UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
IMUNOLOGIA & DIP/GENETICA & BIOTECNOLOGIA

Cristiane dos Santos

Identificacao de proteinas e validagao de genes envolvidos na resisténcia de
Brassica oleracea a Xanthomonas campestris pv. campestris

TESE DE DOUTORADO

Juiz de Fora
2019



CRISTIANE DOS SANTOS

Identificacao de proteinas e validagao de genes envolvidos na resisténcia de
Brassica oleracea a Xanthomonas campestris pv. campestris

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pdés-graduagdo Stricto
Sensu em Genética e Biotecnologia, da
Universidade Federal de Juiz de Fora,
como requisito parcial a obtengao do grau
de Doutora em Genética e Biotecnologia:
Protedmica, interagéo planta-patégeno.

Orientador: Dr. Octavio Luiz Franco
Co-orientadora: Dra. Angela Mehta

Juiz de Fora
2019



DEDICATORIA

Aos meus companheiros de jornada
dedico.



AGRADECIMENTOS

‘A gratiddo € um balsamo para aqueles que desejam viver dias melhores. Assim,
aprender a ser grato pode lhe proporcionar uma vida com mais harmonia,
simplicidade e jubilo.” (Evilin Santos e Fabio Lemos).

Agradeco a Deus quem me deu saude e sustento nessa caminhada e acredito que
‘Jamais verei a mdo de Deus em tudo o que me acontece, sem atribuir nada a
pessoa alguma [...]", por isso, agradego a todos que participaram da minha
formacéo, principalmente os que estiveram diretamente envolvidos:

Dedico aos meus sobrinhos queridos, Kassio meu companheirinho. A minha igreja
(IBMNA) pelo apoio e oragoes.

A Dra. Angela Mehta, por prover recursos necessarios para o desenvolvimento do
trabalho em seu laboratério, pela orientagcdo e apoio desde o Mestrado. Aos meus
colegas do Laboratorio de Gendmica e Protedmica-LGP - Embrapa-Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Ao Dr. Octavio Luiz Franco por me integrar a equipe.

A todos os meus professores, foram eles que contribuiram diretamente por minhas
conquistas académicas (essa é a prova de que fui bem “doutrinada”). Aos meus
amigos, especialmente a Catarina e Fabiana, amo vocés.

Ao programa de Poés-Graduacdo em Genética e Biotecnologia da UFJF,
especialmente ao professor Marcelo Santos.

Ao departamento de Bioquimica da Universidade de Cordoba (UC)-Espanha
liderado pelo Dr. Jesus Valentin Jorrin-Novo, o qual me recebeu muito bem em seu
laboratdrio, para realizar as atividades durante o Doutorado Sanduiche. As minhas
queridas italianas, Barbara, llari e Sabina.

A colaboracdo do Dr. Fabio Nogueira e Dr. Gilberto Domont do Laboratério de
Quimica de Proteinas - Unidade Protedmica, Departamento de Bioquimica, Instituto
de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ); a colaboragao do Dr.
Wagner Fontes do Laboratério de Quimica de Bioquimica e Proteinas da
Universidade de Brasilia (UnB) e aos colaboradores do Laboratério de Interagéo
Molecular Planta-Praga, LIMPP, Embrapa.

A EMBRAPA (pela estrutura para desenvolvimento das atividades de laboratério);
CAPES; CNPqg e FAPDF, pelo investimento financeiro.



“Ciéncia e vida ndo podem nem devem
ser separadas. Ciéncia, para mim, da uma
explicagdo parcial da vida. E baseada em
fatos, na experiéncia e em experimentos.
Suas teorias sdo aquelas que vocé e
muitas outras pessoas acham mais facil e
mais agradavel de acreditar, mas, até
onde eu posso ver, ndo tém nenhum outro
fundamento que ndo levam a uma viséo
agradavel da vida [...]. Concordo que a fé
€ essencial para o sucesso na vida [...].
Em minha opinido, tudo que é necessario
para a fé é a crenga de que, ao fazer o
nosso melhor vamos chegar mais perto
do sucesso e que O SUCESSO em NoSSoS
objetivos... vale apena alcancgar [...]".

(Rosalind Elsie Franklin)

“Na vida, ndo existe nada a se temer,
apenas a ser compreendido.”
(Marie Curie)



RESUMO

A determinagao da fungéo génica, visando a confirmagao do envolvimento de genes
em determinada condig&o bioldgica, ainda é um desafio da era pés-gendémica, sendo
que a analise proteOmica se mostra uma técnica poderosa para essa finalidade. O
enriquecimento de organelas também pode contribuir para a identificacdo de
proteinas menos abundantes na analise de amostras complexas de plantas. No
presente estudo, folhas jovens de Brassica oleracea var. capitata (repolho) de
cultivares moderadamente resistente (Astrus Plus) e suscetivel (Veloce) foram
infiltradas com suspensdo de Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc),
(solucédo NaCl 0,85% e Xcc, ODes00=0,6) e coletadas 24 h apds a infeccéo. Para a
condigdo controle, folhas de ambas as cultivares foram infiltradas com solu¢do de
NaCl 0,85%. As proteinas foram extraidas, do extrato de folhas e cloroplastos, com
fenol e precipitadas em acetato de aménio em metanol. As amostras foram
analisadas por LC-MS/MS e os espectros gerados foram analisados com os
softwares Progenesis QI e PEAKS7® para identificagdo e quantificagdo de proteinas.
Apds a comparagao da cultivar resistente inoculada com a néo inoculada (RI:RC)
foram identificadas 2680 proteinas, enquanto 2686 proteinas foram encontradas na
comparagao entre a cultivar suscetivel inoculada comparada ao controle (SI:SC).
Mais de 300 proteinas diferencialmente abundantes, em ambas as cultivares, foram
identificadas. Do total geral, o enriquecimento de cloroplasto contribuiu com mais
600 proteinas em RI:RC e mais de 900 em SI:SC, que nao foram detectadas nas
amostras do extrato de folha. Foram analisados ainda 30 genes por RTg-PCR em
ambas as cultivares. Na cultivar resistente, 9 genes tiveram nivel de expresséao
diferencial estatisticamente significante em relagdo ao controle (7 com expressao
aumentada e 2 diminuida) na cultivar resistente, enquanto a cultivar suscetivel
mostrou 13 genes validados (10 regulados positivamente e 3 negativamente). Entre
os genes diferencialmente expressos, com significAncia estatistica, avaliados por
RTg-PCR, trés genes, potencialmente envolvidos na defesa da planta, foram
escolhidos para validagao funcional por superexpressao génica em planta modelo.
Os genes de repolho, BoCHB4, BoESP e BoRGP1, expressos em Arabidopsis,
foram validados demonstrando expressdo aumentada nas plantas transgénicas
(578, 22.000 e 7,5 vezes, respectivamente) quando comparado com as plantas n&o
transformadas (wild type-WT). Este trabalho, além de contribuir para o
enriquecimento do banco de dados e identificacdo de proteinas de adaptagdo ao
estresse pela planta, pode fornecer informagbes de genes candidatos para
programas de melhoramento genético.

Palavras-chaves: Interacdo planta-patogeno, Podriddo negra, Protedmica,
Superexpressao génica, Repolho.



ABSTRACT

Gene function determination, among at the confirmation of genes involvement in
certain biological condition, is still a post-genomic era challenge, being that the
proteomic analysis is a powerful technique for this purpose. Cellular organelles
enrichment can also contribute for the less abundant proteins identification in the
complex plant samples analysis. In the present study, young leaves of Brassica
oleracea var. capitata (cabbage) of moderately resistant (Astrus Plus) and
susceptible (Veloce) cultivars ware infiltrated with Xanthomonas campestris pv.
campestris, (NaCl 0.85% and Xcc ODsoo = 0.6 solution) and collected 24 h after
infection. For the control condition, the both cultivars leaves were infiltrated with NaCl
0.85% solution. Proteins from leaf extract samples and chloroplasts were extracted
with phenol and precipitated with ammonium acetate in methanol. The samples were
analyzed by LC-MS/MS and the generated spectra were submitted to software’s
Progenesis QI and PEAKS7® for protein identification and quantification. After the
comparison of the resistant inoculated cultivar with the control (RI:RC) resulted in
2680 identified proteins, while 2686 proteins were found in the susceptible inoculated
cultivar compared to the control (SI:SC). More than 300 differentially abundant
proteins, in both cultivars, were identified. The chloroplast enrichment contributed
with more than 600 proteins in RI:RC and more than 900 in SI:SC, not identified in
leaf extract samples. We further analyzed 30 genes by RTq-PCR in both cultivars. In
resistant cultivar, 9 genes had differential expression level statistically significant
when compared with control (7 up-regulated and 2 down-regulates), while the
susceptible cultivar showed 11 validated genes (10 up-regulated and 3 down-
regulated). Among the differentially expressed genes, with statistical significance,
evaluated by RTq-PCR, three genes, potentially involved in plant defense were
choose for functional validation by genic overexpression in model plant. The genes,
BoCHB4, BoESP e BoRGP1, expressed in Arabidopsis, were validated and showed
up-expression in transgenic plants in RTq-PCR analysis (578, 22,000 and 7.5-fold,
respectively), when compared with non-transformed plants (wild type, WT). This work
besides of to contribute for protein database enrichment and identified proteins of
stress adaptation by the plant provide information of potential genes candidates in
genetic enhancement programs.

Keywords: plant-pathogen interaction, cabbage, proteome, genic overexpression,
cabbage.
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1 INTRODUGCAO

Brassica oleracea é considerada uma das espécies mais importantes da
familia Brassicacea. O consumo dessa espécie aumentou em todo o mundo, e ha
década é superado apenas pelas solanaceas (por exemplo, batata e tomate)
(ROSA, 1997; FILGUEIRA, 2000; DHALIWAL, 2017). Um dos problemas mundiais
no cultivo de brassicas € a doenga podriddo negra causada pela bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) o agente etioldgico dessa bacteriose
considerada uma das doencas mais destrutivas das cruciferas, e de maior
importancia econémica entre as brassicas (VORHOLTER et al., 2003). Trata-se de
uma doenga considerada grave pois além de causar perdas de rendimento e
qualidade, pode acometer a planta em qualquer fase do desenvolvimento (GHINI;
HAMADA; BETTIOL, 2011).

A dificil contencdo da doenca pode estar relacionada a dificuldade de
deteccdo. O acesso aos principais meios de deteccao (testes de crescimento em
casa de vegetacdo, métodos laboratoriais como a utilizagdo de meios de cultura
semisseletivo, sorologia e PCR), ha muito tempo € o principal desafio dos produtores
(CHANG et al., 1991; BERG et al., 2005; KOSITCHAROENKUL et al., 2011). Outro
problema da contengdo de fitopatdgenos pode estar relacionado as modificagcbes
moleculares incluindo, mutagdes nos genes, aquisi¢do de novos genes ou perda de
outros que pode acontecer em ambas as espécies da interagao planta-patéogeno, ou
seja, ao longo do tempo a medida que a planta desenvolve um mecanismo
molecular de combate ao patdbgeno, o mesmo, na tentativa de burlar o mecanismo
de defesa, devido a grande variabilidade genética, pode a nivel molecular,
diferenciar os mecanismo de viruléncia e/ou patogenicidade, incluindo moléculas
efetoras (BARBIERI; CARVALHO, 2001; CARVALHO et al.,, 2008; BADEL et al.,
2018).

Alguns genomas de brassica tém sido estudados incluindo o genoma A (B.
rapa), o BC (B. carinata, originada do cruzamento dos genomas B. nigra e B.
oleracea) e o genoma AC (B. napus, origem de B. rapa x B. oleracea). Em brassicas
ja foi caracterizado gene de resisténcia que pode conferir resisténcia duradoura a
podriddo negra para os genomas A e B (GUO; DICKSON; HUNTER 1991;
KUGINUKI et al., 2000). Mesmo com o conhecimento acumulado ao longo dos anos

sobre os genomas C (B. oleracea), informagbes sobre genes de resisténcia sao
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limitados, e ndo ha fonte de resisténcia efetiva contra a doenga da podridao negra
para esse grupo gendmico (CAMARGO; WILLIAMS; OSBORN, 1995; SHARMA, et
al., 2016). Desta forma, € necessario elucidar a fungcdo dos genes envolvidos na
defesa da planta, para desenvolver métodos de controle de doencas que sejam
duradouros. Para o controle da podriddo negra em repolho, uma medida que pode
ser eficiente é o desenvolvimento de cultivares tolerantes e/ou resistente, com o
auxilio da genémica funcional para explorar da expressao de genes de defesa para
o desenvolvimento de tais cultivares. E contribuir ainda com as técnicas
convencionais de obtenc&o de cultivares, ou seja, o cruzamento direto entre essas
plantas para gerar plantas com tolerancia e/ou resisténcia duradoura, contribuido
principalmente para o consumo, ja que a aceitagdo de organismos modificados
geneticamente (OGMs) ainda € uma barreira para engenharia genética de plantas.

“wa

As estratégicas “Omicas” incluindo, transcriptdmica, metabolémica,
proteOmica, permitiram avangos na analise celular comparativa. A protedmica
mostrou ser um método de estudo poderoso, podendo contribuir diretamente em
questdes relacionadas com estudos de larga-escala da fungdo génica direcionadas
em nivel proteico (TULI; HENSSOM, 2009), de um modo geral, a protedmica permite
conhecer o produto de um determinado gene, as propriedades quimicas e locais de
atuacado na ceélula, através de metodologias reprodutiveis e sensiveis, que podem
levar a analise mais abrangente do conteudo proteico e modificagdes pos-
traducionais.

Com dados obtidos na protedbmica de plantas, a analise da abundancia da
proteina pode contribuir para a deteccdo de genes responsivos aos diferentes
estresses, incluindo o estresse causado por agentes fitopatogénicos. O acumulo de
sequéncias gendémicas e estudos protedmicos puderam abrir novas perspectivas na
era pos-genbmica, principalmente para explorar as modificagées celulares dos
organismos envolvidos na interacdo patégeno-planta. A associagdo da gendmica
funcional aplicada a interagdo patogeno-planta, pode levar ao estudo mais
aprofundado na funcéo de genes importantes para a defesa da planta.

A superexpressao de genes, uma abordagem da genética classica, vem
sendo explorada ao longo dos anos, inicialmente envolvendo técnicas de
transformacao de leveduras, construgdes de bibliotecas gen6micas com vetores
(BEGGS, 1978; HINNEN et al., 1978; CARLSON; BOTSTEINS, 1982; ROSE;
BROACH, 1990). Ao longo dos anos com o aperfeicoamento da técnica, foi possivel
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a aplicagdo da clonagem para analise de plantas. A superexpressao de genes em
plantas transgénicas mostrou grande relevancia para a elucidacédo da fungdo de
varios genes, em diferentes condicdes fisiolégicas da planta, quando submetida a
diferentes estresses, bidtico e abidtico (KONDOU et al.,, 2010; revisado por
PRELICH, 2012)

Dessa forma, a genémica funcional pode ser importante para explorar e
compreender os mecanismos celulares outrora inexplorados, e contribuir para
deteccdo de vias de sinalizagdo importantes em relacionadas ao processo de
infeccdo tanto em relagdo ao patdégeno quanto na resposta do hospedeiro. As
técnicas protedbmicas podem fornecer a ligagdo entre a expressao génica e a
abundancia de proteinas e ajudar a identificar as proteinas envolvidas na defesa e
resisténcia das plantas (KAMAL, KIM et al., 2010, KOMATSU e HOSSAIN, 2017).

