetacao. As plantas foram transplantadas em vasos de 10 L contendo substrato
tipo plantmax misturado 1:1 com terra vegetal. Apos plantio, os vasos foram
distribuidos aleatoriamente sobre uma bancada. A rega com agua foi mantida
diariamente. Em intervalos de 3 dias as plantas eram medidas com auxilio de trena.
A altura observada era entre o solo (base do caule) e o meristema apical das
plantas. As medicOes foram feitas até as plantas o florescerem. Os dados,
representativo das 3 réplicas biologicas, foram tabulados e analisados
estatisticamente. O caule e a folha de cada tratamento foram coletados, congelados
com nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C para posteriores andlises

moleculares.

4.5. Inducao de calogénese

Para analisar a influéncia do EucXET na divisdo celular, explantes de tecido
caulinar de plantas transgénicas (L1 a L4) e NT, mantidas in vitro por 60 dias, sob

condi¢cBes controladas, foram isolados e transferidos para tubos de ensaio contendo
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o meio MS solido acrescido de cinetina (Img/mL) e naftalenoacético (JANA]
1mg/mL). Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
constante a 25° C e intensidade luminosa de 32 umoles de fétons.m.s e fotoperiodo

de 16/8 horas de luz/escuro. Apds 30 dias, os calos foram fotografados.

Para se obter a taxa de divisdo celular de células em suspensao, os calos foram
transferidos para erlenmeyers contendo meio liquido para Nicotiana tabacum (NT1)
acrescido de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Os erlenmeyers foram mantidos
em sala de crescimento, sob agitacao.

4.6. Analise protéica

Amostras de folha (terceira folha completamente expandida) e caule (regido
mediana) foram isoladas de 3 réplicas biologicas de cada linhagem de planta

transgénica e NT, apds 60 dias em casa de vegetacao.

As amostras foram liofilizadas e as réplicas biologicas foram maceradas
juntas na presenca de N liquido e 1% de polivinilpirrolidona (PVP), formando um
pool para cada planta. A extracdo foi realizada segundo Pirovani et al (2008). Os
extratos protéicos obtidos foram quantificados através do 2-D Quant-kit (GE
Healthcare) utilizando albumina do soro bovino (BSA), como padrdo. Aliguotas com
concentracfes equivalentes 35 pg de folha e caule de cada amostra foram
separadas por SDS-PAGE (12,5%) e transferidas para a membrana de nitrocelulose
utilizando o sistema mini Trans-Blot (BioRad) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. A membrana foi bloqueada com uma solucéo de leite em p6 a 2,5% em
TBS-T 1x, por 30 minutos e em seguida incubada com anticorpo anti-EUCXET
(diluicdo 1:1000), produzidos em coelho por Medeiros (2009), durante 1h a
temperatura ambiente. Como anticorpo secundario foi utilizado o IgG cabra anti-
coelho conjugada com fosfatase alcalina (Invitrogen), (diluicdo 1:5000). O 5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) e o p-nitroazul tetrazélio (NBT) (Promega) foram
utilizados como substratos para a reacdo colorimétrica da atividade da fosfatase

alcalina.
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4.7. Inducdo de estresse osmotico

As sementes das 4 linhagens de plantas transgénicas (L1 a L4) e controle,
ndo transformada, foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 2% e
plagueadas em meio MS contendo canamicina 100mg/mL. As placas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura constante a 25° C e intensidade
luminosa de 32 pmoles de fotons.m.s e fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro.
Apés 15 dias, oito plantas cada linhagem transgénica e NT foram transferidas para
microplacas contendo meio MS liquido acrescido com NaCl, Manitol ou PEG
(polietilenoglicol 6000), em concentracdes para impor um potencial hidrico de -
1MPa. Como controle plantas transgénicas e NT foram transferidas para meio MS
sem indutores. As placas foram vedadas e as plantas foram mantidas em sala de
crescimento por 15 dias. No final deste periodo foram avaliados aspectos fenotipicos

como clorose foliar e comprimento das plantas.

4.8. Deteccao de ROS

Para avaliar o acumulo de peroxido de hidrogénio (H.O,) foi utilizado 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997). Trés discos
foliares foram isolados das folhas mais jovens de plantas transgénicas e NT
mantidas in vitro por 60 dias, sob condi¢cdes controladas. O material vegetal foi
imerso em solucédo de 1 mg/mL de DAB com pH 7,5 e infiltrado a vacuo por 20 min.
Em seguida as amostras foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente por 24
h. ApGs esse periodo foram fervidas em uma solucdo de etanol 96% por 20 min e
lavadas duas vezes com etanol 50%. As imagens foram capturadas em Lupa Leica

EZ4, com 4,5 x de aumento.

4.9. Atividades enzimaticas
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Para realizar a determinacéo das atividades enzimaticas das peroxidases, foi
coletado cerca de 100 mg de material vegetal fresco isolado de folhas jovens das
plantas transgénicas (L1 a L4) e NT, mantidas in vitro. As amostras foram
maceradas em 800 pyL do tampao de extracdo especifico para cada ensaio
enzimatico. Em seguida foram sonicadas em ultrassonicador de sonda (Ultrasonic
processor Gex 130, 130 W), com amplitude 70%, durante 40 segundos, com
intervalos de tempo de 5s ON e 10s OFF e submetidas a centrifugacdo a 14000 rpm
por 10 min a 4°C. Os extratos enzimaticos foram dosados por Bradford 1976.

As atividades enzimaticas foram realizadas em triplicata experimental e os

resultados foram analisados utilizando o teste T de Student.

4.9.1. Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada seguindo metodologia descrita por
Nakano e Asada (1981), com modificacdes. A atividade é expressa pela quantidade
de enzima que catalisa a reducéo de H,0, a H,O através da oxidacédo do ascorbato.
O tampao de reacédo consistiu de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,3), 0,1
mM de EDTA, 0,5 mM de ascorbato e 5 pL do extrato bruto. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro de microplacas (Spectramax) ho comprimento de onda de 290

nm.

4.9.2. Peroxidase do guaiacol (GPX)

A atividade da GPX foi determinada pelo aumento do consumo de guaiacol em umol
s-1 g -1 de biomassa fresca. A atividade foi realizada em microplacas contendo 140
ML de tampéo de reacdo GPX 2x [40 mmol/L de guaiacol, H,O, a 0,06% e fosfato de
sédio (20 mmol L-1, pH 6.0],138,5 uL de tampéo fosfato (50 mmol/L, pH 6,0) e 1,5
ML de extrato enzimatico bruto. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de

microplacas (Spectramax), no comprimento de onda de 470 nm.
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4.10. Anélise filogenética

Para analise filogenética as sequencias de proteinas XTH encontradas em N.
tabacum (WANG et al.,, 2018) e a sequéncia de EucXET de E. grandis foram
alinhadas e comparadas. Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos foram
realizadas usando o software ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e a arvore
filogenética foi construida com base no método Neighbor-Joining Tree (1000 testes
bootstrap) utilizando o software MEGAX (KUMAR et al., 2018). As sequéncias das

proteinas utilizadas para o alinhamento encontram-se no anexo

4.11. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software BioEstat 5.3. Diferencas
estatisticas entre as plantas controle (ndo transformadas) e linhas transgénicas
foram avaliadas com base na analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
separadas pelo teste T de Student, com um valor critico de p<0,05, p<0,01 e
p<0,001.

5. RESULTADOS

5.1. Comprovacdo do estado transgénico das plantas transformadas e

regeneradas

O sistema de transformacdo mediado por A. tumefacies favorece a integracao
dos genes de selecdo e de interesse, uma vez que ambos estardo localizados no
mesmo T-DNA (DNA de transferéncia) artificial do vetor binario. Essa regido sera
inserida no genoma da planta por intermédio da acdo de proteinas codificadas por

genes de viruléncia localizados no plasmideo indutor de tumor (Ti).

O diagnéstico molecular, comprovando a integracdo do transgene no genoma

das plantas regeneradas apés o evento de transformacéo, foi realizado por meio da
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amplificacdo do gene de selecdo nptll também presente no T-DNA do vetor binario
de transformacdo de plantas pCAMBIA2301. Os fragmentos de DNA amplificados
nas reacbes de PCR foram visualizados em gel de agarose apOs eletroforese
(Figura 4). A presenca do DNA amplificado nas linhagens L1 a L4 indicaram a
integracdo do transgene nas plantas testadas, confirmando seu estado transgénico.
O DNA plasmidial do vetor pCAMBIA 2301 foi utilizado como controle positivo
descartando a possibilidade de ter ocorrido resultados falsos positivos. As bandas
observadas nas linhagens transformadas e no controle positivo apresentaram
aproximadamente 654 pares de base, tamanho esperado para o produto da
amplificacdo do nptll. N&o foi observada amplificacdo na reacdo que n&o continha
DNA gendmico, confirmando que as bandas observadas nas demais amostras nao

foram devidas a contaminacao das reacdes durante o preparo da PCR.