Neste contexto, no presente trabalho utilizando gendémica funcional, foi
realizado com o objetivo de identificar genes responsivos ao estresse causado por
Xcc nas primeiras horas de infecgdo, assim como validagao funcional de trés genes,

com expressao diferencial, para superexpressdo em Arabidopsis thaliana.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 BRASSICA
2.1.1 Caracteristicas e importancia econémica

A familia Brassicaceae possui aproximadamente 338 géneros e 3.709
espécies (WARWICH et al., 2006). Acredita-se que espécies dessa familia tenham
originado do Oriente Médio, regido do Mediterraneo (PRAKASH; HINATA, 1980;
WARWICK, 2011). Plantas da familia Brassicacea podem ser cultivadas para
preparo de condimentos e como plantas ornamentais. Entre as espécies da familia
Brassicaceae, podem-se destacar algumas hortaligas do género Brassica, com
representantes economicamente importantes amplamente cultivados e consumidos
mundialmente (WARWICK, FRANCIS; AL-SHEHBAZ, 2006; WARWICK, FRANCIS;
GURGEL, 2009). Estima-se que mais de 139 milhdes de toneladas de vegetais
desse género foram produzidos nos ultimos anos movimentando mais de 14 bilhdes
de dolares (http://faostat.fao.org/).

O género Brassica compreende aproximadamente 50 espécies diferentes
espalhadas pelo mundo, destacando-se B. oleracea, B. rapa e B. nigra (Figura 1),
trés espécies com grande diversidade morfologica e nas formas de cultivo (SONG;
OSBORN; WILLIAMS, 1988). Varios estudos realizados para explorar as
caracteristicas agrondmicas e moleculares das brassicas contribuiram para o
desenvolvimento de um banco de dados (http://www.brassica.info/) onde sao
disponibilizadas informacbes sobre as caracteristicas filogenéticas, genémicas e
agrondmicas, além de caracteristicas terapéuticas da familia Brassicaceae
(WARWICK et al., 2009).
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B. nigra
(mostarda preta)

B. carinata
(mostarda abissinia)

B. juncea
(mostarda da india)

< “éﬁff

Repolho, (o4
selvagem
BBC( AABB
n=17 / X=6 \ =18
B. oleracea B. napus

(mostarda selvagem) (colza) {mostarda de campo)

Figura 1. O diagrama “Triangulo U” (modificado pelo
autor) ilustrando as relagbes genémicas entre s seis
espécies do género Brassica, originadas do repolho
selvagem. Essa teoria, publicada inicialmente por
Woo Jan-choon em 1930, demonstra principalmente o
cruzamento de trés espécies entre si (vértice do
triangulo), originando mais 3 novas. Os genomas séo
representados pelas letras A, B, C (B. rapa, B. nigra,
B. oleracea, respectivamente) referindo as espécies
diploides; n=nuimero de cromossomos (NAGAHARU,
1935; JULES, 2009), fotos:
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

Estudos genéticos e morfolégicos revelaram a existéncia de diversidade em
algumas espécies de Brassica (B. nigra, B. juncea, B. rapa, B. napus e B. oleracea)
subdividindo as espécies em variedades (Figura 2), de acordo com diferentes
caracteristicas apresentadas por seus representantes (PRAKASH; HINATA, 1980;
WARWICK, 2011; SCHMIDT; BRANCROFT, 2011). Variedades de B. oleracea
incluindo capitata, sabauda, gemmifera, gongyloides, italica, viridis, costata,
medullosa, sabellica, destacam-se ndo apenas pela grande diversidade genética e
morfoldgica, multiplos grupos de cultivares (Figura 2), mas também pelo importante
papel que ocupa na alimentagdo humana, uma vez que varias partes da planta sao
utilizadas para consumo (raizes, folhas, brotos, flores e sementes). Essas plantas
também podem ser utilizadas como forragem, fonte de 6leos e plantas ornamentais
além de alguns representantes serem utilizados como organismos modelo (p.e.
Arabidopsis thaliana) (PRAKASH; HINATA, 1980; WARWICK, 2011; SCHMIDT;
BRANCROFT, 2011).
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Brassica oleracea var. capitata %\ '
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—— Brassica oleracea var. italica *
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g::i.‘;alzs Brassica oleracea ——, colve-flor
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EL

Figura 2. Arvore filogenética, ilustrativa, de algumas espécies do taxon Brassicales incluido espécies
do género Brassica componentes do triangulo “U” (B. nigra, B. rapa e B. oleracea) e A. thaliana. A
arvore com as espécies de interesse foi obtida utilizando a ferramenta phyloT, o gerador de arvores
filogenéticas baseado na taxonomia das espécies presentes no banco de dados NCBI
(https://phylot.biobyte.de/), utilizando a ferramenta arvore da vida interativa (iTOL) (LETUNIC; BORK,
2016), na ilustragdo estao destacadas as principais variedades da espécie B. oleracea, com fotos de
algumas variedades mais comuns. O ramo em vermelho indica a variedade utilizada no presente
estudo; foto: repolho-selvagem (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

A variedade capitata (repolho) tem se destacado pela importancia
socioecondmica, no Brasil devido ao alto nivel de producao e consumo (REIS et al.,
2017), é considerada uma variedade de grande importancia na agricultura familiar,
onde pode gerar empregos e evitar o éxodo rural devido a grande necessidade de
mao-de-obra (SILVA et al.,, 2012; CASSOL; LENHARDT; GABRIEL, 2017). As
regides do Brasil que a produgéo de repolho tem maior expressao sao as Sudeste e
Sul. A cada ano a area plantada desses vegetais tem aumentado, a produgdo média
s6 no estado de Sao Paulo, estado de maior produgcdo nacional, é de
aproximadamente 30 toneladas por hectares/ano, sendo que s6 em 2015 a area
plantada foi de 5,9 mil hectares no estado (CARVALHO et al., 2016), o cultivo e
aumento de consumo dessas plantas tem agregado grande importancia
agroeconémica, além de proporcionar beneficios a saude humana devido ao alto
valor nutricional, provendo energia e nutrientes importantes (revisado por, SANLIER;
GULER SABAN, 2018).

No entanto, assim como em varias outras culturas importantes
economicamente, a infeccdo por agentes patogénicos pode levar a grandes perdas
econdmicas. Espécies patogénicas do género Xanthomonas causam preocupagao
para o cultivo de Brassicas em todo o mundo (LEYNS et al., 1984; RYAN et al,,
2011).
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2.2 O GENERO Xanthomonas

Xanthomonas consiste em um género composto por bactérias Gram-
negativas. O nome Xanthomonas é originado do grego que quer dizer
xanthos=amarelo e monas=entidade, devido a coloragao amarela caracteristica das
coldnias (revisado por Ryan et al., 2011). Estudos sobre caracteristicas bioquimicas,
fenotipicas, morfologicas e graus de patogenicidade levaram Dowson (1939) a
descrever 60 espécies de Xanthomonas. Todavia, com 0 avango tecnoldgico e
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, foram realizados estudos que
reclassificaram as espécies de Xanthomonas (DE VOS; DE LEY, 1983; VAN DEN
MOOTER; SWINGS, 1990; YANG et al., 1993). Em 1995, Valterin e colaboradores,
utilizaram técnicas de hibridizacdo de DNA e observaram que se tratava de um
género com espécies muito complexas e devido a essa complexidade era
necessaria uma reclassificacdo. Além dos dados de hibridizagdo, resultados de
analise nutricional e da composicdo de acidos graxos contribuiram para a
reclassificacdo, de todas as espécies e patovares estudados. Apds a reclassificacao
foi sugerido (VAUTERIN et al., 1995) que apenas os patovares que infectavam
brassicas fossem mantidos como pertencentes a espécie Xanthomonas campestris
(pvs. aberrans, armoraciae, barbareae, campestris, incanae e raphani) e esses
patovares sdo reconhecidos pela Sociedade Internacional de Patologia de Plantas
(ISPP - do inglés International Society for Plant Pathology) (ISPP, 2006).

Espécies do género Xanthomonas provocam diversas doengas que afetam
culturas economicamente importantes, no mundo todo tanto monocotiledonea
(aproximadamente 124 plantas hospedeiras), quanto dicotileddnea
(aproximadamente 268 plantas hospedeiras). Um grupo diversificado, com uma
ampla variedade de espécies, linhagens e hospedeiros, faz esse género o maior
grupo de bactérias fitopatogénicas (LEYNS et al., 1984; RYAN et al., 2011). Entre as
doengas causadas por espécies desse género, podemos citar, por exemplo, a
mancha bacteriana em plantas da familia Solanaceae causado pela espécie
Xanthomonas axonopodis pv. citris (DOIDGE, 1921; GARDNER; KENDRICK, 1921;
GITAITIS; McCARTER; JONES, 1992; JONES et al., 2004), cancro citrico em Citrus
e plantas do género Rutadea, (LEITE JUNIOR, 1990; BRAITHWAITE et al., 2002), a

doenga denominada “Prunus Bacterial Spot” (PBS) em plantas do género Prunus e
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hibridos (BRADBUBY, 1994), podriddo negra em Brassicacea, causada por
Xathomonas campestris pv. campestris (Xcc), sendo principal doenga bacteriana das
cruciferas (GHINI, HAMADA; BETTIOL, 2011).

X. campestris pv.campestris (Xcc) tornou-se uma das bactérias-modelo para
estudos relacionados a interagao planta-bactéria fitopatogénica. Algumas cepas de
Xcc tiveram o genoma sequenciado (DA SILVA et al.,, 2002) e, com os dados
disponiveis foi possivel avangar com estudos comparativos entre os diferentes
patovares (QIAN, et al., 2005; BOLOT et al., 2013).

2.2.1 Podridao negra

A podriddo negra consiste em uma doenca causada pela bactéria X.
campestris pv. campestris que acomete todas as brassicas. Essa doenga tem sido
considerada muito grave, causando perdas em rendimentos e qualidade, podendo
surgir em qualquer fase do desenvolvimento da planta (GHINI, HAMADA; BETTIOL,
2011). A podridao negra foi descrita pela primeira vez por Garman em 1894, como
uma doenca de couve, porém, o tipo de agente causal da doenga ndo foi
determinado. Em 1895, Pammel, observou em nabos uma doenga semelhante
causada por bactérias, formando colénias amarelas em meio de cultura, a qual
acreditava ser Bacillus campestris. Porém, no sudeste de Wisconsin nos Estado
Unidos, em 1898, Russel e Smith atribuiram a doencas de nabos e repolhos a
Xanthomonas campestris, que devastou campos de repolho no pais (RUSSELL,
1898; SMITH, 1898; BRADBURY, 1994).

A disseminacdo da doenga pode ocorrer principalmente através das
sementes infectadas (Figura 3), apds alcangar o sistema vascular, a bactéria pode
migrar através do pedunculo floral e infectar as sementes, ficando viavel por até trés
anos (KLISIEWICZ; POUND, 1961). A transmissado da doenca pode também ocorrer
via solo infectado, por transplantes infectados, pelo manejo de residuos da colheita e
até mesmo pela retirada de plantas daninhas (SCHAAD; ALVAREZ, 1993). A
bactéria pode se estabelecer na planta através de poros nas margens da folha ou
através de alguma injuria na superficie foliar. Os sintomas normalmente aparecem
10-14 dias apds a penetracdo da bactéria na planta hospedeira. Xcc coloniza o

sistema vascular, movimentando-se rapidamente por possuir flagelos (Figura 4).
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Figura 3. Ciclo de desenvolvimento e disseminagdo da podriddo negra em
repolho. Xcc (X. campestris pv. campestris). Fonte: figura produzida pelo
préprio autor (com informacgdes retiradas de KLISIEWICZ; POUND, 1961;
SCHAAD; ALVAREZ, 1993).

Desde o seu primeiro relato, a doenga foi identificada em todos os locais
onde havia cultivo de Brassicaceae, levando os agricultores a se preocuparem em
conter esse agente, devido a severidade com que atacou as culturas na época,
(RUSSELL, 1898; SMITH, 1898; BRADBURY, 1994). Embora Brassica oleracea,
planta economicamente importante, seja um hospedeiro de Xcc, outras culturas
podem ser atacadas pela doenga da podriddo negra como rabanetes, cruciferas
ornamentais e espécies de plantas daninhas (BRADBURY, 1994). Além disso, a
planta modelo A. thaliana também ¢é suscetivel a essa doenca (VICENTE; HOLUB,
2012).
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Figura 4. llustracdo de como ocorre a penetragdo de Xcc nos tecidos vegetais. A infecgdo por Xcc,
pode ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento da planta. Apds ocorrer alguma injuria na
superficie foliar a bactéria pode penetrar através epiderme, invadir as células do mesdfilo e colonizar
rapidamente o sistema vascular causando lesées nas margens das folhas e/ou morte da planta
(Santos, 2015).

Quando a temperatura for superior a 25°C, pode ocorrer a produgao de
grandes quantidades de xantana, um polissacarideo que obstrui os vasos do xilema
impedindo o fluxo de agua e causando lesdes cloréticas caracteristicas (Figura 3),
em forma de V, originadas nas margens das folhas (SUTTON; WILLIAMS, 1970). Foi
observado que, apds a colonizagdo dos tecidos em 24 h, ja pode ser observado
presenca de xantana preenchendo os espagos entre as células (SWINGS;
CIVEROLO, 1993).

Em um estudo de viabilidade das cepas de Xcc, foi observado que essas
bactérias podem sobreviver no solo de forma independente do hospedeiro, embora
tenham capacidade de sobreviver por mais tempo dentro de restos de tecido vegetal
do que em forma livre. No entanto, a disseminagdo do patdgeno, e consequente
propagacao da doenga, podem ser mais eficazes por tecidos frescos descartados no
solo (onde a bactéria pode permanecer viavel por até dois meses) do que pelos
tecidos presentes no solo ha mais tempo, cerca 4 meses (MICHEREFF, ANDRADE;
MENEZES, 2005).

O desenvolvimento do patégeno pode estar diretamente ligado as condigdes
climaticas que exercem um grande efeito sobre a suscetibilidade do hospedeiro,
facilitando sua penetracdo na planta. A prevaléncia da doenga é grande em climas
quentes e umidos, agindo de forma mais grave em regides continentais tropicais,
subtropicais e umidas. Com a umidade, goticulas de agua se formam favorecendo a

infeccdo e contribuindo para a gravidade da doenga, uma vez que a mesma se
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espalha facilmente e rapidamente, retardando o desenvolvimento da planta
(RUSSELL, 1898). Ha também relatos de podriddo negra em locais de climas frios
(Europa e América do Norte), porém, raramente a doencga progride para causar a
destruicao da planta (SMITH, 1898).