Figura 4. Diagndstico do estado de transgenia das plantas de Nicotiana
tabacum. DNA genbmico foi extraido de folhas de N. tabacum e submetido a
reacdo de PCR com primer especifico para nptll. M: marcador Gene Ruler de
1kb DNA Ladder (Thermo Scientific); NT: planta ndo transformada; L1 — L4:
linhagens independentes de N. tabacum transformadas com EucXET; C+: DNA
plasmidial de pCAMBIA 2301 (controle positivo); C-: reacdo de PCR sem conter
DNA (controle negativo).
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5.2. Expresséo de EucXET altera o crescimento das plantas e a inducéo

de calogénese

Trés clones de cada linhagem transgénica e das plantas controle foram mantidos
em casa de vegetacdo por 60dias. Durante esse periodo a altura das plantas foi
medida em intrevalos de 3 dias. Foi observado que todas as plantas transgénicas
EucXET iniciaram o processo de florescimento uma semana antes das plantas
controle (Figura 5). Foi observado também que a altura media das plantas, no
momento do florescimento, foi 9cm superior ao observado no controle. Nesse
contexto, as linhagens L1 e L2 foram as que mais se desenvolveram apresentando
crescimento final com diferenga significativa (p<0.05) em relacdo aos demais

genotipos (Figura 6).

Resultado semelhante foi observado na inducédo de calos in vitro. Esses foram
induzidos a partir da medula de plantas mantidas na sala de crescimento do
laboratorio de cultura de tecidos (clones das observadas em casa de vegetacédo). Foi
observado que, apesar da calogénese das plantas transgénicas iniciar ap0s as
plantas controle, a velocidade na formacdo dos calos foi maior nas linhagens
transgénicas resultando em calos transgénicos maiores do que 0s nado transgénicos
(controle) (Figura 7). Esse resultado sugere que a expressdo do gene EUcXET
possivelmente esta relacionada com taxa de divisdo celular, porém ainda néo foi
possivel medir a taxa de divisdo de cada plantas, pois cultura de células em

suspensao ainda nao foi estabelecida.
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Figura 5. A expressdo de EucXET induz florescimento precoce em plantas de
Nicotiana tabacum (circulo vermelho). Foto representativa do florescimento observado
nas plantas expressando EucXET (planta B) enquanto as plantas controle se
apresentavam na fase vegetativa (planta A). Foto ilustrativa de 3 réplicas biologicas
registrada apos 7 semanas em casa de vegetacao
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Figura 6. A superexpressdo de EUcXET induz o crescimento em plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum. Grafico representativo da altura final, em cm,
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atingida pelas plantas controle, ndo transformadas (NT) e linhagens expressando
EucXET (L1 a L4). Gréfico representativo de 3 réplicas bioldgicas.

NT L1 L2 L3 L4

Figura 7. A expressdo de EucXET induz divisdo celular. Foto representativa de 3
réplicas biolégicas da cultura de calos das plantas NT e transgénicas (L1 a L4) apés 30
dias em sistema de cultura de tecidos, com condi¢cdes controladas.

5.3.  Analise de imunodeteccao

Para analisar o acumulo do produto protéico exdgeno, as proteinas totais do
caule e da folha das plantas transformadas e controle foram extraidas e uma
aliquota de 35 pg para cada amostra foi separada em SDS-PAGE 12,5%, resultando
em géis espelho com proteinas com distribuicdo de 14 kDa a 97 kDa (Figura 8 A e
B). As amostras de proteinas separadas e imobilizadas no SDS-PAGE foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose para hibridizacao e observacao de

bandas pelo método de western blot.

No western utilizando amostras protéicas extraidas de folha, duas bandas de
tamanhos préoximos ao esperado (33,7 kDa) foram reveladas nas amostras das
linhagens transgénicas e apenas uma banda nas amostras controle (néo
transformadas). Para as plantas transformadas foi observada variacdo na
intensidade das bandas para todas as linhagens, sendo L3 mais intensa, L1 com
intensidade intermediaria e L2 e L4 menos intensas (Figura 8 C). Nas amostras

protéicas representativa do caule foi observada apenas uma banda para cada
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amostra, sendo que essas apresentaram uma variacdo na intensidade das bandas
reveladas, inversa a encontrada nas amostras de folha. As linhagens L2 e L4 foram
as que apresentaram bandas com maior intensidade, L1 com intensidade

intermediaria e auséncia de bandas na planta L3 (Figura 8 D).
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Figura 8. Transformacdo com EucXET induz mudancas no perfil protéico de N.
tabacum e influencia no acumulo de XET enddgeno. 35ug de proteinas totais
extraidas de folha (A) ou caule (B) de Nicotiana tabacum foram separadas em SDS-
PAGE e visualizadas ap0s coloracdo com comassie coloidal. Géis similares foram
transferidos para membrana de nitrocelulose posteriormente sondada com anticorpo
contra EUCXET. NT: planta ndo transformada, L1 a L4: linhagens transgénicas de N
tabacum.

5.4. A expressado de EucXET aumenta a tolerancia de plantulas de tabaco

a estresse osmotico

Plantulas com 15 dias de germinacdo, representativas das 4 linhagens
transgénicas expressando EUucXET (L1 a L4) e plantas controle (ndo transformadas)

foram submetidas a agentes indutores de estresse osmaético. Foram testados 3
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indutores diferentes: NaCl, PEG e manitol, todos em concentragcdo que fornecesse
um potencial osmético ao meio de 1Mpa. Ap6s 15 dias de estresse, foi possivel
observar que as linhagens de plantas EUcCXET (L1 a L4) apresentaram a tolerancia
aos diferentes indutores de estresse aumentada em comparacdo com as plantulas
controle. Todas as linhagens transgénicas testadas conseguiram manter o
crescimento na presenca do indutor de estresse, apesar de mais vagaroso quando
comparado com as plantas mantidas em meio MS (controle) (Figura 9). As plantas
nao transformadas com EucXET (NT) n&o resistiram a nenhum dos tratamentos. Foi
observado que o crescimento das NT estagnou assim que as plantulas foram
submetidas aos indutores de estresse e as mesmas apresentavam-se

completamente cloréticas ao final dos 15 dias.

As diferencas na taxa de crescimento entre as linhagens de plantas transgénicas
(L1 a L4) e nédo transformadas (NT) foram observadas mesmo no tratamento
controle (sem indutores de estresse). Nele, as plantas transgénicas apresentam um
crescimento mais acentuado chegando a ter, depois de 15 dias, um tamanho até 2
vezes maior do que a planta NT. Apesar do potencial osmoético do meio de cultura
ter sido ajustado para -1Mpa em todos os tratamento, foi possivel observar que a
linhagem L3 foi a menos impactada pelo tratamento com NaCl visto que conseguiu
manter o crescimento mais acelerado em comparacéo tanto com as plantas controle

(NT) quanto com as demais linhagens transgénicas, L1, L2 e L4 (Figura 9).
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Os tratamentos com PEG e manitol afetaram de uma maneira mais severa o
crescimento das plantas transgénicas quando comparados com o tratamento
controle, induzindo clorose mais severa, impactando mais no crescimento e folhas
mais murchas. Entre as plantas transgénicas a L3 apresentou um maior tamanho

para todos os tratamentos.
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Figura 9. Expressdo de EucXET induz, em plantas de tabaco, aumento na tolerancia a
estresse osmotico. Plantulas de N. tabacum NT (ndo transformada) ou expressando
EucXET (L1 a L4) sob tratamento com cloreto de célcio (NaCl), Manitol ou Polietilenoglicol
(PEG). Fotos e graficos de comprimento representativos de 8 réplicas biolégicas, apds 15
dias de tratamento.
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5.5. Deteccao de ROS

Visando avaliar se a superexpressdo de EucXET em plantas de tabaco
modificou a producdo/acumulo de H,0,, discos foliares isolados das linhagens
transgénicas (L1 a L4) e controle (NT) foram submetido ao ensaio com DAB. Nesse
ensaio, o H,O, presente nos tecidos vegetais reage com o DAB formando
precipitados de coloracdo marrom. Foi possivel, com este teste, identificar que
comparativamente com as plantas NT, as plantas das linhagens transgénicas, com
excecdo da L2, apresentaram-se mais marrons. Sendo que 0s tons variaram entre
as linhagens analisadas. As amostras isoladas da planta L3 foram as que
apresentaram tonalidade marrom mais intensa, seguida das amostras de L1, com
intensidade moderada de marrom e a linhagem L4 com menor intensidade (Figura
11)

NT L4

Figura 10. Nivel de peroxido de hidrogénio em folhas de N. tabacum modifica apés
transformacdo com EucXET. Discos foliares de N. tabacum isolados de plantas
mantidas in vitro ndo transformadas (NT) ou transformadas com EucXET (L1 a L4)
foram submetidos a tratamento com 3,3-diaminobenzidine (DAB). Coloracéo
marrom significa presenca de H,O, Fotos capturadas em Lupa Leica, 4,5x e
representativa de 3 réplicas biologicas.

5.6. Ensaios enzimaticos

As atividades das enzimaticas oxirredutoras foram dosadas em amostras
representativas de caule e folhas das 4 linhagens de plantas transgénicas EuUcXET e
plantas ndo transformadas (NT). A atividade de APX (peroxidase do ascorbato) em

folhnas foi maior em todas linhagens transgénicas, sendo que as plantas das
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linhagens L3 e L2 tiveram uma atividade de 4 e 5 vezes, respectivamente, maior do
que a planta controle (NT) (Figura 12 A). A APX nas amostras extraidas de caule
foram muito menores do que as observadas em folha, diminuindo em até 30 vezes
sua atividade. Em caule a atividade encontrada na planta NT foi maior do que a
observada nas plantas transgénicas, onde L1 e L3 apresentaram menor atividade

com diferencga significativa de p< 0,01 e p< 0,05 (Figura 12 B).

A atividade da GPX (peroxidase do guaiacol) também foi dosada nas mesmas
amostras utilizadas para a quantificagdo de APX. A figura mostra que em folhas o
padrado de expressao da GPX seguiu a mesma tendéncia do observado para APX
(Figura 12 A e 12 C). N&o houve diferenca significativa entre as atividades de GPX
nas plantas NT e linhagem L1. A linhagem L4 teve um leve incremento na atividade
de GPX, seguido pela linhagem L2 e a linhagem L3 foi a que apresentou a maior
atividade (p < 0,001) dentre todas as plantas analisadas (Figura 12 C). A atividade
de GPX em caules também se mostrou inferior ao observado nas folhas. Em caule a
atividade encontrada na planta NT foi superior a encontrada nas linhagens
transgénicas, com excecdo da L3 que teve uma atividade de 1,5 vezes maior do que

a NT, apresentando uma diferencga significativa de p< 0,001 (Figura 12 D).
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Figura 11. Atividade de peroxidases modifica em plantas transformadas com
EucXET. Atividade das enzimas oxidorredutoras Peroxidase do Ascorbato (APX, A e
B) e Peroxidase do Guaiacol (GPX, C e D) foram dosadas em extratos protéicos
extraidos de folhas e caules de plantas NT (ndo transformada) e transformadas com
EucXET (linhagens L1 a L4). Plantas mantidas em sistema de cultura de tecidos. A
barra de erros € representativa da triplicata. Diferencas estatisticas significativas
para p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***).

5.7. Analise filogenética

Para gerar uma arvore filogenética, foram utilizadas a proteina EucXET alvo do
nosso trabalho e as 56 proteinas XTH de N. tabacum ( WANG et al., 2018). A
analise filogenética revelou que a arvore foi dividida em trés grupos principais. A

maioria das XTHs de tabaco bem como a EucXET foram associadas ao grupo 1 e 2.
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Figura 12. Neighbor-Joining - Filograma ndo enraizada de sequéncias protéicas de
xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase de N. tabacum (NtXTH) e E.grandis
(EucXET)
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6. DISCUSSAO

As enzimas da familia dos genes XET sao consideradas enzimas-chave na
regulacdo da expansdo da parede celular durante o crescimento celular
(COSGROVE, 2005). As XETs séo responsaveis pela clivagem e rearranjo dos
esqueletos de xiloglucano nas plantas e estdo envolvidas em diversas fungdes
como: alongamento da raiz primaria, crescimento de hipocotilo, abertura de flores,
abscisao de pétalas e formacédo de madeira (WU, et al., 2005; OSATO et al., 2006;
HARADA et al., 2010; NISHIKUBO et al., 2011; SINGH et al., 2011).

Visando avaliar a fungdo molecular de EucXET, plantas de Nicotiana tabacum
foram transformadas com o gene no sentido senso. Foi observado que todas as
linhagens mantidas em casa de vegetacao apresentaram maior crescimento do que
0 observado nas plantas controle, sugerindo que o aumento no nivel de XET deve
se relacionar com mudancas impostas em nivel de parede celular. Corroborando
com essa hipoétese, trabalhos realizados em Harada et al, 2010 conseguiram
relacionar a atividade de XET a brotacdo e crescimento das flores, principalmente no
estagio de abertura floral, pois envolve modificacbes na parede celular para provocar
o alongamento, a expansao e a curvatura das pétalas (O'DONOGHUE et al., 2002;
HARADA, et al., 2010). De maneira similar, observamos que as todas as linhagens
transgénicas floresceram precocemente, quando compradas com as plantas
controle. Mudancas impostas na parede celular dessas plantas devem de fato ter
ocorrido, visto que observamos que o0s caules das linhagens transgénicas
apresentaram mais resisténcia ao corte com bisturi realizado a mao livre (dados néo

mostrados).

A andlise de western blot de folha e caule mostram variacbes no acumulo da
proteina de XET, visualizada através das diferencas nas intensidades de banda
(Figura 8). Embora as observacdes das intensidades das bandas nos experimentos
de western blot tenham sido apenas qualitativa, estas medidas sdo representativas
do acumulo da proteina de interesse. Foi observado que apenas uma banda foi
revelada nas amostras protéicas representativas de folha das plantas controle.
Contudo, duas bandas foram observadas nas linhagens transgénicas. Visto que
tabaco também possui XET, estimamos que uma das bandas seja representativa da
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hibridizacdo do anticorpo anti-EucXET com a proteina XET de N. tabacum
(XP_016465066.1) . Através de um blast realizado no banco de dados do NCBI foi
observado que essa proteina enddgena apresenta 80% de similaridade com a XET
de E. grandis e possui um peso molecular de 33,9 kDa (Tabela 1).

Tabela 1. Dados da proteina enddgena de Nicotiana tabacum obtidos pelo blast no
NCBI a partir da sequéncia de EucXET de Eucalyptus grandis

Proteina

Espécie

E value

dentidade

Cédigo de acesso

Sequéncia FASTA

xiloglucano
endotransglicosilase /
hidrolase 9

Nicotiana

tabacum

4e-78

80%

XP_016465066.1

MVSFPMEFKCVFLGISLIMVGLVSSSRF
EELYQPSWATDHLTNEGEILRMKLDNL
SGAGFSSKNKYMFGKVTVQIKLVEGDS
AGTVTAFYMSSEGPTHNEFDFEFLGNT
TGEPYSVQTNVYVNGVGNREQRLNLW
FDPSK
EFHSYSILWNQRRVVFLVDDTPIRVHSN
LEHKGIPFPKDQAMGVYSSIWNADDWA
TQGGRVKTDWSHAPF
IASYRGFEIDGCECPATVAAAENSKRCS
SSAVKRYWWDEPVMSELSLHQSHQLI
WVRANHMVYDYCTDTA
RFPVAPVECQHHQHKFHN

O gene EucXET foi inserido no genoma de tabaco sob o controle do promotor

CAMV35S (MEDEIROS, 2009), um promotor forte e constitutivo. Sendo assim, as
mudancas observadas no acumulo de XET nas plantas de tabaco transgénicas
sugerem que, assim como outros genes, ha regulacdo enddgena da expressao de
XET em plantas. Nossos dados sugerem que o nivel de XET disponivel na célula é
um dos fatores que regula a cascata de sinalizacdo. Sendo assim, as plantas com
maior acumulo de EucXET, apresentam menor acumulo da XET endogena.
Interessantemente, no western blot utilizando proteinas isoladas de caule apenas
uma banda foi observada (Figura 8). Em conjunto nossos resultados sugerem que
ser possivel existir XETs diferentes a depender do tecido vegetal. Esse mecanismo

€ possivel visto que em tabaco existem aproximadamente 56 genes identificados a
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partir do banco de dados gen6mico de tabaco que codificam para XET (SIERRO et
al., 2014; WANG et al.,, 2018). Além disso, as caracteristicas qualitativas, como
composicao, e quantitativas, como espessura, da parede celular de caules e folhas
sao diferentes. Visto que a XET atua na expansao celular e rigidez, espera-se que 0
acumulo dessas proteinas bem como as XETs produzidas nas plantas varie em
funcao do tecido estudado (EDWARDS et al., 2010; WANG et al., 2018).

As variagdes no acumulo de proteinas na folha e no caule indicam também uma
possivel ocorréncia de alteracdo em nivel transcricional seja por variagdo em
namero de cépias do transgene ou por acdo de mecanismos de regulacdo génica. A
guantidade de copias inseridas na mesma regidao do genoma, assim como o grau de
similaridade dos transgenes com 0s genes enddgenos do receptor podem gerar 0
silenciamento dos genes homologos. Esses mecanismos de regulacdo séao
estratégias evolutivas usadas para defender o genoma vegetal contra genes
invasores. A insercao do transgene em locais aleatérios do genoma também pode
resultar em diferentes niveis de expressdo (PINHEIRO et al., 2000; BOREM, 2001).

Nossas analises englobaram também uma avaliacdo de tolerancia das plantas a
estresse abiotico. Nesse trabalho testamos apenas o0 estresse osmaotico. Foram
testados trés indutores que possibilitaram comparar as respostas das plantas a
estresses osmoticos de diferentes maneiras. O NaCl induz o estresse hidrico e
salino que ocasionam perturbacdes tanto pela seca fisiologica produzida, como pelo
efeito toxico, resultante da concentracdo de ions no citosol (TOBE et al., 2000). O
manitol e o polietilenoglicol (PEG) sdo considerados compostos inertes e nao
toxicos, induzem estresse hidrico, porém eles apresentam algumas diferencas. O
manitol € um acucar alcodlico que consegue penetrar através das membranas dessa
maneira ocorre um pouco de difusdo (Neto, 2006). Ja o PEG possui alto peso
molecular o que impede a penetracdo através das membranas celulares, além de
reduzir a disponibilidade de oxigénio em virtude de sua alta viscosidade
(BRADFORD, 1995). Foi possivel observarmos que, independente do indutor de
estresse utilizado, todas as linhagens transgénicas conseguiram manter o
crescimento. Em contraste, todas as plantas controle ndo conseguiram se
desenvolver e ficaram completamente cloroticas. Esses resultados sugerem que o

nivel de EucXET esta relacionado com o nivel de tolerancia das plantas a estresses
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osmoticos (Figura 9). De fato, a linhagem L3, que no western blot foi a que mostrou
maior acumulo de EucXET, foi a que se revelou mais resistente ao estresse.
Resultados semelhantes foram encontrados na superexpressdo de CaxXTH3, gene
da subfamilia xiloglucano endotransglicosilase responsivo ao estresse hidrico,
originalmente isolado de pimenta e analisado usando plantas transgénicas de
Arabidopsis e tomate (CHO et al., 2006; CHOI et al., 2011). As plantas transgénicas
superexpressando CaXTH3 mostraram melhor toleréncia a seca e alta salinidade em
comparacao com plantas controle, indicando que o CaxXTH3 desempenha um papel
na resposta a estresse abidtico. Os autores sugeriram que XET atua no
remodelamento da parede celular do meséfilo e estbmatos, evitando a perda

excessiva de agua.