A contencdo de Xcc torna-se ainda mais dificil quando sementes sé&o
infectadas, pois o desenvolvimento da doenca pode ocorrer durante qualquer
periodo do crescimento da planta e raramente o patdogeno € detectado. A compra de
grande quantidade de sementes inviabiliza o diagndstico precoce, uma vez que os
métodos para identificagdo disponiveis incluem testes de crescimento em casa de
vegetagdo e meétodos laboratoriais como a utilizacdo de meios de culturas
semisseletivo, sorologia e PCR, pouco acessiveis aos produtores (CHANG et al.,
1991; BERG et al., 2005). A indugao de floragdo nas culturas (principalmente para
comercializacdo das sementes) € estimulada em regides costeiras temperadas,
locais onde o inverno € ameno, sendo ideais para a produ¢ao de sementes (Figura
5).

Oriente
América Médio
Central

Africa

América
do Sul

Oceania

Figura 5. Mapa representando as regides onde ocorre maior produgdo de sementes
de cruciferas. Circulos em destaque indicam as principais regides produtoras, na
América do Norte e Sul, no sul da Africa (onde pode ser encontradas espécies
endémicas), na Asia, Europa e Oceania (adaptado de WILLIAMS, 1980).

Durante a floragdo e maturagdo das sementes, pode ser dificil a deteccédo da
bactéria, pois ha grande desenvolvimento das plantas e senescéncia de folhas
inferiores. Outro problema que dificulta a detecgdo de Xcc consiste na invasao

sistémica em hastes florais, a qual raramente resulta em sintomas externos tipicos,
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embora possa ocorrer escurecimento da veia interna dos colmos de sementes e
queda prematura das folhas (WILLIAMS, 1980).

O conhecimento dos fatores genéticos, moleculares e bioquimicos da
interacdo planta-patégeno pode fornecer informagdées importantes para o
desenvolvimento de estratégias para o controle de doengas em plantas, pois o
controle da doenga ainda € concentrado na rotacdo de culturas, emprego de
cultivares resistentes, além do emprego de defensivos agricolas, principalmente
fungicidas cupricos, e agroquimicos incluindo pesticidas, herbicidas e inseticidas
para evitar a disseminagcdo da bactéria (FILGUEIRA, 2012; BARROSO, 2016;
revisado por OMBUNA; NYANGERI; MAOBE, 2019). Os ultimos métodos de
controle citados podem contaminar tanto o solo e outros vegetais para consumo,
como os lengdis freaticos, causando prejuizos ambientais. No caso da podridao
negra em cruciferas, a recomendacao € eliminar totalmente a fonte (MARINGONI,
2005). Assim, a utilizacdo de culturas resistentes representa a melhor estratégia
para evitar as perdas causadas por essa doenca, além de levar a redugdo na
utilizacdo de pesticidas e fungicidas, reduzindo a contaminagdo do meio ambiente e
0s riscos para a saude humana e animal (LEPPIK, 1970; STASKAWICZ et al.,
1995).

2.3 INTERACAO PLANTA-PATOGENO

Freeman e Beattie (2008) afirmam que a primeira linha de defesa da planta
consiste em caracteristicas presentes na superficie, mecanismo comum as plantas
superiores, uma vez que todos os tecidos vegetais possuem estruturas que auxiliam
a limitar a adeséao, penetragao e disseminagédo de patdégenos. Essas caracteristicas
consistem em barreiras para impedir a penetragao do fitopatégeno, uma vez que a
principal via de penetracao é através da epiderme. A resposta de defesa da planta
envolve uma complexa rede de sinalizagdo e uma extensiva amplificagdo dos sinais
na tentativa de conter o patégeno (SUZUKI et al., 2003). Assim, as plantas podem
responder ao agente agressor com varios mecanismos de defesa combinados,
constitutivos e induzidos.

O mecanismo constitutivo ou pré-formado envolve fatores estruturais da
planta incluindo cuticula, tricoma, estématos, fibras/vasos condutores (constituintes

da barreira mecanica da planta, considerada a principal linha de defesa contra
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micro-organismos e insetos) e fatores bioquimicos como os metabdlitos secundarios
(fendis, (glicosidicoalcaloides, lactonas insaturada, glicosideos fendlicos e
cianogénicos, inibidores proteicos), proteinas (quitinases, B-1,3 glucanases) entre
outros. Entre os fatores estruturais ligados ao mecanismo poés-formado estéao
papilas, halos, glicoproteinas ricas nos aminoacidos hidroxiprolina (HRGP — do
inglés Hydroxyproline-rich glycoprotein) e proteinas ricas em glicina (GRP - do
inglés glycine-rich protein), camada de cortica, camadas de abscisdo e tiloses.
Quanto aos fatores bioquimicos também envolvidos na resposta induzida, podemos
citar as fitoalexinas, as proteinas relacionadas a patogénese e as espécies reativas
de oxigénio e hormdnios vegetais importantes para o desenvolvimento e defesa da
planta (PASCHOLATI; LEITE, 1994; TAIZ et al., 2017). Dependendo da necessidade
e condi¢gdes ambientais, os fitormdnios podem agir como sinalizadores em plantas,
desempenhando papel fundamental na regulacdo do crescimento, diferenciagao
celular e defesa (TAIZ et al., 2017).

2.3.1 A importancia de horménios vegetais na interagao planta-patégeno

Estudos relacionados a sinalizagdo de defesa demonstraram que os
fitormbnios, acido salicilico (AS), acido jasménico (AJ) e etileno (ET), e apesar de a
natureza dos sinalizadores primarios ainda ndo ser conhecida (CONRATH et al.,
2006; GOELLNER; CONRATH, 2008).podem ter um papel fundamental no
desenvolvimento da planta e na resposta de defesa primaria, esses horménios
podem estar envolvidos na regulagdo da resisténcia basal contra diferentes
patdgenos (TON et al., 2001; KOORNNEEF; PIETERSE, 2008),

O acido salicilico, o salicilato e seus analogos s&o compostos quimicos
produzidos em resposta a infecgdo. Acredita-se que a resposta de hipersensibilidade
(RH) possa desencadear a produgcdo de AS, que por sua vez, pode induzir a
producao de proteinas relacionadas a patogenicidade (PR - do inglés Pathogenesis-
related). Sendo assim, AS pode ter um papel importante na indugéao de resisténcia,
além de ser um regulador-chave na resposta sistémica adquirida (RSA) (SPLETZER,;
ENYEDI, 1999). Além da RH, a produgdo de metil-salicilato (MeSA), durante o
ataque do fitopatogeno, também pode resultar na indugdo da via AS, resultando na
producdo de PRs, conhecidas também pela ativagdo de genes de defesa

contribuindo para a resisténcia da planta (SHULAEV et al., 1997).
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Algumas evidéncias revelam que o fitormonio AJ, e seus derivados,
distribuidos em tecidos das plantas, pode ser considerado um dos principais
hormdnios vegetais. Esse horménio esta intimamente envolvido no desenvolvimento,
em varios processos fisioldgicos (alongamento de raizes, abertura e fechamento de
estdbmatos, senescéncias etc.) e, também, na defesa da planta. A indugcéo da
expressdo de genes de defesa, causada pela presengca de AJ foi proposto apds
verificar o aumento da concentragcdo desse composto em locais da infecgao,
causado por agentes patogénicos ou lesdo no tecido por agente abidtico
(WASTERNACK, 2007), outras evidéncias também corroboram para a participagao
AJ, juntamente com o etileno (ET), no processos de regulacdo positiva de genes de
defesa (O'DONNELL et al., 1996).

O etileno consiste em um horménio vegetal volatil proveniente do
catabolismo do aminoacido metionina (KEND, 1993), e assim como o AJ, também
participa de processos fisioldgicos importantes nas plantas e pode ser considerado
um potente regulador do desenvolvimento das mesmas (WAN, DANNING; BENT,
2002), mas sugere-se que esse hormonio possa estar associado a um sintoma e
nao a causa da indugcado da resposta de defesa (STICHER, MAUCH; METRAUX,
1997). No entanto, ha evidéncias de participagao direta do etileno nos processos de
defesa da planta relacionados aos estresses abidticos ou bidticos (VAN DEN
MOOTER; SWINGS, 1990). Algumas evidéncias sugerem que, o etileno, seja
primordial na resisténcia sistémica induzida (RSI), e o acumulo do de ET, juntamente
com o AS, pode ser essencial para o estabelecimento da resisténcia sistémica
adquirida (RSA) (DELANEY et al.,, 1994; TON et al.,, 2001). Os resultados
demonstram a sinalizagao produ¢ao de moléculas de defesa basal pode ser AJ-AS-
ET-dependente.

Em um novo modelo para a rede de defesa em Arabidopsis, foi proposto que
a contengcdo do patégeno ndo estd condicionada apenas a uma via especifica,
sugerindo que a resposta seja proveniente de uma mistura de componentes de vias
distintas da resposta de defesa induzivel (THOMMA et al., 2001). Os mecanismos
envolvidos na interagdo, patdgeno-planta, ainda precisam ser caracterizados e
entendidos, portanto, faz-se necessario o aperfeicoamento e desenvolvimento de
técnicas ainda mais sensiveis com ferramentas de analises eficientes a fim de

elucidar tais mecanismos.
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2.3.2 Envolvimento de fatores genéticos, moleculares e bioquimicos na
interagao planta-patégeno

Os primeiros estudos genéticos e moleculares foram realizados por Flor
(1971) e, apesar de todos esses anos, os resultados proporcionaram base tedrica
para o entendimento da interacdo patdgeno-planta e forneceram suporte para
hipéteses da participagdo de genes do patdogeno e do hospedeiro no processo,
inicial e tardio, da infeccdo. Além disso, os estudos iniciais de Flor (1971)
contribuiram para a clonagem molecular dos genes de aviruléncia e de resisténcia
(gene Avr do patdgeno e o gene R de resisténcia da planta, respectivamente)
(STASKAWICZ et al., 1995). Atualmente oito classes de genes R s&o reconhecidas
com base na organizacdo de motivos de aminoacidos e seus dominios de
membrana, (GURURANI et al., 2012).

Importantes estudos envolvendo clonagem de genes de aviruléncia e
elicitores fitopatogénicos corroboram para afirmar que a planta hospedeira pode
desenvolver mecanismos capazes de identificar o agente patogénico (KEEN, 1990),
além de fornecer resultados e evidéncias genéticas e bioquimicas que reforcam o
modelo, receptor-elicitor, de reconhecimento de ragas de patdgenos incompativeis
pelas plantas, proposto por Flor em 1971.

A resisténcia hospedeiro-especifica (HR - do inglés host-resistance) refere-
se a cultivar resistente, e foi estabelecida baseando-se na teoria gene-a-gene,
proposta por Flor (1971). A teoria da interagao especifica gene-a-gene propde que,
quando proteinas codificadas pelo gene R interagem, por reconhecimento, com
proteinas codificadas pelo gene Avr do patégeno, ndo ocorre o desenvolvimento da
doenga. A interacdo R-Avr tem sido conhecida como interagdo incompativel,
havendo uma complementaridade do produto R e Avr que provoca uma reagao de
hipersensibilidade (RH). Essa interagao inicia a transdug¢ao de sinal que ativa os
genes envolvidos na RH e a inibicdo do crescimento do agente patogénico. Em uma
interagdo incompativel, o patégeno torna-se avirulento e a planta resistente a
doenca. (A interagdo compativel ocorre quando ha auséncia ou n&o funcionalidade
do produto R responsavel pelo reconhecimento do produto do gene Avr, assim
classifica-se o patégeno como virulento (vr) (KEEN, 1990; GACHOMO, SHONUKAN;
KOTCHONI, 2003). Reagdes fisiologicas de hipersensibilidade envolvem a oxidagéo
rapida, o fluxo de ions (trocas de K* e H*), a compartimentalizag&o celular, produgéo
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de antimicrobianos, indu¢ado de proteinas envolvidas na patogenicidade além do
fortalecimento da parede celular da planta para conter a acdo dos agentes
patogénicos (KEEN, 1990).

2.3.3 Sistema de defesa da planta, coevolugao planta-patégeno

O atual entendimento da interagao planta-patdégeno e resisténcia a doengas
propdem que, quando ocorre a interacdo, a planta pode ser capaz de reconhecer e
se defender de um agente patogénico quando o mesmo entra em contato com a
superficie da célula vegetal, o fitopatdbgeno as vezes modifica o ambiente celular
criando um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento, essa resposta de ambos os
envolvidos pode ser um exemplo de coevolucdo. O desenvolvimento de duas linhas
de defesas pode ser considerado nessa coevolucdo, uma com a utilizagcdo de
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs — do inglés pattern recognition
receptors) transmembrana e outra onde produtos de proteinas sao utilizados para
ativar as respostas de defesa. Os PRRs respondem de acordo com a evolugao da
doenga ou a padrbes moleculares associados ao patdégeno (PAMPs - do inglés
pathogen-associated molecular pattern ou MAMPs —microbe-associated molecular
pattern), como por exemplo flagelinas bacterianas, lipo-oligossacarideos, glucanas,
entre outras (ZHANG; ZHOU, 2010). Como exemplo de proteinas utilizadas para
desencadear resposta de defesa, podem ser citadas proteinas polimérficas NB-LRR
caracterizadas por nucleotideos de ligagdo (NB - do inglés nucleotide binding) e
dominios ricos em repeti¢cdes de leucina (LRR - do inglés leucine rich repeat). NBP e
LRRP séao proteinas codificadas por uma familia génica pertencente a classe mais
numerosa de genes R. O dominio NB esta envolvido na sinalizagéo e inclui motivos
altamente conservados e estritamente ordenados, tais como P-loop, kinase-2 e Gly-
Leu-Pro-Leu (MARONE et al., 2013). O dominio LRR, envolvido nas interacbes
proteina-proteina, interage diretamente com o seu efetor cognato, controlando o
reconhecimento especifico (direto ou indireto) de ragas de patégeno. Muitos LRRs
podem interagir com outras proteinas transmembranares proporcionando também a
capacidade de sinalizagao intracelular (HAMMOND-KOSACK; KANYUKA, 2001).

Em um modelo (zig-zag) proposto por Jones e Dangl (2006), séo
representadas quatro fases (Figura 6) no sistema de defesa da planta (exceto para

virus e herbivoros). Na primeira fase, quando o patégeno entra em contato com a
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planta, ocorre o reconhecimento do patégeno por PAMPs. Esses padrées podem ser
responsaveis por desencadearem a resposta geral de defesa denominada,
imunidade desencadeada por PAMPs (PTI - do inglés PAMP-triggered immunity).
Em uma segunda fase, o fitopatégeno pode ser capaz de suprimir os diferentes
componentes da PTI/ por proteinas efetoras injetadas/introduzidas na planta
ocasionando suscetibilidade desencadeada por efetor (ETS — do inglés effectors-

triggered susceptibility).
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Figura 6. Modelo zig-zag proposto para exemplificar o sistema de defesa
da planta. O esquema mostra que a amplitude final da resisténcia a
doenga ou a suscetibilidade pode ser proporcional [PTI — ETS + ETI]
(JONES; DANGL, 2006), com modificagbes feitas por Santos (2015).

Na terceira fase, ocorre o reconhecimento de efetores especificos por genes
de resisténcia (gene-R) provocando uma resposta mais especifica, conhecida como
imunidade desencadeada por efetores (ET/ — do inglés Effectors-triggered immunity).
Nesta fase, a proteina NB-LRR reconhece um dado efetor resultando na ET/, uma
resposta que pode ser imediata e amplificada por PTI. Esta resposta leva
geralmente a resisténcia a doenca, onde comumente ocorre a morte celular (RH) e
evitando a infecgcdo sistémica. Por fim, na ultima fase, por mecanismo de selecao
natural, os patégenos remanescentes, podem produzir moléculas estruturalmente
diferentes das que anteriormente foram reconhecidas pela planta ou adquirem
efetores adicionais para evitarem ou suprimirem a ET/. Em contato com as novas

moléculas ou efetores, produzidos pelo patdgeno, ao longo do tempo a planta pode
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ser induzida a desenvolver novas estratégias de resisténcia, podendo novamente
acionar a ETI| para deteccdo e contengdo do patégeno. Toda essa resposta,
desenvolvida por ambos, patégeno e planta, pode ser um exemplo direto de
coevolucao (JONES; DANGL, 2006).

Em linhas gerais, observando o que ja foi descrito, considerando a
percepcgao celular vegetal, a respostas do agente infeccioso, e a indugdo de novos
mecanismos genéticos, tanto a resisténcia do patégeno quanto a defesa da planta,
pode estar relacionado a resposta evolutiva rapida ocorridas durante a coevolugao
entre a planta hospedeira e o fitopatdgeno (BARBIERI; CARVALHO, 2001,
CARVALHO et al., 2008). Por isso, a teoria gene-a-gene ainda é aceita, e pode estar
relacionada aos mecanismos comuns ou semelhantes de reconhecimento e
transducao de sinal. Ha envolvimento desses diferentes mecanismos em vias de
sinalizagdo revelando a complexidade na resposta fisiolégica da planta frente a
infeccao, provocando na maioria das vezes, uma cascata de sinalizagdo envolvendo
diversos genes (ZHANG et al., 2007).

Durante a interagdo com o patégeno varios mecanismos de defesas podem
ser acionados pela planta. A resposta na interagdo planta-patégeno, e/ou planta-
ambiente, pode levar a modulagdo da transcricdo. Essa modulagcdo pode ser
fundamental para ativacdo de respostas intracelulares diante de diferentes
condicdes de estresse (DROGE-LASER et al., 1997). Os mecanismos de respostas
podem ser regulados por proteinas que podem mediar vias de sinalizagédo utilizadas
como mecanismos de defesa (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). A
abundancia de proteinas pode significar resposta a um estresse especifico e pode
revelar respostas de genes responsivos aos variados estresses, por isso a
protedmica pode ser uma ferramenta poderosa no estudo de funcdo génica, e
explorar o mecanismo de resisténcia, por meio de estratégias envolvendo genémica
funcional incluindo estudos proteémicos, pode fornecer informagdes importantes
sobre resposta ao estresse bidtico e abidtico.

2.4 ANALISE PROTEOMICA

A necessidade de entender melhor a funcionalidade celular, considerando a
abundancia proteica, exigiu o desenvolvimento de técnicas mais acuradas de
analises. Inicialmente, a protedmica era primariamente realizada por eletroforese em

gel bidimensional (2-DE), técnica que permite a separagao de centenas de proteinas
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a serem analisadas qualitativamente e quantitativamente, para obtencdo do
proteoma diferencial. No entanto, essa técnica apresenta algumas limitagbes
incluindo dificuldade na separagao de proteinas com pontos isoelétricos extremos e
a necessidade de grande quantidade de proteinas. Esses foram os principais
motivos que evidenciaram a necessidade de novas técnicas para superar as
limitagdes das convencionais baseadas em gel (SIZOVA et al., 2007; ABDALLAH et
al.,, 2012). Vale ressaltar que alguns trabalhos que aplicando técnicas mais
acuradas, podem utilizar uma etapa em gel SDS-PAGE como uma forma de pré-
tratamento da amostra, para remocgdo de impurezas como detergentes da
solubilizacdo da amostra, tampdes entre outros compostos que podem comprometer
a integridade do equipamento e/ou podem ser contaminantes detectados em
nanoLC-MS/MS por exemplo (SHEVCHENKO et al., 2007; LUNDBY; OLSEN, 2011).

Os avancos na instrumentagao da espectrometria de massa, assim como a
melhoria de analisadores e cromatografos contribuiram significativamente para
maior sensibilidade, necessidade de menores quantidades de material para analise,
e producdo de maior quantidade de dados quando comparados a analises 2-DE
(SIZOVA et al., 2007; ABDALLAH et al., 2012; BARBOSA et al., 2012).

A analise protedmica vegetal avangou muito nos ultimos anos com um vasto
numero de publicagdes, aplicando tal analise para estudo de interagdo planta-
patdbgeno, com o objetivo de entender o que ocorre entre os organismos da
interacdo (ROSSIGNOL et al., 2006; JORRIN-NOVO; MALDONADO; CASTILLEJO,
2007). Dados do proteoma celular podem levar ao entendimento das mudancas
moleculares que ocorre no patégeno durante a interagdo e quais estratégias
desenvolvidas pela planta para sobreviver a ameacga do fitopatégeno, pois as plantas
sao capazes de gerar um ambiente de estresse no espacgo extracelular entre parede
celular e membrana plasmatica, como uma primeira linha de defesa contra agentes
patogénicos (GUPTA et al., 2014).

As mudancgas no ambiente celular vegetal também sao importantes para a
andlise da interagcdo, e uma analise mais sensivel foi possivel com técnicas de
cromatografia liquida em tandem-espectrometria de massas (LC-MS/MS do inglés
Liquid chromatography tandem-mass spectrometry) (TULI; RESSOM, 2009). Alguns
trabalhos de protedbmica desenvolvidos na éarea de fitopatologia vao além da
obtencao do proteoma total da planta (VILLETH et al., 2016; GUO et al., 2017) e/ou
patégeno (VILLETH et al., 2009; SOARES et al., 2010; SANTOS et al., 2017). Esses
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trabalhos visam, sobretudo, obter informagdes que contribuam para desvendar a
complexidade de proteinas, composicao e localizacdo de proteinas que coordenam
as atividades celulares (DI MAMBRO et al., 2017; IMKAMPE et al., 2017ab).

A aquisicdo de dados protedbmicos, podem contribuir com a expansao de
estudos comparativos e quantitativos da interagdo planta-patégeno (WU et al.,
2013a), assim como analises mais especificas de proteinas (YUAN et al., 2013ab;
TAKAHASHI et al.,, 2014) de compartimentos celulares (ALIFERIS; FABERT;
JABAUJI, 2004). A protebmica de diferentes componentes subcelulares em planta tem
representado um grande auxilio na identificagdo de proteinas menos abundantes. O
enriquecimento de amostras de cloroplasto, mitocéndria, nucleo, membrana
plasmatica e parede celular, pode contribuir para uma maior cobertura na
identificacao de proteinas (KIM; KANG, 2008; ROLLAND et al., 2012; BAYER et al.,
2015), com a utilizacdo de tecnologias avangadas de pesquisa incluindo a
protedbmica shotgun, composta por ferramentas que podem ser consideradas
poderosas no estudo protedémico, pode fornecer resultados global na anélise de
produtos génicos em diferentes tecidos, diferentes condigdes fisiologicas e no
estudo da interagdo patdégeno-planta. Com associagcdo dos resultados
disponibilizados por projetos de sequenciamento de genoma, o desenvolvimento de
meétodos analiticos para caracterizagao de proteinas, a protebmica mostrou ser uma
ferramenta poderosa na area de gendmica funcional (APPELLA et al., 1995;
WASHBURN et al., 2001; WOLTERS et al., 2001; PARK, 2003).

2.4.1 Protedmica shotgun e LC-MS

A automacao em analise protedmica tem sido um passo importante para
andlise em larga escala e para garantir a reprodutibilidade e confianga nos
resultados. Para alcancar esse objetivo, sistemas automatizados tém sido
desenvolvidos para permitir a separagcaéo de proteinas com métodos livres de gel,
como por exemplo, a cromatografia liquida de fase reversa acoplada ao sistema de
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). A cromatografia liquida de ultra
desempenho (UPLC- Ultra Performance Liquid Chromatography) associada a MS
tem ganhado cada vez mais espago em analises proteémicas. Trabalhos utilizando
essa metodologia tém sido realizados em diferentes organismos, inclusive em
plantas (WASHBURN; WOLTERS; YATES IIl, 2001; NAGELE et al., 2004).
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A técnica UPLC tem o objetivo de melhorar a resolugdo dos espectros
(velocidade, analise e sensibilidade), em relacdo aos dados obtidos por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Para analises cromatograficas por UPLC, as
amostras utilizadas sao microparticulas, o que promove economia de tempo e
consequentemente reducdo no consumo de solvente (JERKOVICH; MELLORS;
JORGENSON, 2003). O principio da técnica esta baseado na utilizagdo de uma fase
estacionaria com particulas de menos de 2 uym, uma vantagem frente a técnica
HPLC, onde as colunas sao preenchidas com particulas de 3-5 um. Além disso, a
utilizacdo de particulas menores promove a maior velocidade e capacidade de pico
(numero de picos por unidade de tempo) o que caracteriza o ultra desempenho
(JERKOVICH; MELLORS; JORGENSON, 2003).

A cromatografia multidimensional pode promover maior automacao,
aproveitando as diferentes caracteristicas das proteinas para separa-las em colunas
de propriedades distintas ou em coluna bifasica. No processo cromatografico
multidimensional, a fracdo eluida na primeira coluna pode ser diretamente
introduzida em uma segunda que pode ser diretamente acoplada ao espectrémetro
de massa, conhecida como a MudPIT (Multidimensional Protein Identification
Technology), técnica inserida na protedbmica Shotgun (Figura 7). Na protebmica
shotgun as proteinas sao digeridas por enzimas especificas para serem reduzidas a
peptideos que por sua vez serdo sequenciados por fragmentagdo em espectrémetro
de massa em tandem. O padrédo de fragmentagcédo é validado por comparacéo de
sequéncias de proteinas disponibilizadas em banco de dados (MAcCOSS; WU;
YATES, 2002). Essa abordagem shotgun pode proporcionar melhor resolugédo dos
proteomas favorecendo a identificacdo de proteinas menores e menos abundantes
na amostra. Em técnicas dependentes de gel, proteinas menos abundantes podem
ser pedidas (WASHBURN; WOLTERS; YATES lll, 2001).

A maior cobertura na protedmica shotgun é possivel, uma vez que a solugéo
contendo peptideos originados de uma digestdo proteolitica prévia € diretamente
injetada no cromatégrafo liquido associado ao espectrémetro de massa, com o
objetivo de separar os peptideos por fase reversa. Apds a separagdo desses
peptideos, eles sao submetidos a ionizacdo e direcionados para sequenciamento
MS/MS. O sequenciamento MS/MS tem sido facilitado devido a espectrdbmetros de
massas capazes de gerar milhares de espectros provenientes de uma unica analise
LC-MS/MS (PENNINGTON; DUNN, 2001). Os avangos tecnoldgicos aplicados ao
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estudo do proteoma utilizando o método shotgun permite a substituicdo gradativa
dos métodos de separacdo em gel, principalmente pela rapidez das técnicas e
elevada cobertura de proteinas da amostra (KIM et al., 2015; KWON et al., 2017;
SZYMANSKI et al., 2017).
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Figura 7. llustragéo do fluxo de trabalho da proteémica shotgun.

Devido ao grande numero de dados gerados por analise foi necessario o
desenvolvimento de ferramentas que possibilitassem a identificagdo dos peptideos
sequenciados e das proteinas (HAAS et al., 2006). A identificagdo de peptideos com
maior confianga foi permitida gragas ao desenvolvimento de instrumentos hibridos
que vieram substituir equipamentos como FT-ICR (do inglés Fourier transform ion
cyclotron resonance). Apesar da acuracia dos equipamentos FT-ICR, na medida de
massas, nao eram eficazes quando acoplados a técnicas de separacao e aplicagao
em experimentos de larga escala, principalmente devido ao longo tempo de
aquisicao dos dados MS/MS, além disso, na separagao cromatografica resultante
alta variabilidade de ions (OLSEN et al., 2009).

Os instrumentos hibridos vieram para minimizar as limitagdes dos FT-ICR.
Esses instrumentos sdo espectrometros de massa em tandem, que podem ser
projetados combinando analisadores de massa (Time-of-flight — TOF, Quadrupole —

Q; 3D lon Trap — 3D-IT; Linear lon Trap — LIT; Orbitrap; Fourier Transform-lon



41

Cuclotron Resonance). Os instrumentos hibridos, por exemplo os instrumentos de
LTQFT (LTQ FT Ultra instrument), combinam alta acuracia e velocidade na aquisigao
de dados MS/MS, com a utilizagdo do algoritmo “transformada de Fourier” (FT-
Fourier Transform) com o sistema “ion-trap linear” acoplado ao Orbitrap,
promovendo resultados de alta qualidade. O instrumento Orbitrap sdo considerados
um dos mais sofisticados analisadores na area de espectrometria de massa (OLSEN
et al., 2009; SCIGELOVA et al., 2011).

O instrumento Orbitrap, um hibrido formado a partir da juncdo de dois
analisadores, que basicamente aprisiona o ion, ja na fase gasosa, introduzido
posteriormente a partir da fonte ES| (ESI-Electrosparay lonization). A fonte de ESI
acoplada ao cromatografo liquido recebem os ions em fase gasosa que sao
direcionados ao interior do espectrometro de massa (Figura 6). Esses ions mdveis
sao presos em torno de um eletrodo, onde giram ao redor do eletrodo, sob a atracao
eletrostatica que € compensada pela for¢a centrifuga inicial. Os ions sao atraidos e
giram em trajetéria espiral ao longo do eletrodo central, que limitam os ions
axialmente devido a barreira potenciais criadas pelos eletrodos (SCIGELOVA;
MAKAROV, 2006).

O equipamento permite o controle da frequéncia de oscilagcbes (sobretudo as
axiais), moldando de forma adequada os eletrodos, levando a deteccéo de corrente
da imagem, convertida em m/z por FT (Fourier transform), ou seja, o algoritmo FT
converte dados de frequéncia gerados pelo Orbitrap em espectro de massa (m/z).
Como citado anteriormente esses analisadores hibridos compartiiham recursos,
entre eles, um sistema de detec¢cao de imagem atual e a utilizagdo de operagdes
matematicas do FT que podem gerar os espectros. Esses equipamentos também
sdo chamados de FT-MS, espectrometros de massas baseados em transformada de
Fourier (Fourier transform-based mass spectrometers FT-MS) (SCIGELOVA et al.,
2011). No presente estudo foi utilizado o espectrdbmetro de massa Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific) para identificagao de proteinas em folhas de brassica.