Foi também mensurado o acumulo de H,O,, nas plantas transgénicas e controle.
Esse teste foi realizado com o objetivo de quantificar o nivel de espécies reativas de
oxigénio (ROS) nas plantas. Observamos que as plantas da linhagem L3
apresentaram um maior nivel de peroxido de hidrogénio, seguidas pelas plantas da
linhagem L1 (Figura 10). Ao se analisar os dados do teste de DAB com o acumulo
da proteina XET revelado pelas andlises de western blot, € possivel fazer um
paralelo relacionando o nivel de XET com o nivel de peroxido de hidrogénio. Esses
resultados sugerem que as modificacdes impostas, devido a expressdao do gene
EucXET nas plantas de N. tabacum, induzem o acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o H;0,. As ROS atuam como moléculas sinalizadoras na
regulacdo das respostas a estresse bidtico e/ou abidtico. Essas cascatas
moleculares regulam, entre outros genes, os envolvidos na producdo de enzimas
antioxidantes que protegem os tecidos vegetais dos danos oxidativos. Sendo assim,
pode-se afirmar que a atividade das enzimas oxirredutores estd diretamente
associada com o aumento da tolerancia aos estresses abioticos (DAT et al., 2000;
LIU et al., 2014).

by

A tolerancia a estresse osmoético mediada por EUucXET pode também estar
associada as respostas bioquimicas e moleculares desencadeadas devido ao
aumento nos niveis de ROS nas plantas. O H,O, também é considerado um
componente essencial na reacdo formacdo oxidativa de lignina, dessa maneira,

células em processo de lignificacdo apresentam maior quantidade deste substrato.
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Dessa maneira, 0 maior acumulo de H,0O, na planta L3 também pode ser associado
a maior atividade de GPX de folha dessa linhagem (Figura 11 C), uma vez que o
guaiacol € uma enzima atuante na rota de lignificacdo (SCHOPFER, 1994,
MITTLER, 2002; ALAGAR et al., 2010).

O remodelamento da parede imposto por XET é possivel gracas a uma acao
conjunta com as enzimas peroxidases, que podem apresentar atividades
antagbnicas como a peroxidase do ascorbato (APX) e a peroxidase do guaiacol
(GPX). Comparando as analises enzimaticas realizadas na folha, percebe-se um
balanco favoravel para APX (Figura 11A, 11C), com uma atividade duas vezes
maior do que a encontrada na GPX. A APX é uma peroxidase classe | utiliza o
ascorbato como doador de elétrons especifico para reduzir o H,O, a agua. Essa
enzima esta envolvida na defesa contra o ataque de patdgenos e na regulacdo do
alongamento celular através da regulacéo da concentracédo de H,O, local e inibicao
algumas outras peroxidases da parede celular como a GPX (CORDOBA-
PEDREGOSA, et al.,, 1996; 2003; SHIGEOKA et al, 2002; PASSARDI, et
al.,2004,). Ja nas analises enzimaticas de caule ha um balanco favoravel para a
GPX com uma atividade trés vezes maior do que a encontrada na APX (Figura 11B
e 11D). A enzima GPX € uma peroxidase de classe Ill que participa do processo de
lignificacdo oxidando os monoligndis com o uso de H,O, e incorporando esse
polimero de forma aleatéria na parede celular, durante esse processo ha uma
reducdo na expansao celular (HIRAGA, 2011; MARJAMAA et al., 2009).

As XTHs sdo enzimas modificadoras de parede que se dividem em trés
grupos distintos (CAMPBELL e BRAAM, 1999; ROSE et al.,, 2002). Esse
agrupamento pode estar associado com 0s mecanismos de acdo das enzimas,
uma vez que podem ter atividade endotransglicosilase (XET) e endo-hidrolase
(XEH), acredita-se que os membros dos grupos 1 e 2 exibem predominantemente
atividade XET, como é o caso do gene EucXET (SALADIE et al., 2006). Todos 0s
membros do grupo 1 e 2 de NtXTH de tabaco, inclusive o NtXTH13 que possui
alta similaridade com o EucXET (Tabela 1), estdo localizados na membrana
plasmatica, enquanto que mais da metade dos membros do grupo 3 possuem
localizacdo extracelular. Esse fato condiz com a capacidade de modificacdo da
parede celular da XET (WANG et al., 2018)
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7. CONCLUSOES

7

Os resultados apresentados sugerem que EucXET € um bom alvo para
estratégias de engenharia genética para o melhoramente de eucalipto e de outras
culturas de importancia econdmica, uma vez que sua expressdo em plantas de
Nicotiana tabacum confere tolerncia a estresse osmotico, sendo que essa esta
relacionada ao acumulo da proteina exdgena EUcXET nas linhagens transformadas.

EucXET se relacionar com a na taxa de crescimento de tabaco tanto em fase de

plantula como nas plantas estabelecidas na casa de vegetacao.

A expressdo de EucXET modifica o acumulo de H,O, em plantas de tabaco, bem

como aumenta a atividade de enzimas da classe das peroxidases.
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8. ANEXO

Sequéncias das proteinas XTH de Nicotiana tabacum (WANG et al., 2018) e
EucXET de Eucalyptus grandis (MEDEIROS, 2009) utilizadas o alinhamento e

montagem da arvore filogenética.

>NtXTH1
MNNFSTLIFFVTAFIYLFHITLASIVSTGDFNKDFIVPWSPNHVNTSADGHTRSLIFDK
ESGSGIASNDTYLFGQFDMKIKLIPGNSAGTVVAFYLTSYQPNRDEVDFEFLGNVPG
KPYTLQTNVYVDGLDDREQRINLWFDPTQDFHTYSILWNLHQIVFMVDRVPIRTYRN
HADKGAKYPRWQPMALQISIWNGESWATDGGKTKIDWSKAPFVASLGNYTIDACV
WKGNARFCRGESENNWWNKEKFSTLTWTQRRLFKWVRKYHLTYDYCMDNQRFQ
NNLPIECSLPKY

>NtXTH2
MKLKLVGGDSAGVVTAYYMCTEDGAGPTRDEVDFEFLGNRTGEPYLIQTNVYKNG
TGGREMRHVLWFDPTEDFHSYSLLWNSHQLVFFVDEVPIRVYKNANYTNNFFPNE
KPMYLFSSIWNADDWATRGGLEKTDWKNAPFVSTYKDFSVDGCQWEDPFPTCVS
TTTKNWWDQYNSWHLSSDQKLNYAWVQRNLVIYDYCQDTKRYPEKPEECWLSPW
D

>NtXTH3
MANLLLIAVLIAIYCSLSQAEVKGSFDDNFSKSCPESHFKTSEDGQIWYLSLDHKAGC
GFMTRQKYRFGWFSMKLKLVGGDSAGVVTAYYMCTEDGAGPTRDEVDFEFLGNR
TGEPYLIQTNVYKNGTGGREMRHVLWFDPTEDFHSYSLLWNSHQLVFFVDEVPIRV
YKNTNYTNNFFPNEKPMYLFSSIWNADDWATRGGLEKTDWKNAPFVSTYKDFSVD
GCQWEDPFPSCVSTTTENWWDQYNSWHLSSDQKLDYAWVQRNLVIYDYCQDTE
RYPEKPEECWLSPWD

>NtXTH4
MERMSSSIPKFLLIALITVLFTLTQAEVQGSFDDNFSKSCPETHFKTSEDGQIWYLSL
DKKAGCGFMTRQKYRFGWFSMKLKLVGGDSAGVVTAYYMCTEDGAGPTRDELDF
EFLGNRTGEPYTIQTNVYKNGTGNREMRHILWFDPTEDFHTYSILWNTHQIVFFVDR
VPIRVYKNANYTNNFFPNEKPMYLFSSIWNADDWATRGGLEKTNWKNQPFVSSYK
DFSVDGCQWKDPFPACVSTTTKNWWDQYNSWHLSSDQKMDYAWVQRNLVTYDY
CQDTERFPKKPEECWLNPWD

>NtXTHS
MEKMASSIPKILLIALITVLFSLTQAEVQGSFDDNFSKSCPETHFKTSEDGQIWYLSL
DKKAGCGFMTKQKYRFGWFSMKLKLVGGDSAGVVTAYYMCTEDGAGPTRDELDF
EFLGNRTGEPYTIQTNVYKNGTGNREMRHILWFDPTEDFHTYSILWNTHQIVFFVDR
VPIRVYKNANYTNNFFPNEKPMYLFSSIWNADDWATRGGLEKTNWKNQPFVSSYK
DFSVDGCQWKDPFPACVSTTTKNWWDQYNSWHLSSDQKMDYAWVQRNLVTYDY
CQDTERFPKKPEECWLNPWE
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>NtXTH6
MERNASSMADLFFTAALMAALFSSSHAELIKGAFENNFSKSCPGTHFKTSQDGQIW
YLTLDQISDCGFITKQSYRFGWFSTKLKLVGGDSAGVVTAFYMCSEVEAGPLRDEID
FEFLGNRTGQPYLIQTNVYNNGSGGREMRHLLWFDPTQDFHTYSILWNSHQIVFFV
DKVPIRVYKNANHTNNFFPAERPMYVEFSSIWNADNWATRGGLDKINWTSAPFIASY
KDFILDACQWKDPFPACVSTTTQHWWDQYNAWHLSSKQKIDYAWVQRNFVVYDY
CQDSVRNRYKPQECWLSALD