A precisdo de massa é um parametro crucial na obtencdo de dados em
experimentos protedmicos, (COX; MANN, 2009), entretanto, a obtencdo de
resultados confiaveis e reprodutiveis esta associada a forma de preparo da amostra,
ou seja, eficiéncia da digestdo de proteinas. A obtencdo de maior cobertura
protedmica e melhor estimativa das quantidades de proteinas pode aumentar a

confianga na utilizagdo dessa técnica, por isso protocolos para melhor geragéao e
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recuperacao de peptideos, como também a identificacdo e quantificacdo de
proteinas através da cromatografia liquida, estdo sendo constantemente
aprimorados (LEON-REINA et al., 2013). Atualmente duas abordagens para
quantificacdo de proteinas por LC-MS/MS séo utilizadas, a dependente de marcagao
(label-dependent) e a sem marcagao (label-free). A protebmica comparativa label-
free vém ganhando espaco, pois além de serem mais simples podem oferecer

menores custos ao processo.

2.4.1.1 Protebmica quantitativa label-free

A protedmica shotgun pode ser dividido em dependente de marcagéao (stable
isotope-labeling) e isenta ou livre de marcacgao (label-free). Utilizando o principio de
que as propriedades fisico-quimicas de compostos marcados com isétopos podem
ser idénticas as propriedades dos analogos naturais, exceto em massa, foram
incorporados as analises protebmicas por LC-MS a utilizacdo de moléculas
marcadas com is6topos. A partir disso a metodologia /label-dependent foi
desenvolvida para andlises proteémicas quantitativas shotgun.

Na metodologia label-dependent pode haver diversas maneiras de introduzir
os isétopos incluindo a adigdo metabdlica ("°N, 3C ou SILAC) (MONTEOLIVA;
ALBAR, 2004; GULCICEK et al., 2005), enzimatica ou proteica (marcagcdo com
180/16Q, ICPL) (McMASTER, 2005), ou adigdo quimica (p.e iTRAQ, TMT) entre
outros (VEENSTRA, 2007; BANTSCHEFF et al., 2007; ONG; MANN, 2005; ZHANG
et al., 2013). Apesar de ser considerada por décadas uma técnica valiosa na
quantificacdo de proteinas em amostras complexas, a abordagem label-dependent
pode apresentar limitagdes. As limitacdes incluem, fase experimental laboriosa e
complexa para preparacao de amostras, necessidade de alta concentracdo de
amostras, ocorréncia de marcagao incompleta, necessidade de softwares
especificos, e principalmente o alto custo. Essas limitagdes puderam contribuir
significativamente para o desenvolvimento de metodologias /abel-free na rotina de
laboratoérios, método que promove quantificagdes mais rapidas, limpas e protocolos
experimentais mais simples (Yl; GOODLETT, 2003; OLD et al., 2005; CHEN; YATES
[ll, 2007; PATEL et al., 2009).

No método label-free a amostra pode ser preparada separadamente e

submetida a corre¢des individuais pelas técnicas de analise (LC-MS/MS ou LC/LC-
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MS/MS). Diferente do método label-dependent onde a andlise pode ser feita a partir
de diferentes combinagdes de proteinas, ou seja, baseada em padrdes previamente
conhecidos, sendo necessario um padrdao na amostra por ser considerado um
método de quantificagdo absoluta. Esses padroes adicionados tém a concentracao
previamente conhecidas para a deteccdo de uma substancia (peptideo/proteina)
(GERBER et al., 2003). Nessa tese foi utilizada abordagem label-free.

No método label-free duas categorias de medidas séo utilizadas para a
quantificacdo, uma baseada nas medidas de mudanga de pico em cromatografia e
outra pela contagem de espectros gerados para proteinas apds a analise MS/MS
(BANTSCHEFF et al., 2012). Ambas as categorias sdo medidas para corridas
individuais de LC-MS/MS ou LC/LC-MS/MS, e a abundancia de proteinas sao
calculadas com a comparacao direta entre as diferentes analises. Em suma, a
abundancia dos peptideos obtidos em cada aquisicdo LC-MS/MS ¢é oriunda de
amostras individuais. Os espectros gerados poderao ser alinhados entre diferentes
corridas, na tentativa de eliminar as discrepancias cromatograficas do tempo de
retencdo, uma vez que o mesmo peptideo ndo esta presente em uma mesma
varredura MS1 (ZHU; SMITH; HUANG, 2009). Em identificacdo em larga escala,
utilizando aquisicbes dependente de dados, € realizada uma varredura inicial em
dados MS1, onde os precursores dos peptideos sao identificados pela primeira vez
para depois 0s picos mais elevados serem selecionados. Os picos mais elevados
depois de selecionados sao fragmentados para gerar os dados correspondentes ao
espectro MS2 (RARDIN et al, 2015).

Na metodologia label-free, quatro métodos, sendo que trés mais comuns
podem ser utilizados: 1- o método de contagem espectral, 2 - o método de contagem
de peptideos e o0 3 - método de intensidade de ion peptideo. O método de contagem
espectral (1), utilizado para comparar a abundancia diferencial dos espectros MS/MS
oriundos de peptideos de uma dada proteina nas amostras (caso: controle) por
analise LC-MS/MS (OLD et al., 2005). O principio do método consiste basicamente
na hipdtese de que quanto mais abundante € uma determinada proteina pode haver
mais espectros MS/MS de peptideos correspondentes que poderdao ser coletados
(FLORENS et al., 2002). O método de contagem de peptideos (2) corresponde
basicamente em utilizar o numero total dos peptideos identificados oriundos de uma
proteina (GAO et al., 2003). O método de intensidade de ion peptideo (3), por sua

vez mede a intensidade ibnica de um determinado peptideo, um método
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“‘dependente de dados” (MSscan; Zoom Scan e MS/MS Scan) para a coleta de
dados MS, que utiliza a area sob a curva e compara a abundancia relativa de um
determinado peptideo. Esses trés métodos citados acima, relacionam a abundancia
proteica relativa com as estatisticas de amostragem que séo obtidas por MS/MS
tandem (PRAKASH et al., 2006; RADULOVIC et al., 2004; TULI; RESSOM, 2009).

O quarto método da metodologia label-free, menos utilizado, é o método que
consiste na comparacédo de intensidade de ion. Um método que utiliza os dados
provenientes da LC/MS comparando ions diferentemente abundantes em pontos
especificos no espectro (m/z e tempo de retencdo, RT — Retention Time). Utiliza a
intensidade de sinal de um ion precursor com alta resolugdo (o0 que pode facilitar a
“‘extracdo” do sinal do peptideo no nivel MS1). Baseia-se no principio de que a
intensidade do um determinado peptideo é proporcional a concentragao dos ions
detectados em ESI-MS (Electrospray lonisation Mass Spectrometry) (TULI,
RESSOM, 2009).

Com essas informacgdes pode-se inferir, que a reprodutibilidade dos
experimentos nos métodos label-free, e o alinhamento adequado dos espectros
gerados nas corridas LC-MS, sdo de suma importancia para obter dados confiaveis
e representativos nas diferentes amostras estudadas, considerando, que
dependendo do objetivo, essa metodologia permite a comparagado de varias
condigbes, ndo sé em pares. Pode ser intimamente relacionada a analise
computacional para realizar a analise, e a quantificacao relativa, de biomoléculas
multiplas. A necessaria analise computacional depende da utilizagao de plataformas
analiticas, poder computacional e algoritmos de bioinformatica. No entanto a
eficiéncias dos métodos de informatica & totalmente dependente de um padrao
entres as corridas LC-MS/MS que reflete a reprodutibilidade do experimento. A
reprodutibilidade da técnica pode ser garantida com o desenvolvimento de desenho
experimental cuidadoso, utilizacido de protocolos padrédo, o controle das condigcdes
experimentais. Vale ressaltar o uso de réplicas (biolégicas e/ou técnicas) além da
manutencdo, com melhores métodos de calibragdo externa, sdo importantes para
garantir a reprodutibilidade (BAGGERLY; MORRIS; COOMBES, 2004).
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2.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

O grande interesse e investimento em analises gendmicas tém levado ao
aumento exponencial de dados anotados em banco de dados. Varias tecnologias
tém permitido a analise da expressao de milhares de genes simultaneamente. A
técnica de microarranjos, por exemplo, foi bastante utilizada para estudos da
expressdo de genes desde o final da década de 70 e contribuiu para a melhor
compreensao do perfil de expressdo de milhares de genes em plantas (MOCELLIN;
ROSSI, 2007; GUINDALINI, TUFIK, 2007). Outras técnicas, incluindo ESTs (do
inglés Expression Sequence Tags), SAGE (do inglés Serial Analysis os Genes
Expression) e MPSS (do inglés Massively Parallel Signature Sequencing), também
contribuiram para a identificagcdo de muitos transcritos (revisado por YADAYV et al.,
2018). O sequenciamento de nova geragcao (NGS — do inglés Next Generation
Sequencing) tem evoluido rapidamente tornando-se uma alternativa poderosa na
geracao de uma grande quantidade de dados (GUIGO; HOON 2018; BAHLO et al.,
2018).

No entanto, apesar de muitas sequéncias de genoma e transcriptoma, terem
sido disponibilizadas, e da possibilidade de obter os niveis de expressdo de um
determinado gene, determinar a fungdo génica é ainda o principal desafio da era
pos-gendmica (FIALHO; MORENO; ONG, 2008). Mesmo que essas tecnologias de
larga escala sejam poderosas para a analise global da expressdo génica,
abundancia de proteinas, metabdlitos e outras moléculas funcionais em diferentes
tecidos (OHTSU et al., 2007), a complexidade dos sistemas biologicos sob qualquer
estimulo pode ser desafiadora pois, apesar do produto de muitos genes codificarem
proteinas, os niveis proteicos nao refletem os niveis de transcritos de um gene
(STRACHAN; READ, 2016). Além disso, a célula pode produzir proteinas e muitas
podem ser modificadas pés-traducionalmente.

Um dos objetivos da genémica funcional tem sido validar e analisar a func¢ao
de genes, e a superexpressdao em sistemas-modelo é a técnica mais utilizada. A
planta modelo A. thaliana, por exemplo, pode facilitar o estudo, pois além do ciclo de
vida curto, genoma pequeno e facilidade em analises mutagénicas, a transformacao
por floral dip utilizando Agrobacterium tumefaciens apresenta eficiéncia, viabilizando
a produgdo em larga escala de linhagens transgénicas (TRIVILIN, 2014). Outro

objetivo da superexpressdao é a produgdo em larga escala de proteinas, para
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purificacdo e analise estrutural, realizagao de ensaios de atividade antimicrobiana,
cristalografia e até mesmo para terapia medicamentosa. Para a realizagdo desses
ensaios, € necessaria a obtengdo de grande quantidade de proteinas, podendo-se
utilizar diferentes sistemas de expressdao que foram desenvolvidos incluindo
bactérias (sistema atualmente mais utilizado), leveduras, células de insetos,
mamiferos e plantas (YESLIRMAK; SYERS, 2009; VYACHESLAVOVA et al., 2012;
GOMES et al., 2018; PELLIZA et al., 2018).

Os vetores comumente utilizados para a produgao de plantas transgénicas
sdo os sintetizados com promotores baseados em plasmideo Ti (do inglés tumor-
inducing) em Agrobacterium, em virus incluindo o CaMV, (ODELL et al., 1985,
revisado por LOW et al., 2018) e em plantas como o Ubiquitin (RUBQ1, RUBQZ2 e
RUBQ3), SRC, SRK (SIVAMANI; QU, 2006; CHIERA et al., 2007; HERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009). Trés grupos de promotores podem ser utilizados para estudos
de gendmica funcional: 1) os promotores constitutivos que podem estar ativos em
varios estagios do desenvolvimento, podendo participar diretamente da manutengao
da expressdo do gene de forma moderada ou constante; 2) os promotores
especificos de tecidos proporcionando a expressao do gene em tecidos ou estagios
especificos de desenvolvimento e por fim 3) os promotores induziveis, que podem
receber grande influéncia da variacdo das condicbes ambientais, uma caracteristica
que pode permitir a regulacado de genes através de fatores externos (HERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009; LOW et al., 2017). O promotor constitutivo 35S (CaMV 35S) é
o mais comumente utilizado para producéo de plantas transgénicas.

O Vetor pode ser inserido na planta e o gene expressar de duas formas: 1)
de forma estavel ou 2) transiente. Na primeira forma, o transgene é inserido no
genoma da célula tornando-se parte do genoma do hospedeiro, na segunda, o
transgene ndo se torna parte do genoma e as copias inseridas n&o sao replicadas, e
podem ser perdidas apos alguns dias através da divisdo celular (GELVIN, 2005).

A superexpressao de genes em planta modelo tem auxiliado na analise de
expressao diferencial e na elucidacdo da participacdo de genes na resposta da
planta em condigdes ambientais variadas, principalmente de genes relacionados
com a defesa da planta aos diferentes patégenos (HOWE; HANDER, 2008;
MITHOFER; BOLAND, 2012; CHAURASIA, et al., 2017; revisado por LOW et al.,
2018). O fato de muitos dos genes, anotados no banco de dados incluindo os de B.

oleracea var. capitata, nao possuirem provas experimentais da funcdo, tem



47

demonstrado a grande necessidade de realizagdo de estudos que contribuam para a
validacdo funcional desses genes (BROWN; SJOLANDER, 2006; HRMOVA et al.,
2006; FARROKHI et al., 2009). Essas analises contribuem para a robustez dos
dados disponiveis nos bancos de dados, pois ndo dependem diretamente de
homologias que s&o utilizados para as anotagdes, que muitas vezes podem ser
dificultadas pela falta de acuracia, erros e/ou sequencias curtas.

Em espécies de Brassica, alguns estudos ja foram realizados visando validar
a fungdo de genes potencialmente responsivos ao estresse, entretanto, estudos
voltados para a validagado de genes em resposta a bactérias s&o limitados. Estudos
recentes realizados em plantas transgénicas de A. thaliana superexpressando genes
de B. napus envolvidos na via de glicosinolatos (GSLs), revelaram que as plantas
transgénicas mostraram sintomas menos graves que em plantas controles, néo
transformadas (ZHANG et al., 2015). Em outro trabalho recente, o gene BrIWRKY12
do repolho chinés foi isolado, e a superexpressao desse gene em Arabidopsis
conferiu maior resisténcia a Pectobacterium carotovorum ssp. caratovorum (Pcc),
causadora da podriddo bacteriana em varias culturas. A superexpressao do gene
BrWRKY12 contribuiu ainda para o aumento da expressao de outros genes
relacionado a defesa (KIM et al., 2014).

As ferramentas de sequenciamento disponiveis podem ter revolucionado a
area da biologia molecular e celular, permitindo a identificacdo e a disponibilizagao
de sequéncias completas de genes em bancos de dados. No entanto, a
determinagao da fungdo génica constitui ainda um desafio da area pds-gendmica
(GONZALEZ-RECIO, 2011; GALLAGHER; CHEN-PLOTKIN, 2018). A genémica
funcional contribui para a identificagdo de genes e avaliagdo da abundancia dos
respectivos transcritos e podem nortear a avaliagao da fungdo de um determinado
gene por transgenia, possibilitando dados para maior precisdo das sequéncias
disponibilizadas nos bancos de dados. Além disso, pode fornecer informacdes
importantes com grande potencial biotecnoléogico em melhoramento genético de

plantas.
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3 OBJETIVOS

|dentificar e validar a fungdo de genes potencialmente envolvidos na

resisténcia de B. oleracea a Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Analisar amostras de proteinas de extrato total de folha e de cloroplastos de
plantas da espécie B. oleracea, moderadamente suscetivel e suscetivel, infectadas
por Xcc;

4 Identificar as proteinas diferencialmente abundantes em plantas inoculadas
quando comparadas com plantas nao inoculadas;

v Validar a fungcédo de 1 a 3 genes envolvidos na resisténcia de B. oleracea a
Xcc por superexpressao em planta modelo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

No presente trabalho, foram utilizados dois cultivares de B. oleracea var.
capitata, cultivar resistente (Atrus Plus — Chile/Seminis®) e ciltivar suscetivel (Veloce
— Brasil/Agristar®). A resisténcia e suscetibilidade entre Astrus Plus e Veloce foram
previamente observadas em experimentos prévios realizados no laboratério (LGP —
EMBRAPA) onde o presente estudo foi desenvolvido (Figura Suplementar, Figura
S1). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo por aproximadamente 45

dias (desde o momento do semeio até a fase experimental).

4.2 CULTIVO DA BACTERIA Xcc e infiltragdo das folhas

O isolado de X. campestris pv. campestris — Xcc51 (CNPH), cedido da
colecao de culturas de bactérias da EMBRAPA Hortaligas foi cultivado em meio NYG
(Daniels et al., 1984). Um total de trés indculos de Xcc (ODsoo= 0,6) foram
preparados para infitragdo das plantas, para compor trés réplicas biologicas
independentes. Plantas controle foram infiltradas com solugao salina (NaCl 0,85%).

Folhas jovens de plantas da mesma idade, estagio Ill, fase juvenil
(CARVALHO et al., 2008b) e com tamanhos aproximados foram utilizadas para o
experimento. Cinco folhas de trés plantas por réplica bioldgicas foram infiltradas com
solugédo bacteriana em solug¢do salina (ODsoo= 0,6), com o auxilio de uma seringa
sem agulha. As folhas foram coletadas 24 h pds-inoculagéo (hpi) e rapidamente
imersas em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C. O material pulverizado foi
imediatamente utilizado para isolamento de cloroplasto e mantido a -80 °C até o

momento da extracdo de proteinas.

4.3 ISOLAMENTO DE CLOROPLASTO

O isolamento do cloroplasto foi realizado por gradiente percoll, segundo KLEY
e colaboradores (2009), utilizando o gradiente percoll 40 :80% segundo o protocolo
comercial (Sigma Aldrich). Para diluicdo do percoll foi utilizado o tampao de extragao
de cloroplasto 1X (0,3 M de sorbitol; HEPES (CsH1sN204S) 50 mM pH 7,5, ajuste do
pH com hidréxido de potassio KOH; acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 mM;
cloreto de magnésio (MgCl2) 1 mM; bicarbonato de sédio (NaHCOs) 10 mM). O
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gradiente percoll foi preparado antes do inicio do procedimento. Para o preparo do
gradiente de percoll, 2,5 mL de percoll 80% foram transferidos para um tubo de 15
mL, em seguida, cuidadosamente, foram adicionados 5 mL de percoll 40% (nesta
ordem) e o tubo foi armazenado a 4 °C. Em seguida, aproximadamente 2 g de folhas
inoculadas com Xcc pulverizadas em nitrogénio liquido, foram adicionados a 12 mL
de tampao 1 X com Ditiotreitol (DTT) 0,5 M (adicionado no momento do uso) e
homogeneizado com bastao de vidro. O material foi filtrado, rapidamente, com tecido
de nylon em tubo de 50 mL para remogao do excesso de material foliar. As amostras
foram centrifugadas (1000 x g/ 7 min/ 4 °C/ rotor swing). O sobrenadante foi
removido, e foram adicionados ao precipitado 2 mL de tampdo de extracdo de
cloroplasto 1 X e homogeneizados com cuidado. A amostra foi transferida para o
tubo de 15 mL contendo o gradiente percoll, previamente preparado e mantidos a 4
°C, com cuidado. A amostra em gradiente percoll foi centrifugada a 3200 x g (15
min/4 °C/ rotor swing). As fases formadas, composta por cloroplasto intacto e
quebrado, foram imediatamente transferidas para novo tubo e fracbes de 0,5 mL
foram distribuidas em tubos de microcentrifuga de 2 mL, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até o momento de extragdo de

proteinas. O processo de isolamento foi realizado em ambiente com baixa claridade.

4.4 EXTRAGCAO DE PROTEINA E PREPARO PARA ANALISE EM nanoLC-MS/MS

Proteinas foliares e de cloroplasto foram extraidas conforme Mot e
Vanderleyden (1989), com modificagdo para a extragcdo de cloroplasto. Para as
amostras de cloroplasto, a propor¢cao 1:2 de tampao de extracdo de proteinas e
fenol (respectivamente) foi utilizada. Apds a extragdo, a solubilizacdo das proteinas
foi realizada com tampao de solubilizagdo constituido por 7 M de ureia; 2 M de
tiureia, 4% de CHAPS e 5 mM de DTT adicionado no momento do uso. As proteinas
solubilizadas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). As
etapas seguintes foram realizadas no departamento de Bioquimica e no Servigo
Central de Apoio a Investigacao — SCAIl/Universidade de Cérdoba — UCO, Espanha

(material folha total) e na Universidade Federal do Rio de Janeiro (cloroplasto).
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4.4.1 Fracionamento padrao por eletroforese em gel de acrilamida

O método de fracionamento padrédo em gel de acrilamida a 12% foi utilizado
para aquisicdo de bandas Uunicas para analise por Orbitrap (VALLEDOR,;
WECKWERTH, 2014). O tamanho do gel concentrador e separador foi de 3 e 4,5
cm, respectivamente. Foram aplicados no gel 100 ug de proteinas homogeneizada
com tampao de amostra 2 X (Laemmli, 1970) e mantidas por 5 min a 95 °C. As
amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12% (gel de 8 cm x 8,5 cm x 0,75 mm)
e a eletroforese foi realizada por 50 min a 80 V. Tempo aproximado para a amostra
migrar para o gel separador. Apds as amostras entrarem no gel separador, e a
separacao total das bandas marcaram 1 cm medido na régua (Figura S2) , a
eletroforese foi interrompida e as bandas foram excisadas do gel, cortadas em
pedagcos pequenos com auxilio de um bisturi e transferidas para tubos de 1,5 mL e
armazenadas a 4 °C até a etapa de digestao proteica (Figura 7) que foi realizada em

gel, seguida por limpeza em uma coluna C18.

4.4.2 Digestao de proteinas

A digestdo das proteinas foi realizada de acordo com VALLEDOR e
WECKWERTH (2014). Resumidamente, as bandas armazenadas na etapa anterior
foram descoradas em bicarbonato de aménio (NH4HCO3) 200 mM em acetonitrila
(ACN) 50% por 15 min, sob leve agitacdo, e em seguida por 5 min em ACN 100%
(com quantidade suficiente para cobrir o gel). As proteinas foram reduzidas em
bicarbonato de aménio 25 mM com DTT 20 mM (adicionado no momento do uso) e
incubadas por 20 min a 55 °C. Foram adicionados 40 mM de iodoacetamida
(C2H4INO) em bicarbonato de amdnio 25 mM e os tubos foram mantidos durante 20
min no escuro. Posteriormente, as bandas de proteinas foram lavadas duas vezes
em 25 mM de bicarbonato de amdnio. A digestao proteolitica foi realizada por adigao
de tripsina (Promega, Madison, WI), 5 ug de enzima em bicarbonato de aménio 25
mM, e as amostras foram incubadas overnight a 37 °C. A digestdo de proteinas foi
interrompida com a adigdo de acido trifluoroacético 1% (TFA — trifluoroacetic acid).
As amostras foram concentradas por centrifugagcado a vacuo (SpeedVac). A extragcao
dos peptideos tripticos foi realizada adicionando 50 uL de solugéo de extragdo (ACN
95% - TFA 5%). A solugado foi recuperada para um novo tubo e o processo foi

repetido por mais 2 vezes. As amostras foram concentradas por centrifugacédo a
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vacuo (CHRIST RVC 02-25 CO plus/CHRIST CT 02-50 SR), e em seguida
solubilizada com 30 yL de acido férmico (CH202) 0,1%, quantificada usando Qubit™
flurometro (Invitrogen), de acordo com as instrugbes do fabricante, e em seguida
preparada para a analise por nanoLC-MS/MS.

As amostras foram dessalinizadas em microcoluna C18 (POROS 20 R2), em
seguida concentrada por centrifugacdo a vacuo (CHRIST RVC 02-25 CO
plus/CHRIST CT 02-50 SR). As amostras foram solubilizadas com acido férmico
0,1%. Foi injetado 0,5 ug/ul, para cada réplica técnica, em um sistema nanoLC-MS,
as amostras foram carregadas em uma coluna, com gradiente empregando 0,1% de
acido férmico na fase mével A e 0,1% de acido férmico e 90% de acetonitrila na fase
moével B durante 180 min com fluxo controlado de 400 nL/min de 5 a 35% de fase B.
O efluente da coluna nLC foi diretamente eletropulverizado para um espectrometro

de massa Orbitrap (Figura 7).

4.5 AQUISICAO DE DADOS

Os peptideos catibnicos (com carga elétrica positiva) eluidos foram
convertidos a ions em fase gasosa. A conversdo ocorreu com ionizagdo por
eletropulverizagéo e analisadas em um sistema Orbitrap Fusion (amostras de extrato
total de folhas) e Orbitrap Velos (amostras de cloroplasto isolado). O espectrémetro
de massa foi operado em modo positivo. As verificagbes da pesquisa de precursores
peptidicos de 400 a 1500 m/z foram realizadas em resolugéo de 12 K (a 200 m/z)
com uma contagem de ions alvo de 5x10°. Tandem MS foi realizada pelo isolamento
em 1 Th (Thompson = atomic mass unit/nUmero de cargas elementares), com o
quadrupolo, fragmentagdo CID com uma energia de colisdo normalizada de 35, e
analise rapida de varredura MS na captura de ions. Na contagem de ions alvo, o
controle automatico de ganho (do inglés Automatic Gain Control AGC), foi definido
para 102 e o tempo maximo de injecdo foi de 75 milissegundos. Apenas os
precursores com estado de carga 2-6 foram amostrados por MS2. A duragéo da
exclusao dinamica foi definida em 15 segundos com uma taxa de tolerancia em
torno de 10 ppm dos precursores selecionados e seus isétopos. A selegao de
precursores monoisotépicos foi ativado. O instrumento foi executado no modo de
velocidade maxima com ciclos de 3 s, ou seja, o instrumento realizou MS2

continuamente até que a lista de precursores nao excluidos diminuisse a zero ou 3
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s, 0 que for menor. Arquivos (formato RAW data) foram gerados contendo todas as
informacgdes obtidas durante a andlise (ENG; SEARLE et al., 2011).

4.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Os espectros adquiridos (contidos no RAW data) foram submetidos a
ferramentas computacionais para analise e validagdao de dados obtidos por LC-
MS/MS. Os dados foram processados pelos softwares Progenesis QI non linear
dynamics (Waters, Durham, North Carolina, USA) e PEAKS® 7 (Bioinformatics
solutions Inc., Waterloo, Canada). Os espectros MS/MS foram comparados com o

banco de dados UniProt_Brassica oleracea em fevereiro de 2017 (www.uniprot.org).

Foi realizada a comparacao entre os perfis de proteinas de plantas resistente
inoculadas e a condigao controle (RI:RC) assim como a comparagao entre plantas
suscetiveis inoculadas e o controle (SI:SC). Método Label-free foi utilizado para
quantificacdo das proteinas. Inicialmente, os dados brutos foram processados para
alinhamento dos espectros pelo tempo de retencdo € m/z no Progenesis QI, e os
eventos detectados foram quantificados baseados em X/C (area do pico extraido). A
quantificacdo dos eventos foi comparada e os eventos que apresentaram diferenca
significativa entre as condi¢des (p < 0,05) foram selecionados para identificagao.
Somente peptideos com melhor escore (rank 1-5) foram considerados para os
passos subsequentes (ENG et al., 2013) e exportados para identificagao utilizando o
software PEAKS® 7. Os espectros de MS/MS foram pesquisados contra o banco de
dados. Os parametros de pesquisa foram: inclusdo de peptideos gerados a partir de
uma digestdo triptica com até duas perdas de clivagem, carbamidometilagdo de
cisteina como modificacao fixa e oxidagao de metioninas como modificacido variavel.
A tolerancia de massa de ions precursores foi de 10 ppm e de fragmentacao de ion
foi de 0,5 Da. Os PSMs (do inglés Peptide Spectral Matches) foram validados
usando o filtro de dados com base em p-values a um FDR maximo de 1% (ELIAS;
GYGI, 2007). Apos a validagéo dos espectros MS/MS os dados gerados no PEAKS®
7 foram exportados novamente para o Progenesis QI para quantificagcdo e
refinamento das proteinas identificadas aplicando filtros para analise comparativa.
Os filtros utilizados incluiram: proteinas identificadas por pelo menos um peptideo
unico, ou dois ou mais peptideos presentes em uma sequéncia proteica do banco de

dados, a analise estatistica para abundancia de proteinas foram: Anova p value
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<0,05 e Max Fold Change de = 1,5 e a presencga das proteinas em todas as réplicas.
A partir desses parametros, com a obtencdo dos dados de identificagcdo e
quantificacdo para as duas comparagdes (controle: inoculada), foi avaliada a
correlagao entre os dados. Os dados foram submetidos ao repositério MassIVE (do
inglés Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment)
(https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/massive.jsp) para acesso publico.
Foram realizados trés ensaios: identificacdo de proteinas, andlise de expressao de
30 genes e validacdo da atividade génica. No primeiro ensaio, trés reéplicas
bioldgicas e trés réplicas técnicas para amostras de folha e de cloroplasto de B.
oleracea foram analisadas primeiro por LC-MS/MS e segundo por RTg-PCR. No
terceiro a superexpressao de genes potencialmente envolvidos na defesa da planta
por superexpressao em planta modelo. Um esquema do desenho experimental foi

desenvolvido para exemplificar o processo (Figura 8).
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Figura 8. Desenho experimental com o delineamento do experimento aplicado para identificagdo das proteinas expressas por B. oleracea var. capitata na
interagdo com a bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris e validagdo dos genes potencialmente envolvidos na defesa da planta.
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4.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS A DEFESA DA PLANTA

A partir da analise de abundéncia diferencial das proteinas, 30 genes foram
selecionados para analise de expressdo. A selegcdo baseou-se ndo apenas na
abundancia diferencial das proteinas (valores de fold-change 21,5 e < 1,5), mas
também na fungao bioldgica dos genes apds analise de GO, e foram considerados
ainda trabalhos prévios do laboratério (RIBEIRO et al., 2018; VILLET et al., 2016).