>NtXTH7
MERNMGDLLLFAALVATLFSSSHAQLIKGAFENTFSKSCPGTHFKTSQDGQIWYLTL
DQVSDCGFITKQSYRFGWFSTKLKLVGGDSAGVVTAFYMCSEVEAGPLRDEIDFEF
LGNRTGQPYLIQTNVYNNGSGGREMRHLLWFDPTQDFHTYSILWNSHQIVFFVDKV
PIRVYKNANHTNNFFPAERPMYVFSSIWNADNWATRGGLDKINWTSAPFVASYKEF
TLDACQWKDPFPACVSTTTQHWWDQYNAWHLSSKQKIDYTWVQRNFVVYDYCQ
DSVRNRYKPQECWLSPLD

>NtXTH8
MKQVIEYRCLLILGCGFASKSKYLFGRVSMKIKLVPGDSAGTVTAFYMNSDTDNVRD
ELDFEFLGNRSGQPYTVQTNVYVHGKGDKEQRINLWFDPSADFHTYTILWNHHHTV
FYVDAVPIRVYKNNEAKGIPFPKFQPMGVYSTLWEADDWATRGGLEKINWSKSPFY
AYYKDFDIEGCAMPGPANCASNPRNWWEGANYQQLSAVEARQYRWVRTNHMIYD
YCTDKSRNPVPPPECVAGI

>NtXTH9
MISSSLKYSTVIPILLYALTFSSSVSARPATFLQDFKVAWADSHIKQIDGGKAIQLILDQ
NSGCGFASKSKYLFGRVSMKIKLVPGDSAGTVTAFYMNSDTDNVRDELDFEFLGNR
SGQPYTVQTNVYVHGKGDKEQRINLWFDPSADFHTYTILWNHHHTVFYVDAVPIRV
YKNNEAKGIPFPKFQPMGVYSTLWEADDWATRGGLEKINWSRSPFYAYYKDFDIEG
CAMPGPANCASNPRNWWEGANYQQLSAVEAKQYRWVRMNHMIYDYCTDKSRNP
VTPPECVAGI

>NtXTH10
MGKLTSLKYSAAILILLYALTFSFSVSARPATFLQDFKVSWAYSHIKQIDGGRAIQLILD
QNSGCGFASKSKYLFGRVSMKIKLVPGDSAGTVTAFYMNSDTDNVRDELDFEFLG
NRSGQPYTVQTNVYVHGKGDKEQRVNLWFDPSADFHTYTILWNHHHAVFYVDAVP
IRVYKNNEAKGIPFPKFQPMGVYSTLWEADDWATRGGLEKINWSKSPFYAYYKDFD
IEGCAMPGPANCASNPRNWWEGANYQQLSAVEARQYRWVRMNHMIYDYCTDKS
RNPVTPPECVAGI

>NtXTH11
MARLTSLKYSAAILILLYALTFSFSVSARPATFLQDFKVSWSDSHIKQIDGGRAIQLILD
QNSGCGFASKSKYLFGRVSMKIKLVPGDSAGTVTAFYMNSDTDNVRDELDFEFLG
NRSGQPYTVQTNVYVHGKGDKEQRVNLWFDPSADFHTYTILWNHHHAVFYVDAVP
IRVYKNNEAKGIPFPKFQPMGVYSTLWEADDWATRGGLEKINWSKSPFYAYYKDFD
IEGCAMPGPANCASNPRNWWEGANYQQLSAAEARQYRWVRMNHMIYDYCTDKS
RNPVTPPECVAGI

>NtXTH12
MVSFPMEFKWVFLGISLMLVGLVSSSRFEELYQPSWATDHLTNEGEILRMKLDNLS
GAGFSSKNKYMFGKVTVQIKLVEGDSAGTVTAFYMSSEGPTHNEFDFEFLGNTTGE
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PYSVQTNVYVNGVGNREQRLNLWFDPSNEFHSYSILWNQHRVVFLVDETPVRVHS
NLEHKGIPFPKDQAMGVYSSIWNADDWATQGGRVKTDWSHAPFIASYRGFEIDGC
ECPATVAAAENSKRCSSSAEKRYWWDEPTMSELSLHQSHQLIWVRANHMVYDYC
TDTARFPVAPVECQHHQHKTRN

>NtXTH13
MVSFPMEFKCVFLGISLIMVGLVSSSRFEELYQPSWATDHLTNEGEILRMKLDNLSG
AGFSSKNKYMFGKVTVQIKLVEGDSAGTVTAFYMSSEGPTHNEFDFEFLGNTTGEP
YSVQTNVYVNGVGNREQRLNLWFDPSKEFHSYSILWNQRRVVFLVDDTPIRVHSNL
EHKGIPFPKDQAMGVYSSIWNADDWATQGGRVKTDWSHAPFIASYRGFEIDGCEC
PATVAAAENSKRCSSSAVKRYWWDEPVMSELSLHQSHQLIWVRANHMVYDYCTD
TARFPVAPVECQHHQHKFHN

>NtXTH14
MPSSMIVFLILAMLLNTGVGVNFAEVFESSWAPDHITVVGDQVMLTLDNASGCGFQ
SKNKYLFGKASVQIKLVGGDSAGTVIAFYMSSEGANHDELDFEFLGNVSGEPYLVQ
TNVYANGTGDREQRHSLWFDPTTDFHTYSFFWNHHTIIFSVDDIPIRVFQNKENKGV
AYPKNQGMGIYGSLWNADDWATQGGRVKTNWSHSPFVATFRAFEIDACDLSGED
TVAAGAKCGKLAECWWDKPAVKQLNKSKKRQFKMVQSKHLVYDYCKDTARFTQM
PKECLD

>NtXTH15
MRRKSCMLTTVPWLPLKHSLARWVGVNFTEVFESSWSPDHITVVGDQVMLTLDNA
SGCGFQSKNKYMFGKASAQIKLVDGDSAGTVIAFYMSSEGANHDELDFEFLGNVS
GEPYLVQTNVYANGTGDREQRHSLWFDPTADFHTYSFFWNHHTIIFSVDDIPIRVEK
NTEKKGVAYPKNQGMGVYGSLWNADDWATQGGRVKTNWSHSPFVATFRAFEIDA
CDLSGEDTVAAGAKCGKLAQCWWDKPAMRELNKSKKRQFKMVQSKHLVYDYCKD
TARFTQMPKECLD

>NtXTH16
MGMNMLLVCVLFVVGAMAAAPKKPMDVPFGRNYENTWAPDHVKYFNGGSEIQLFL
DNRTGTGFQSKGSYLFGHFAMHIKMVAGDSAGTVTAFYLSSQNNEHDEIDFEFLGN
KTGEPYVVQTNIYTGGKGDKEQRIYLWFDPTKDYHTYSVLWNLHQIVFFVDEYPIRT
FKNSKDLGVKFPFDQPMKIYSSLWEADDWATRGGLEKIDWSNAPFVASYKGFHIDG
CEASVNAKLCANQGKKWWDQKEFQDLDKQQWRLLRRVRDKYTIYNYCTDKKRFA
TLPKECRRNRDVPRKSSKKSP

>NtIXTH17
MGFKWMNMLLFCALFVVGAMAAAPKKPMDVPFGRNYENSWAPDHVKYFNGGSEI
QLFLDNRTGTGFQSKGSYLFGHFAMHIKMVAGDSAGTVTAFYLSSQNNEHDEIDFE
FLGNKTGEPYVVQTNVYTGGKGDKEQRIYLWFDPTKDYHTYSVLWNLHQIVFFVDE
YPIRTFKNSKDLGVKFPFDQPMKIYSSLWEADDWATRGGLEKIDWSNAPFVASYKG
FHIDGCEASVNAKYCSNQGKKWWDQKEFQDLDKQQWRLLRRVRDKYTIYNYCTD
KKRFATMPKECRRNRDVPRKSSKKSP

>NtXTH18

MGLKGLLFSIVLINLSLLGLCGYPRKPVDVPFWKNYEPSWASHHIKYLNGGSTADLV
LDRSSGAGFQSKKSYLFGHFSMKLRLVGGDSAGVVTAFYLSSNNAEHDEIDFEFLG
NRTGQPYILQTNVFTGGKGDREQRIYLWFDPTKGYHSYSVLWNTFQIVIFVDDVPIR
AFKNSKDLGVKFPFNQPMKIYSSLWDADDWATRGGLEKTDWSNAPFTASYTSFHV

41



DGCEAATPQEVQVCNTKGMRWWDQKAFQDLDALQYRRLRWVRQKYTIYNYCTDR
KRYPTLPPECTKDRDI

>NtXTH19
MGVKGLLFSIVLINLSLLGLCGYPRKPVDVPFWKNYEPSWASHHIKYLSGGSTVDLV
LDRSSGAGFQSKKSYLFGHFSMKLKLVGGDSAGVVTAFYLSSNNAEHDEIDFEFLG
NRTGQPYILQTNVFTGGKGDREQRIYLWFDPTKGYHSYSVLWNTFQIVIFVDDVPIR
AFKNSKDLGVKFPFNQPMKIYSSLWDADDWATRGGLEKTDWSNAPFTASYTSFHV
DGCEAATPQEVQVCNTKGMRWWDQKAFQDLDALQYRRLRWVRQKYTIYNYCTDR
KRYPTLPPECTKDRDI