4.7.1 Desenho de primers

As sequéncias de nucleotideos dos 30 genes foram submetidas ao software
Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007) para desenho dos primers para RTg-
PCR (Tabela S1). Para escolha dos melhores primers o software Oligo Analyzer 3.1
(www.idtdna.com/calc/analyzer) foi utilizado para analisar as caracteristicas fisicas
dos primers desenhados. Foi utilizada a ferramenta Primer-BLAST do banco de
dados NCBI para verificar a especificidade dos primers desenhados realizando uma
PCR in silico. Para a selegdo de 3 genes para superexpressao, além dos
parametros citados anteriormente, considerou-se ainda a analise de expressao por
RTg-PCR. As mesmas etapas para desenho dos primers de RTqg-PCR foram
utilizadas para desenho dos primers especificos (Tabela 1) para os genes putativos
selecionados para superexpressao. Os genes CHIB4-like (GAQY01039586), ESP-
like e RGP1-like, que codificam as proteinas endoquitinase CHB4 like
(AOAOD3BPL2), epithiospecifer like (AOAOD3CQU9) e UDP-arabinopiranose mutase

like (AOAOD3B9D8) foram selecionados para a superexpressao em planta modelo.

Tabela 1. Genes alvos utilizados para sequenciamento, de acordo com o numero de
acesso no banco de dados NCBI, informacdes dos primers especificos utilizados
para os testes de confirmacao de inser¢gao dos genes de interesse e o tamanho do
produto.

Gene Proteina Sequence (5'->3") TM. Tamanho

(°C) (pb)
CHB4 fike  ENdouitinase basica  ATGACCAGTTTGCTACTTTACTCA 60 618
CHI4 TTAACAAGTGAGGTTTTCTCCAGG 60
: o ATGTCAGCCTAATTTCTCTC 55.8
ESP like Epithiospecifier TTACGCGGAATTAACTGCGTA 558 080
RGP1 like UDP-arabinopiranose ATGGTTGAACCGGCGAATA 60 267

mutase 1 CATCCAGCCCACATATCGT 60
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4.7.2 Selegao dos genes de referéncia

A selecao dos genes de referéncia, tanto para Brassica quanto Arabidopsis,
foi baseada nos dados ja descrito dados da literatura. Foram selecionados 3 genes
para cada espécie potencialmente ideais para normalizagdo da expressao génica.
Os genes estudados para Brassica foram os codificadores das proteinas: proteina
da familia SAND (SAND), proteina de ligagdo TATA-box 1 (TBP1), e ubiquitina
(UBQ1). Os genes codificadores das proteinas: Actina 2 (ACT2), fator de elongagao
1-alfa (EF-1a) e proteinas gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), foram
selecionados para normalizacdo da expressdo em Arabidopsis. Os dados dos
primers para RTQ-PCR estdo agrupados na tabela (S1), no apéndice 1. A
estabilidade da expressdo dos genes foi calculada utilizando o algoritmo GeNorm
versdo 3.5 (ETSCHMANN et al.,, 2006), que calcula a média de estabilidade da
expressao resultando no valor (M) e a variagao de estabilidade dos melhores genes
fornecendo um valor (V), o que permite a exclusdo gradual dos genes menos
estaveis (valor de M < 1,5). O software REST (do inglés Relative Expression
Software) (PFAFFL et al., 2002), foi utilizado para analise da expressao dos genes.
A normalizagao dos genes alvo foi realizada com os melhores genes de referéncia,

para calculo da expressao e regulagao dos genes.

4.7.3 Extragao de RNA e sintese de cDNA

Do material foliar pulverizado, de trés réplicas bioldgicas, foi utilizado 0,1 g
de cada réplica bioldgica para extragdo de RNA total, usando reagente TRIZol™
(Invitrogen™), de acordo com as instrugbes do fabricante. O RNA obtido foi
quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop™ 200 (Thermo Scientific) e a
integridade foi observada por eletroforese em gel de agarose 1%. Para a digestéao
do DNA, 4 ug de RNA total foi tratado com Turbo™ DNAse (Applied
Biosystems/Ambion) segundo as orientagcbes do fabricante, e a eficiéncia da
digestao foi observada em gel de agarose 1%. Um total de 2 ug do RNA tratado foi
utilizado para a sintese de cDNA usando Go Script™ Reverse Transcription System
(Promega), conforme as orientagcdes do kit. Para confirmacdo da eficiéncia da
sintese de cDNA, foi realizada uma reacao de RT-PCR utilizando primers do gene
TBP1. A reagao com 1 pyL de cDNA na diluigao 1:20, agua ultra pura q.s.p 25 L,
Taq buffer 1 X, 1,2 yM de MgCI2, 0,2 mM de DNTPs, 5 uM de cada iniciador
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(foward e reverse), para RTg-PCR, 1 U da enzima Taq DNA polymerase (GE
Healthcare Life Sciences). O produto da reagao foi observado em gel de agarose
1%, com marcador de peso molecular Ladder 1kb plus (Invitrogen) para certificagao

do tamanho do fragmento.

4.7.4 Andlise de RTg-PCR

Um total de 30 genes que codificam as proteinas diferencialmente
abundantes identificadas foram selecionadas para validagdo dos primers
desenhados e andlise de expressdo dos genes por RTg-PCR (Tabela S1). Os
genes SAND, TBP1, e UBQ1 foram usados como referéncia apds a validagado dos
primers. A RTq-PCR foi realizada como descrito por Santos et al. (2017). cDNA na
diluicdo 1:20 foi estabelecido para a analise, apos testes com 4 diluigcdes terem sido
realizados (1:10, 1:20, 1:30 e 1:100), para determinar a eficiéncia de amplificagao.
Foram utilizadas 3 réplicas biolégicas com 3 repeticdes de cada amplificacéo, e
todos os experimentos incluiram controle negativo (agua, sem DNA molde). As
analises foram realizadas em um termociclador 7300 (Applied Biosystems). Um pool
de RNA tratado com DNAse, de cada condigao, também foi avaliado por RTq-PCR,
para avaliar resquicios DNA genbémico. O algoritmo geNorm foi utilizado para
analise de estabilidade, e a expressédo dos genes foi analisada no software REST.
Entre os 30 genes analisados, 3 genes foram selecionados, entre os que

apresentaram maior nivel de expressao, para superexpressar em planta modelo.

4.8 OBTENCAO DE PLANTAS TRANSGENICAS
4.8.1 Transformacgao e recuperacao de células de Agrobacterium tumefaciens

Os genes CHIB4-like; ESP-like e RGP1-like foram selecionados para
superexpressao em A. thaliana. Inicialmente os genes foram utilizados para sintese
do cassete de expressao. Os vetores contendo o cassete de expressdao foram
sintetizados pela empresa Epoch life Science Inc. (Missouri City). Cada vetor foi
construido com a sequéncia do gene de interesse com promotor e terminador CaMV
35S provenientes do vetor pBIN61 (Figura S2). Os vetores foram sintetizados com
gene de resisténcia a rifampicina (Rf) para sele¢cdo das bactérias transformadas e
com gene de resisténcia a Canamicina (Kn) para selegdo das plantas

transformadas, com sitios para enzimas de restricdo incluindo Xbal. Essas
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construgcdées, chamadas a partir daqui de pBIN61:BoCHIB4, pBIN61:BoESP e
pBIN61:BoRGP1, foram as transferidas para a linhagem desarmada de A.
tumefaciens via eletroporacgao, citada anteriormente.

Para transformacao bacteriana, 40 pyL de células competentes da linhagem
desarmada de A. tumenfaciens (GV3101::pMP90 resistente a gentamicina) foram
transformadas pelo método de eletroporagao para insergdo dos plasmideios (100
ng) (pBIN61:BoCHIB4, pBIN61:BoESP e pBIN61:BoRGP1). O procedimento de
transformacgao bacteriana foi realizado igualmente para cada vetor. Foi aplicado um
pulso com voltagem de 2,2 kV utilizando o eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad).
Em seguida as células foram recuperadas em 500 uL de meio LB, transferidas para
tubos de microcentrifuga de 2 mL mantidos em um termoagitador por 3 h (28 °C/250
rpm).

Em seguida, as células transformadas foram plagueadas em meio LB solido
contendo 50 mg.L" de cada antibidtico (Kn, Gt e Rf) e incubadas por 2 dias a 28 °C,
para confirmagao da transformacgao bacteriana. As unidades formadoras de col6nias
(UFC) presentes nas placas ap6s 2 dias foram transferidas, individualmente, para
placas de Petri contendo meio de selegdo, conforme mencionado anteriormente.
Das UFCs presentes nas novas placas 10 foram transferidas para 2 mL de meio LB
liquido de selecdo contendo os antibidticos citados anteriormente (mesma
concentragcao) em tubos de 15 mL e armazenadas overnight (28 °C/250 rpm). Foi
realizado a extracdo de DNA plasmidial, com metade das células cultivadas, para
nova confirmacado por amplificacdo de DNA por PCR e sequenciamento com
primers especificos. A outra metade das células transformadas foi crioprotegida com

glicerol 25% e armazenada a — 80 °C.

4.8.2 Amplificagao de DNA e sequenciamento para comprovagao de insergao
4.8.2.1 Minipreparagao do DNA plasmidial

Entre as colOnias resistentes ao meio seletivo, 10 UFCs foram cultivadas,
separadamente, para extracdo plasmidial. O tubo contendo 1,5 mL de cultura
bacteriana foi centrifugado (1 min/12000 x g/ 20 °C), o sobrenadante foi descartado
e o sedimento contendo as células bacterianas foi utilizado para extragao
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 2015). O DNA plasmidial extraido foi utilizado para

realizaggo de PCR em termociclador Veritl® (Applided Biosystems). Foram
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adicionados 100 ng de DNA plasmidial em uma reagdo de PCR com 20 uL no total
(ddH20 q.s.p 20 pL; tampéo para Taq 1 X; MgCl2 1,5 mM; dNTP 0,2 mM; 0,1 uM de
cada primers (foward e reverse); Taq Polimerase 1 U). As condi¢cdes de PCR foram
as mesmas propostas por Brasileiro e Carneiro (2015), com a temperatura de
anelamento ideal para cada primer especifico, previamente testado (Tabela 1).
Como controle negativo da reacédo, o DNA plasmidial de bactérias carreando o vetor
pBING1 vazio foi utilizado. Um gel de agarose 1 % foi preparado para observagao do
produto de PCR por eletroforese. O DNA plasmidial, PCR positivo, de cada bactéria
transformada, apoés purificagdo, foi sequenciado. O sequenciamento foi realizado
pelo Laboratério de Sequenciamento de DNA da Universidade Catodlica de Brasilia
com protocolo padrdo em um sequenciador ABI 3130 x| (Genetic Analyzer, Applied.
Biosystems).

4.8.3 Obtenc¢ao das plantas transformadas

Os 3 vetores com os genes de interesses, sob controle do promotor 35S
(CaMV), foram usados para transformagao de A. thaliana (Col-0) mediada por
Agrobacterium tumefaciens (GV3130). O método floral dip (CLOUGH; BENT, 1998)
foi utilizado para a transformacéo dos botdes florais. Inicialmente foi realizado um
pré-inoculo transferindo a bactéria transformada para 2 mL de meio de sele¢do, em
seguida armazenado em termoagitador overnight (28 °C /250 rpm). No dia seguinte
um indculo foi preparado transferindo 250 uL para 250 mL de meio de cultura de
selecdo em erlenmeyer de 1 L. O indculo foi armazenado em termoagitador a 28 °C
com agitagdo de 250 RPM até alcancgar a densidade o6tica adequada (ODsoo = 0,8-
1,0). Apéds alcangar a absorbancia necessaria, a cultura bacteriana foi distribuida em
tubos de 50 mL que foram centrifugados por 5 min a 1118 g. O meio de cultura foi
retirado e o precipitado bacteriano foi solubilizado com solugédo contendo 5% de
glicose e 0,005% de silwet L-77. A suspensao contendo A. tumefasciens (ODeoo =
0,8) foi preparada para imersédo dos botdes florais. Os botdes florais foram imersos
em um recipiente contendo a suspensio bacteriana em quantidade suficiente para
cobrir todos os botdes. Os botdes ficaram imersos na suspensao por 30 seg com
movimentos circulares. As plantas foram cobertas com um plastico transparente,
para reter umidade, por 24 h. Apés a transformacéao, as plantas foram mantidas em

ambiente controlado (com fotoperiodo, 12 h luz/12 h escuro a 22 °C) até completar
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o ciclo de vida. Ao apresentarem a coloracdo marrom, as siliquas foram cobertas
com sacos de papel pardo para coleta das sementes e 0,1 g (cerca de 5000
sementes) foi esterilizado (com solugéo etanol 100% e triton-X 0,05%). Cinco placas
no total foram semeadas (um total de 25000 sementes). As placas contendo meio
de cultura seletivo MS (50 mg. L' Km), foram mantidas em ambiente controlado. As
plantas resistentes a Canamicina, com aproximadamente 5 folhas, foram
transferidas para substrato e mantidas em ambiente controlado. Para confirmar a
transformacgao, folhas das plantas (TO) foram coletadas para extracdo de DNA. O
DNA extraido foi utilizado para amplificagdo por PCR e sequenciamento usando
primers especificos. O modo de selegado e cultivo foram repetidos até a obtencao
das geragdes T1, T2 e T3, com extracdo de DNA em todas as etapas para PCR e
sequenciamento. Na geragao T2 foi realizado o teste de homozigose. As geragdes

em homozigose T2 e T3 foram utilizadas para caracterizagdo molecular e bioensaio.