>NtXTH20
MQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGAGHDEIDFEFLGNVSGQPYTVHTNVYSQGKGN
KEQQFHLWFDPTAAFHTYSIIWNAQKIIFLVDNSPIRVYNNHESAGIPFPKSQPMKVY
CSLWNADEWATQGGRVKTDWTHAPFTAYYRNFNIDGCAVTSGASSCKSTDSANN
ARPWQNQELDAKGRNRLRWVQSRHMVYNYCADSKRFPQGFSHECKRSRFL

>NtXTH21
MSPRFSFKMLILPIVMASLWAAASAGNFYNLADITWGEGRGKITEGGRGLSLSLDKL
SGSGFQSKNEYLFGRFDMQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGAGHDEIDFEFLGNVSG
QPYTVHTNVYSQGKGNKEQQFHLWFDPTAAFHTYSIIWNAQKIFLVDNSPIRVYNN
HESNGIPFPKIQPMKVYCSLWNADEWATQGGRVKTDWTHVPFTAYYRNFNIDGCA
VTSGTSSCKSTDSANNARPWQNQELDAKGRNRLRWVQSRHMVYNYCADSKRFP
QGFSHECKRSRFL

>NtXTH22
MASHLFLISILMGSLVAASANFNNLAEITWGEGRGKITEGGKGLSLSLDKLSGSGFQ
SKNEYLFGRFDMQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGEGHDEIDFEFLGNTTGEPYTVH
TNVYSQGKGNKEQQFHLWFDPTAAFHTYTIVWNSNRIVFLVDNIPIRVYNNHENNGI
PFPKSQPMKVYCSLWNADEWATQGGRVKTDWTHAPFTAYYRNFKIDGCAVTSGA
SSCKSTDSAGNAKAWQNQELDAKGRNRVRWVQSRHMVYNYCADKKRFPQGYSH
ECKSSRF

>NtXTH23

MASHFLLISILMGSLVVASANFNNLAEITWGEGRGKITEGGKGLSLSLDKLSGSGFQ
SKNEYLFGRFDMQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGKGHDEIDFEFLGNTTGEPYTVH
TNVYSQGKGNKEQQFHLWFDPTAAFHTYTIVWNANRILFLVDNIPIRVYNNHESNGI
PFPKSQPMKVYCSLWNADEWATQGGRVKTDWTHAPFTAYYRNFKIDGCAVTSGA
SSCKSTDSAGNAKAWQNHELDAKGRNRVRWVQSRHMVYNYCADKKRFPQGYSH
ECKSSRF

>NtXTH24
MASKFSSVMLLLCIMSIQLLAASAGNFYRDAVITWGEGRGKIQEGGRGLALTLDKLS
GSGFQSKNEYLFGRFDMQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGEGHDEIDFEFLGNVSG
QPYTVHTNVYTQGKGNKEQQFHLWFDPTAAFHTYTIVWNPHRIVFLVDNSPIRVYN
NHESIGIPFPKSQAMRVYCSLWNADEWATQGGRVKTDWTLAPFTAYYRNINIDGCA
VLSGTSSCKSSNSANNAKPWQTHELDGKGRNRLRWVQSRHMVYNYCADSKRFPQ
GFSAECKSSRF

>NtXTH25
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MASKFSSAMLLLCILMSIQLLAASAGNFYRDTVITWGEGRGKIQEGGRGLALTLDKL
SGSGFQSKNEYLFGRFDMQLKLVPGNSAGTVTTFFLSSQGEGHDEIDFEFLGNVSG
QPYTVHTNVYTQGKGNKEQQFHLWFDPTAAFHTYTIVWNPHRIVFLVDNSPIRVYN
NHENIGIPFPKSQAMRVYCSLWNADEWATQGGRVKTDWTLAPFTAYYRNINIDGCA
VLSGTSSCKSSNSANNAKPWQTHELDGKGRNRLRWVQSRHMVYNYCADSKRFPQ
GFSEECKRSRF

>NtXTH26
MSLSSASSRIPKMFLQLSVLAVFLLCTACADNFYQDATVTWGDQRAHIQEGGRLLTL
SLDKISGSGFQSKSEFLFGRFDMQLKLIPGNSAGTVTTFYLSSQGAGHDEIDFEFLG
NSSGQPYTVHTNVYSQGKGNKEQQFHLWFDPTTSFHTYSIWNAQRIIFLVDNIPIRV
YNNHEALGVAFPKNQAMRVYASLWNADDWATQGGRVKTDWSMAPFTASYRNFN
TNACVWSAASSTSSCGGSKSTDSANNDQTWQTQELDANGRNRLRWVQQKYMTY
NYCTDAQRFNQVIPPECKRSRF

>NtXTH27
MGSRIFLVLALVFSSCMVSYGGNFFQEFDFTWGGNRAKIFNGGQLMSLSLDKVSGS
GFQSKKEYLFGRIDMQIKLVAGNSAGTVTTYYLSSQGPTHDEIDFEFLGNVTGEPYIL
HTNIYAQGKGNKEQQFYLWFDPTKNFHTYSIIWKPQHIIFLVDNTPIRVYKNAESIGV
PFPKNQPMRIYSSLWNADDWATRGGLVKTDWSKAPFTAYYRNFNSQTFSSSQFSN
EKWQNQELDANGRRRLRWVQRNFMIYNYCTDFKRFPQGFPPECKRF

>NtXTH28
MARFSSSSSRSRSSLPYIVLLFVAALFVFKIDVIISQTFSSARRNLENTPNRILVKSKS
QETDDSIPVVLVNGTFHRHFILSWGDDRGKIHENGELLTLSLDKQSGSGFQSKKEYL
FAKIDMQIKLVPGNSAGTVTTFYLSSQGNKHDEIDFEFLGNSTGNPYTLHTNIFSLGQ
GNREQQFFLWFDPTADYHTYSILWNPKCIIFYVDGTPIREFKNAEKIGVPFLKYQPM
RLYSSLWNADDWATQGGRVKTNWKLAPFIASYKNFTYEACIYSRLTSSSSCNINSP
PFGNNAWLTHELDRRSRAKMKILQKKHMIYDYCKDKWRFPKGPAPECKLQ

>NtXTH29
MARFSSSSSRSRSSLPYIILLFVAALFVEKIDVIISQSFSSARRNLENTPNHILVKSKSQ
ETDDSIPVVLVNGTFHRHFILSWGDDRGKIHENGELLTLSLDKLSGSGFQSKKEYLF
AKIDMQIKLVPGNSAGTVTTFYLSSQGNKHDEIDFEFLGNSTGNPYTLHTNIFSLGQ
GNREQQFFLWFDPTADYHTYSILWNPKCIIFYVDGTPIREYKNAEKIGVPFPKYQPM
RLYSSLWNADDWATQGGRIKTNWKLAPFIASYKNFTYDACIYSRLTSSSSCNINSPP
FGNDSWLTHELDRRSRAKMKILQKKHMIYDYCNDKWRFPKGPAPECKLQ

>NtXTH30
MMKTSSCMFSFLFLSFLVLVALAENFNQEFDVTWGDGRVKILENGQLLTLSLDKTS
GSGFRSKRQYMFGKIDMKIKLVPGNSAGTVTTYYLSSLGPTHDEIDFEFLGNLSGDP
YILHTNVFVQGKGEREQQFYLWFDPTKDFHTYSILWNPRSIIFSVDGTPIRQFKNLEA
SRGIPYPKNQPMWIYSSLWDAEDWATRGGLVKTDWSKAPFIASYRNFNAQACVWS
SGSTSSCSINSTANSWITESLDNSGQARIKWVQKNYMVYNYCTDTKRFPQGFPLEC
SLN

>NtXTH31

MMKTSISCISFLFLSFLLVVMAALAGDFNQEFDVTWGDGRVKILENGQLLTLSLDKT
SGSGFRSKRQYMFGKIDMKIKLVPGNSAGTVTTYYLSSLGPTHDEIDFEFLGNLSGD
PYILHTNVFTQGKGDREQQFYLWFDPTKDFHTYSILWNPRSIIFSVDGTPIRQFKNLE
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TSMGIPYPKNQPMWIYSSLWDAEDWATRGGLVKTDWSQAPFVASYRNFNAQACV
WSSGSTSSCSRNSTANSWITESLDNSGQARIKWVQKNYMVYNYCTDIKRFPQGFP
LECSLN

>NtXTH32
MMKSFLFQMMFLVVAFAGNFNQNFDITWGDGRAKILENGQLLTLSLDKTSGSGFRS
KNQYLFGKIDLKIKLVPGNSAGTVTTYYLSSIGSSHDEIDFEFLGNLSGDPYILHTNVF
TQGKGNREQQFYLWFDPTKYFHTYSILWNPQSIIFSVDGTPIRQFKNLEASGIPYPK
NQPMWIYSSLWNADDWATRGGLVKTDWSKAPFIASYRNYNAQACVWSSTSSSSC
SPNNSTENSWLSESLDNTGQSKIKWVQNNYMIYNYCTDTKRFPQGFPPECSLN

>NtXTH33
MMKSFLFLMIFLVVALAGNFNKDFDITWGDGRAKILENGQLLTLSLDKTSGSGFRSK
NQYLFGKIDLKIKLVPGNSAGTVTTYYLSSIGSSHDEIDFEFLGNLSGDPYILHTNVFT
QGKGNREQQFYLWFDPTKDFHTYTILWNPQSIIFSVDGTPIRQFKNLEASGIPYPKN
QPMWIYSSLWNADDWATRGGLVKTDWSKAPFIASYRNYNAQACVWSSSSSSSCT
SNSSTGNSWLSESLDSTGQSRIKWVQSNYMIYNYCTDTKRFPQGFPPECSLN

>NtXTH34
MSSFSSKLVLALIVSAFAIAIAGTIDENFEITWGEGRAKMLNNGELLTLSLDKISGSGF
QSKNEYLFGKIDMQLKLVPGNSAGTVTAYYLSSQGPTHDEIDFEFLGNLSGDPYTLH
TNVFSQGKGNREQQFHLWFDPTADFHTYSILWNPQRIIFYVDGTPIREYKNAESIGV
SYPKKQPMRIYSSLWNADDWATRGGLIKTDWSKAPFSASYRNFKSATSTSAATSNS
WLNEELDNTSQERLKWVQKNYMVYNYCNDSKRFPQGFPADCAM

>NtXTH35
MASLLAQYLVFLALCSLQYHSLAYNNFNQDFDVTWGDGRAKVLNNGKLLTLSLDKA
SGSGIQSKREYLFGRIDMQLKLVRGNSAGTVTTYYLSSQGATHDEIDFEFLGNLSGD
PYIIHTNVYTQGKGDKEQQFYLWFDPTAGFHTYSILWNPQTIFYVDGTPIRVFKNMK
SRGIPYPNKQPMRVYASLWNADDWATRGGLIKTDWSNAPFIASFRNFKANACVWE
FGKSSCNSSTNPWFFQELDSTSQAKLQWVQKNYMVYNYCTDIKRFPQGFPLECNF
NSTTS

>NtXTH36
MASLLVQCLNFLALCSLQYHILASSNFNQDFDVTWGDGRAKVLNNGKLLTLSLDKA
SGSGIQSKREYLFGRIDMQLKLVRENSAGTVTTYYLSSQGATHDEIDFEFLGNLSGD
PYIIHTNVYTQGKGDKEQQFYLWFDPTAGFHTYSILWNPQTIFYVDGTPIRVFKNMK
SSGVPYPTNQPMRVYASLWNADDWATRGGLIKTDWSKAPFIASFRNFKANACVWE
FGKSSCNSSTNSTKPWFFQELDSTSQARLQWVQKNYMVYNYCTDIKRFPQGLPQE
CNFNSTTS

>NtXTH37
MAKFIAFNSLVLIATFAFHCAIVNAKISSSMYINWGAHHCQMLGDDLQLVLDKSAGS
GAQSKRTFLFGSFEMLIKLVPNNSAGTVTTYYLSSTGTKHDEIGFEFLGNVSGQPYII
HTNIYTQGVGNKEQQFYPWFDPTADFHNYTIHWNPNAVVWYIDGIPIRVFRNYQLK
GIPFPNQQGMRIYSSLWNADEWATRGGRDKIDWTNAPFIATYRKFRPRACYWNGP
LSIVQCAIPTKSNWWNFPLYSKLSAPKVDQMNSIRSKYMIYDYCKDTTRFKGVMPTE
CTLPQN

>NtXTH38
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MAKFIAFNSLVLIIATIAFHCAIVNGKISSSMYVNWGAHHCQMLGDDLQLVLDKSAGS
GAQSKRTFLFGSFEMLIKLVPNNSAGTVTTYYLSSTGTKHDEIDFEFLGNVSGQPYIL
HTNIYTQGVGNREQQFYPWFEDPTADFHNYTIHWNPNAVVWYVDGIPIRVFRNYQFK
GIPYPNQQGMRIYSSLWNADEWATRGGRDKIDWTNAPFIATYRKFRPRACYWNGP
LSIVQCAIPTKSNWWNSPLYSKLSAPKVDQMNSIRSKYMIYDYCKDTTRFKGVMPIE
CSLPQY

>NtXTH39
MAKFVAFNSLVLIIATIAFHCAIVNGKISSSMYVNWGAHHCQMLGEDLQLVLDKSAG
SGAQSKRTFLFGSFEMLIKLVPNNSAGTVTTYYLSSTGTKHDEIDFEFLGNVSGQPYI
LHTNIYTQGVGNREQQFYPWFDPTADFHNYTIHWNPNAVVWYVDSIPIRVFRNYQL
KGIPFPNQQGMRIYSSLWNADEWATRGGRDKIDWTNAPFIAKYRKFRPRACYWNG
PLSIVQCAIPTKSNWWNSPLYSKLSAPKVDQMNSIRSKYMIYDYCKDTTRFKGVTPT
ECSLPON

>NtXTH40
MAKFITFSLVLIIATFAFRCTLVNGKISSSMYINWGAHHCKMQGDDLQLVLDKSAGSG
AQSKRTFLFGSFEMLIKLVPNNSAGTVTTYYLSSTGTKHDEIDFEFLGNVSGQPYIIH
TNIYTQGVGNKEQQFYPWFDPTADFHNY TIHWNLNAVVWYVDGIPIRVFRNYELKGI
PFPNQQGMRIYSSLWNADEWATRGGRDKIDWTNAPFIATYRNFRPRACYWNGPLS
IGQCAIPTKSNWWNSPLYNKLSAPKVDQMNSIRSKYMIYDYCKDTKRFKGVTPTEC
SLPQN

>NtXTH41
MFKIMASSRLLSLANLFILAIAFHLVSVNGMFSDNMYIGWGAHHSWMQGNDLQLVL
DQSSGSGVQSKGAFLFGSIQMQIKLVPGNSAGTVTAYYLSSTGDKHDEIDFEFLGN
VSGHPYIIHTNIFTQGAGGREQQFYPWFDPTADYHNYTIHWNPSAVVWYVDDIPIRV
YKNYQSQGILYPNAQGMGVYSSLWNADNWATRGGLDKIDWTNAPFIAKYRNFAPR
ACPWYGPGSISHCAAPTPNNWYTSPEYSQLSYAKQGQMNWVRNNYMIYDYCKDT
TRFENGQIPGECFKPQF

>NtXTH42
MFKIMASSRLLSLSNLFILAIAFHLVSVNGMFSDNMYINWGAHHSWMQGNDLQLVL
DQSAGSGVQSKGAFLFGSIEMQIKLVPGNSAGTVTAYYLSSTGDKHDEIDFEFLGNV
SGQPYIIHTNIFTQGAGGREQQFYPWFDPTADYHNYTIHWNPSAVVWYVDGIPIRVY
KNYQSQGILYPNAQGMKVYSSLWNADNWATRGGLDKIDWTNAPFIAKYRNFAPRA
CPWYGPGSIRQCAAPTPNNWYTSYEYSQLSYAKQGQMNWVRNNYMIYDYCKDKT
RENGQIPGECFKPQI

>NtXTH43
MAIFFLHFLLLLIVVPSTNAGYWPPSPGYYPSSKFRSMSFYQGFRNLWGPNHQNVD
NNGINIWLDRNSGSGFKSIKPFRSGYFGASIKLQPGYTAGVITAFYLSNNEAHPGYH
DEVDIEFLGTTFGKPYTLQTNVYIRGSGDGKIVGREMKFHLWFDPTKEFHHYAILWS
PREIIFLVDDVPIRRYARKSIATFPLRPMWLYGSIWDASSWATEDGKYKADYRYQPF
YGKFTNFKASGCTAYSSRWCHPVSASPSRSGGLTRQQRQAMNWVHSHYLAYDYC
RDSKRDHSLTPECWR

>NtXTH44
MSIFFLPFLLFLIVLPSTNAGYWPPSPGYYPSSKFKSMSFYQGFKNLWGPNHQNVD
NNGINIWLDRNSGSGFKSIKPFRSGYFGASIKLQPGYTAGVITAFYLSNNEAHPGYH
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DEVDIEFLGTTFGKPYTLQTNVYIRGSGDGKIIGREMKFHLWFDPTKDFHHYAILWS
PREIIFLVDDVPIRRYARKSIATFPLRPMWLYGSIWDASSWATEDGKYKADYRYQPF
YGKFTNFKASGCTAYSSRWCHPVSASPSRSGGLTRQQRQAMNWVHSHYLAYDYC
RDSKRDHSLTPECWR

>NtXTH45
MANLFLLSLLLIFLFNSSNAQGPLSPGYYPSSKVQSLGFNQGFRNLWGPQHQSLDQ
SALTIWLDKTSGGSGFKSLENYRSGYFGTSVKLQPGYTAGIITSFYLSNNQDYPGNH
DEIDIEFLGTTPNKPYTLQTNVYIRGSGDGNIIGREMKFHLWFDPTKAYHNYAILWDP
NEIIFFVDDVPIRRYPRKNDATFPQRPMYVYGSIWDASSWATEEGRIKADYRYQPFV
GKYNNFKIAGCTANENPWCGRSPSSSPSRAGGLSRQQIAAMLWVQRNYKVYDYC
RDPRRDHTHTPEC

>NtXTH46
MALFLLSLLLLFLFNSSNAQGPPSPGYYPSSKVQSLGFSQCFRNLWGPQHQSLDQS
ALTIWLDKTTGGSGFKSLKNYRSGYFGTSVKLQPGYTAGITSFYLSNNQDYPGNHD
EIDIEFLGTTPNKPYTLQTNVYIRGSGDGNIIGREMKFHLWFDPTQAYHNYAILWNPN
ElIFFVDDVPIRRYPRKNDATFPQRPMYVYGSIWDASSWATEEGRIKADYRYQPFIG
KYNNFKIAGCTANENPWCGRSPSSSSSRAGGLSRQQMAAMLWVQRNYKVYDYCR
DPRRDHTHTPEC

>NtXTH47
MDFFHHNKTFLLSQFLIFCMIVVVSCRGPVYKPPEVEKLTDHFSRLSVNQGYNVFFG
GANVRMTNNGSSADLILDKSSGSGLISKEKYYYGFFNAALKLPAHFTSGVVIAFYMS
NSDVFPHNHDEIDFELLGHDKRRDWVLQTNLYGNGSVHTGREEKFYLWFDPTLDF
HDYTILWNNHHIVFLVDNVPIREVVHNTAISSVYPSKPMSVIATIWDGSEWATHGGK
YPVNYQYAPFVTSMKEVELEGCVRQONTSATSTCFRRSTSSLDPVDGEEFMKLSQ
QOAMTGLDWVRRKHMFYSYCQDTNRYKVLPPECTSN

>NtXTH48
MEFYHQHKTCLFSGFLIFCMIAVASSLGPIYTPPEAERLTDRFSRLSVNQGYNVFFG
GANVRLTNNGSNADLILDKSSGSGLVSRDKYYYGFFNAALKLPANFTSGVVVAFYLS
NQNIFPHNHDELDFELLGYDKRRDWVLQTNIYGNGSVSTGREEKFYLWFDPTQDF
HDYSILWNNHHILFLVDNVPVREVVNNTTISSVYPSKPMSIYATIWDGSQWATRGGK
YPVNYTYAPFVTSIKGVELEGCVSEQNASAASACARRSTSSLDPVDGEEFVKLSQQ
QMTGLDWARRKHMFYSYCQDTRRYKVLPPECTAT

>NtXTH49
MEFFHQHNTLLLSEFLIFCMISVASSLGPIYTPPEVERLTDRFSRLSVNQGYNMFFG
GVNVRLTNNGSSADLILDKSSGSGLVSRDKYYYGFFNAALKLPANFTSGVVVAFYLS
NQNIFPHDHDELDFELLGYDKRRDWVLQTNNYGNGSVSTGREGKFYLWFDPTQDF
HDYTILWNNHHILFLVDNVPVREVVHNTAISSVYPSKPMSIYVTIWDGSQWATRRGK
YPVNYTYAPFVTSIKGVELEGCVSEQNGSAATACARRSTSSLDPVDGEEFVKLSQQ
QMMGLDWARRKHMFYSYCQDTRRYKVLPPECTAT

>NtXTHS0
MDYRVLSSLSKSLTPFSLLMLLYIFPAAETATATTAKAFNLSTITFEEGYSPLFSDFNI
ERSPDDTSFRLLLNRFSGSGVISTEYYNYGFFSASIKLPAIYTAGIVVAFYTSNVDTFE
KNHDELDIEFLGNVNGQPWRFQTNLYGNGSVSRGREERYRMWFDPSNDFHHYSIL
WTPKNIIFYVDETPIREVNRNPAMGGDFPSKPMSLYATIWDASSWATNGGKAKVDY
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KHEPFATEFKDLVLEGCIVDPIEQISSTNCTDRIARLLSQNYSIMTPERRKSMKWFRE
RYMYYSYCYDNIRYPVPPPECVIVQSERDLFKDSGRLRQKMKFGGSHSHRKHRPG
RSSRRRNRAAGGGSSKSGQAAAM

>NtXTH51
MDFIRKKICLSVFLFFHVWFSTALNVSTIPFSDGFSHLFGEGNILHATDDKSLQLHLN
QRTGSGFKSSDLYNHGFFSAKIKLPSDYTAGIVVAFYTTNGDLFTKTHDELDFEFLG
NIRGKAWRFQTNMYGNGSTSRGREERYYLWFDPSKEFHRYSILWTNKNIIFYIDDV
PIREIVRNDAMGGDYPSKPMGLYATIWDASDWATSGGKYKTNYKYAPFIAEFTDLVL
NGCAMDPLEQVVNNPSCDEKDDELQKADFSRITPRQRMAMKRFRSKYMYYSYCY
DSLRYSVPPPECEIDPIEQQHFKETGRLKFNKHHHRHPKRTKSQVLDARNYGNQDE
E

>NtXTHS2
MDFIRKKICLSVFLFFHVCFITADAALNVSTIPFSDGFSHLFGEGNILHATDDKSLQLH
LNQRTGSGFKSSDLYTHGFFSAKIKLPSDYTAGIVVAFYTTNGDLFTKTHDELDFEFL
GNIRGKAWRFQTNMYGNGSTSRGREERYYLWFDPSKEFHRYSILWTIKNIIFYIDDV
PIREIVRNDAMGGDYPSKPMGLYATIWDASDWATSGGKYKTNYKYAPFIAEFTDLVL
NGCAMDPLEQVVNNPSCDEKDDELQKADFSRITPRQRMAMKRFRSKYMYYSYCY
DSLRYSVPPPECEIDHVEQQHFKETGRLKFNKHGHHRHAKRTRSQVLDARNHGNQ
DEE

>NtXTH53
MVNYHLVTFIFFSVVELVYGSSRNLPILAFDEGYSHLFGDDNVMILKDGKSAHISLDE
RTGAGFVSQDLYLHGFFSASIKLPADYTAGVVVAFYMSNVDMFEKNHDEIDFEFLG
NIRGKDWRIQTNIYGNGSTSVGREERYGLWFDPSEDFHHYSILWTENFIIFYVDNVPI
REIKRTEAMGGDFPSKPMSLYATIWDGSGWATNGGKYKVNYKYAPYIAKFSDFVLH
GCAVDPIELSSKCDTAPKTASIPTGITPDQRRKMEKFRKKQMQYSYCYDKTRYKVP
PPECVIDPKEAERLRAFDPVTFGGSRHHHGKQHRRSRSRAEGDISFL

>NtXTHS4
MVNYHLVIFIFFSVVELVYGSSRNLPILAFDEGYSHLFGDNNLMILKDGKSAHISLDER
TGAGFVSQDLYLHGFFSASIKLPADYTAGVVVAFYMSNVDMFEKNHDEIDFEFLGNI
RGKDWRIQTNIYGNGSTSFGREERYGLWFDPSEDFHHY SILWTENFIIFYVDNVPIR
EIKRTEAMGGDFPSKPMSLYATIWDGSGWATNGGKYKVNYKYAPYIAKFSDFVLHG
CAVDPIELSSKCDTAPKTSSIPTGITPDQRRKMENFRKKQMQYSYCYDKTRYKVPPT
ECVIDPKEAERLRVFDPVTFGGSRHHHGKRHSRSRSRAEGDVSFL

>NtXTHS5
MVNFRLEIFILCSFLVLVCGSSKQLQTLPFDEGYSQLFGHDNLMVLEDGKSVHLSLD
ERTGAGFVSQDLYLHGYFSASIKLPADYTAGVVVAFYMSNGDMFEKNHDEIDFEFL
GNIRAKKWRIQTNIYGNGSTNVGREERYGLWFDPSEDFHQYSILWTESQIIFYVDNI
PIREIKRTKAMGGDFPSKPMSLYATIWDGSSWATNGGKYKVNYKYAPYVAKFSDFIL
HGCAVDPIELSPKCDTTPNSASIPTSISPDQRRKMESFRKKYLQYSYCYDRTRYNVP
LSECVIDPKEADRLRGFDPVTFGGVQRHHSKRHHQRQSRREDTSSE

>NtXTH56
MVNFRLGIFILCSFLVLVSGSSKKLQTLPFDEGYSQLFGHDNLMVLEDGKSVHISLDE
RTGAGFVSQDLYLHGYFSASIKLPADYTAGVVVAFYMSNGDMFEKSHDEIDFEFLG
NIRAKNWRIQTNIYGNGSTNVGREERYGLWFDPSEDFHQYTILWTESQIIFYVDNIPI
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REIKRTKAMGGDFPSKPMSLYATIWDGSSWATNGGKYKVNYKYAPYVAKFSDFVL
HGCAVDPIELSPKCDTAPKSAFVPTGISPDQRRKMESFRKKYLQYSYCYDRTRYNV
PLSECVIDPKEADRLQGFDPVTFGGVQRHHSKRRRQRQSRREDASSE

>SEUcXET
MAVPVFSKVSVSFGLFVGLALLVGLVAGARFEELYQPGWAMDHFVYEGEVLKLKLD
NYSGAGFGSKSKYMFGKVTIQIKLVEGDSAGTVTAFYMSSDGPNHNEFDFEFLGNT
TGEPYLVQTNVYVNGVGNREQRLGLWFDPTTDFHSYSVLWNQRQVVFLVDETPIR
VHTNLEHRGIPYPKDQPMGVYSSIWNADDWATQGGRIKTDWTHAPFITSYRNFEID
ACECPATMAAADNAKRCSSAGRERRYWWDEPTVSELSLHOQNHQLKWVQAHHMV
YDYCKDTARFPVYMPAECEHHRH
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