4.8.4 Analise por Southern blot, RTq-PCR e bioensaio

Apos o desenvolvimento das plantas, folhas da geracdo T2 em homozigose
foram coletadas para extracdo de DNA total e analise por Southern blot. O DNA
extraido das plantas transgénicas (BRASILEIRO; CARNEIRO, 2015), foi purificado
e submetido a amplificacdo por PCR. O produto de PCR foi conferido por
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA purificado foi sequenciado para
confirmar a presenga do gene de interesse. Depois da confirmagdo por
sequenciamento, o DNA purificado foi digerido com a enzima de restricdo Xbal
seguindo as orientagdes do fabricante (Promega). Por eletroforese, a amostra
digerida foi transferida para o gel de agarose 1%. Para a eletroforese, foram
utilizados os seguintes parametros: tampéao TBE 1X, voltagem de 8 V, com tempo
de eletroforese de ~4 h (ou até a marca do tampao de amostra alcangar 2 cm antes
da base final do gel). Apds a eletroforese, a amostra foi transferida para membrana
de nitrocelulose, Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare Life Sciences), para analise
por Southern blot que foi realizada seguindo o procedimento padrdo (ROMANO;
VIANA, 2015). O RNA total extraido das folhas das plantas da geracdo T3 foi
preparado para RTg-PCR conforme citado anteriormente. Para normalizacdo dos
dados, os primers ACT2, EF-1a e GAPDH (Tabela S1) foram utilizados para avaliar

a expressao dos genes heter6logos em A. thaliana. Para avaliar o efeito da
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superexpressao dos genes em A. thaliana, plantas transgénicas foram inoculadas in
vitro. Plantas com 25 dias de idade (contando desde inicio da germinagao) foram
inoculadas por aspersao (KRAUTHAUSEN; LAUN; WOHANKA, 2011) com uma
solucdo de Xccd51 OD = 0,1 (NaCl 0.85%; 0,005% silwet |-77) usando um
vaporizador de 30 mL com valvula spray de 2,3 cm. O spray foi disparado 3 vezes
em cada planta. O desenvolvimento da doenga foi acompanhado baseado na
avaliagdo fenotipica visual por 15 dias e documentada por fotos. Um total de 5
transformantes foi avaliado com 15 plantas cada (réplicas técnicas). A analise foi
realizada 5 dias pés inoculagao (dpi) e avaliagéo do indice de doencga foi pontuada
de acordo com a escala utilizada por SHARMA e colaboradores (2017) apos pesar
as folhas, antes e depois da remog¢ao da area necrosada. O indice de McKinney
(1923) foi utilizado para calcular a severidade da doenca (SVD) de acordo com a
escala de nota atribuida na avaliagdo do indice da doenga. Utilizando a média
aritmética das notas fornecidas na escala, foi possivel a mensurar a reagdo média
de cada planta onde: 0,0-1,0 = altamente resistente (AR); 1,1-2,0 = medianamente
resistente (MR); 2,1-3,0 = medianamente suscetivel (MS); 3,1-4,0 = suscetivel (S);
4,1-5,0= altamente suscetivel (AS) (MEYER et al., 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos prévios no laboratério os teste de resisténcia e suscetibilidade
realizados nas duas cultivares utilizadas no presente trabalho, revelou que a cultivar
Astrus Plus era moderadamente resistente, e para melhor apresentagcdo dos dados
sera mencionada a partir daqui como cultivar resistente, e a cultivar VELOCE
mostrou suscetibilidade & bactéria Xcc51 (TAVORA et al., 2019). Para melhor
compreensao da interagao repolho-Xcc a prospecc¢ao de proteinas foi realizada nas
primeiras 24 horas de infecgdo. As amostras de extrato de folhas inoculadas (EFI) e
nao inoculadas, controles (EFC) foram analisadas por Orbitrap assim como
amostras de cloroplastos isolados das folhas inoculadas (ClpFl) e ndo inoculadas
(CIpFC).

5.1 PERFIL PROTEOMICO DE FOLHAS DE BRASSICA INFECTADAS POR XCC

O dinamismo celular € uma resposta a diferentes situagdes fisioldgicas.
Diferenca na abundancia de proteinas pode indicar modificagbes celulares
importantes e especificas. A protedmica possibilita obter informacdes cruciais sobre
o conjunto de proteinas na célula ou organela nas diferentes situagcbes e/ou
modificagdes celulares (WILKINS et al.,, 1996). Para a analise do proteoma de
folhas e cloroplasto de plantas de B. oleracea var. capitata infectadas, foi utilizado
no presente trabalho, o método de shotgun.

A andlise comparativa entre proteinas das plantas resistentes e suscetiveis
de B. oleracea var. capitata 24 h apds a inoculagdo com Xcc foi realizada com o
objetivo de entender melhor a interagcdo Brassica-Xcc, observando a abundancia
diferencial de proteinas que podem estar envolvidas no processo de defesa da
planta hospedeira, nos estagios iniciais da infecgdo. Outro objetivo foi validar a
funcdo de genes potencialmente envolvidos na defesa da planta. A anélise do
proteoma, da folha e cloroplasto, por nanoLC-MS/MS foi realizada, no Servigo
Central de Apoio a Investigacdo (SCAI) SCAIl durante o periodo de Doutorado
Sanduiche na Universidade de Cérdoba, Espanha e na Unidade de Protedmica, do
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) durante
uma visita técnica, respectivamente.

De acordo protocolo padrao utilizado no Centro de andlise foi realizado o

fracionamento padréo (Figura S1) em SDS-PAGE 12% para digestdo em gel, por
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tripsina. O protocolo padrdo adotado, leva em consideragdo que o fracionamento
em gel pode inicialmente limpar a amostra, remover contaminantes com baixo peso
molecular incluindo detergentes e tampao, que sao utilizados nos primeiros estagios
de tratamento das amostras, mas que podem ser detectados por nanoLC-MS/MS
(SHEVCHENKQO et al., 2007). Essa limpeza inicial auxilia, sobretudo em manter a
integridade da coluna de separacgao por fase reversa e ainda pode contribuir para a
ionizagao dos peptideos (LUNDBY; OLSEN, 2011).

Para a identificacdo de proteinas, foi realizada a comparacéo RI:RC, cultivar
resistente inoculada com Xcc (RIl) comparada com a cultivar resistente infiltrada com
solugédo salina (NaCl 0,85%), o controle (RC); bem como a comparagdo SI:SC,
cultivar suscetivel inoculada (SI) comparada a cultivar suscetivel infiltrada com NaCl
0,85%. A analise realizada por LC-MS/MS identificou mais de 30.000 sequéncias de
peptideos, e o alinhamento desses peptideos, com dados anotados no banco de
dados UniProt, revelou mais de 2.000 proteinas (Tabela Suplementar S1, no
apéndice 2). O alinhamento foi realizado utilizando sequéncias anotadas de B.
oleracea para identificagdo das proteinas, os dados de proteoma foram
disponibilizados  publicamente através do repositério MassIVE (DOI:
10.25345/C5KG6W).

Foi relatado uma variabilidade genética entre as espécies de repolho, Yang
et al (2018) apods realizarem o sequenciamento completo de DNA mitocondrial de
cultivares de repolho, observaram diversidade entre elas confirmando que pode
haver diversidade entre as subespécies de B. oleracea como proposto inicialmente
em outros trabalhos (GREWE et al., 2014; TANAKA et al.,, 2014). Quando
comparados o0s controles de ambas as cultivares foi observada uma grande
variacao entre as proteinas, lista completa e de proteinas diferenciais (dados nao
mostrados), e a variacdo poderia nao estar relacionada com a infecgcéo por Xcc,
mas devido a variabilidade natural observada, por isso ndo foi realizada a
comparagao direta entre os dados provenientes de Astrus Plus e os de Veloce. Os
dados de enriquecimento de cloroplasto foram obtidos a partir de um equipamento
orbitrap VELOS (Thermo Scientific LTQ) enquanto os de extrato de folha em um
orbitrap FUSION (Thermo Scientific LTQ) por isso, os dados provenientes do
enriquecimento de cloroplasto ndo foram comparados diretamente com os dados de

extrato total.
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A maioria das proteinas identificadas ndo estava caracterizada, por isso
uma segunda analise foi necessaria. A analise de ontologia génica (GO) foi
realizada com o software Blast2Go para predigdo do processo biolégico na célula de
cada espécie de proteina, e também permitiu o alinhamento das sequéncias das
proteinas com o banco de dados NCBI, através da ferramenta BLASTp, para
auxiliar na predicdo de nomes das proteinas nao caracterizadas no primeiro
momento, e a maioria das proteinas nao caracterizadas teve o nome predito,
considerando similaridade >60 % de homologia entre as sequencias alinhadas.

De um modo geral o proteoma de extrato de folhas das cultivares
resistentes Astrus Plus inoculadas com Xcc (EFRI) e solugdo salina (EFRC),
identificou 1424 proteinas, por outro lado o proteoma de extrato de folhas das
cultivares suscetiveis Veloce, inoculadas com Xcc (EFSI) e o respectivo controle
(EFSC) revelou um total de 1395 proteinas (Figura 9).

Sabe-se que em proteomas complexos, como amostras de planta, a
identificacdo de proteinas menos abundantes pode ser impedida por outras
proteinas mais abundantes (KIM; KANG, 2008). A protebmica de diferentes
componentes subcelulares em planta tem representado um grande auxilio na
identificacdo de proteinas menos abundantes. O enriquecimento de amostras de
cloroplasto, mitocéndria, nucleo, membrana plasmatica e parede celular, pode
contribuir para uma maior cobertura na identificacdo de proteinas (KIM; KANG,
2008; ROLLAND et al., 2012; BAYER et al., 2015). Dessa forma, o isolamento de
organela pode contribuir para identificagdo de muitas proteinas que nao foram
identificadas na analise de folha em ambas as cultivares. As amostras de
enriquecimento de cloroplasto realizado no presente trabalho puderam contribuir
com 662 proteinas adicionais nas amostras de plantas resistentes (ChIRI e ChIRC)
e 926 nas suscetiveis (ChISI e ChISC) (Figura 9). No total o presente trabalho,
considerando extrato total e cloroplasto, contribuiu com 2680 proteinas anotadas no
banco de dados com a comparagéo resistente (RI:RC), assim com 2686 proteinas

da comparacao suscetivel (SI:SC) que também foram depositadas.
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Figura 9. Diagrama de Venn mostrando as diferentes comparagdes realizadas. a) distribuicdo quantitativa das de proteinas na condicao resistente inoculada
com Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (RI) comparadas com a condi¢cdo controle (RC) e no enriquecimento de cloroplasto da condi¢céo
resistente inoculada com Xcc (ClpRI) comparada com a condi¢cdo controle (CIpRC); b) distribuicdo quantitativa das proteinas na condigdo suscetivel
inoculada com Xcc (Sl) comparada com a condi¢c&o controle (SC) e no enriquecimento de cloroplasto da condigdo suscetivel inoculada (ClpSl) comparada
com o cloroplasto da condigéo controle (CIpSC). Nos circulos, nas laterais dos diagramas de Venn, estdo proteinas com alteragdo na abundancia (primeiros
circulos mostram as proteinas diferenciais apenas nas amostras de extrato de folhas; os circulos do meio mostram as proteinas compartilhadas entre as
amostras de extrato total e de enriquecimento de cloroplasto; nos circulos inferiores estdo as proteinas diferenciais apenas das amostras de enriquecimento
de cloroplasto); as proteinas foram distribuidas no conjunto de dados no interior de cada circulo maior, onde os circulos amarelos mostram o numero de
proteinas com abundancia aumentada e os circulos azuis mostram o numero de proteinas com abundancia diminuida. (*) numero de proteinas
diferencialmente abundantes nas amostras de cloroplasto. Rl (Resistente inoculada), RC (Resistente Controle), S| (suscetivel inoculada), SC (Suscetivel

Controle) — Clp (Cloroplasto).
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Essas proteinas ndo foram detectadas nas amostras de folhas. Esses
resultados demonstram que a analise de subproteomas pode contribuir
significantemente para a identificacdo de proteinas adicionais (ROLLAND et al.,
2012; BAYER et al., 2015). Neste estudo, todas as proteinas identificadas,
provenientes de folhas e enriquecimento de cloroplasto, foram combinadas para
analise. Algumas proteinas com o mesmo nome, com homologia de sequéncias >
30%, mas com numero de identificagcao diferentes, foram alinhadas. A sequéncia de
aminoacido alinhada que apresentou dissimilaridade de > 5%, foram consideradas
proteinas diferentes, ou seja, contada mais de uma vez na relagdo final. Na
comparagado entre as plantas resistentes inoculas e controles (RI:RC), foram
identificadas 338 proteinas diferencialmente abundantes, ja na comparagdo entre
plantas suscetiveis inoculadas e controles (SI:SC), 361 apresentaram abundancia
diferencial (Tabela S2, Figura 9). Um total de 30 proteinas foi selecionado para
analise dos respectivos genes por RTg-PCR, considerando: a abundéancia diferencial
das proteinas identificadas (valor de fold-change >1,5 ou <1,5), e/ou processo
bioldgico envolvido (resposta/defesa) e/ou resultados de trabalhos prévios realizados
no laboratério (VILLETH et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018), com base nas
informacdes, acima a expressao dos 30 genes potencialmente envolvidos na defesa
da planta foi avaliada (Tabela 2).

Apenas dois genes amplificados pelos primeres sintetizados com base na
literatura foram utilizados para normalizagdo na analise por RTg-PCR. Segundo os
dados de estabilidade apresentados pelo GeNorm, foram considerados apropriados
para a analise de expressado génica, o TBP1 e UBQ (e o par menos variavel, na
analise par-a-par entre os 30 genes). O GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002),
assim como outros algoritmos incluindo NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) e
BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) foram desenvolvidos para selecionar os genes
mais estaveis a partir de um conjunto de genes candidatos ou genes submetidos a
uma determinada condicao experimental (CHEN et al., 2011). O gene SAND, apesar
de ser sugerido na literatura para utilizacdo do mesmo como normalizador, nao foi
considerado estavel pelo algoritmo GeNorm (valor de M < 1,5). Zhu e colaboradores
(2012) observaram que alguns genes, do metabolismo basico e manutencéo celular,
tendem a ser usados como genes de referéncia. Mesmo sendo indicados na
literatura como normalizadores alguns desses genes em condigdes experimentais

podem nao ser expressos de forma estavel (GUTIERREZ et al.,, 2008). Essa
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informagdo demonstra que para analise de expressdo génica por RTq-PCR, os
genes de referéncia utilizados na literatura, sempre precisam ser avaliados, quanto a
estabilidade, para cada condicédo experimental (SCHMITTGEN; ZAKRAJSEK, 2000).
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Tabela 2. Proteinas diferenciais e genes codificadores analisados por analise RTq-PCR (interagdes RI: RC e SI: SC) e os genes discutidos no modelo de interagdo

proposto.
Gene? Proteina Proteina Acesso Fold change’® Ontolosia Géni
(nome completo) (NA)! UniProt Proteina Gene ntofogia >enica .
(processos bioldogicos)
Genes diferenciais analisados por RTq-PCR e incluidos no modelo proposto R S R S
Proteina com dominio de repeticao Direcionamento de protein
BoAKR2A  de anquirina contendo dominio 2- AKR2 AOAOD3BKS51 ni 2 037  -0.003 ceionamento de proteinas ao
like cloroplasto
Regulagdo positiva da morte celular
BoAMC4 Metacaspase-4 MC4 AOAOD3DI1TS5* 2 2 2.88 1.172 programada; autoprocessamento de
proteinas
BoANN2 Anexina ANN2 3Y171 2 ni 380 2357 Lansportetransmembrana de eu de
calcio; resposta ao estresse oxidativo
BoAPY5 Apirase 5 APY5 AO0AOD3CA22 nd -10 0.73 0.179 Nenhum predito
At5g02240 P “’temfﬁg Oﬁ;jgtenzada At5802240  AOAOD3EID2* nd 3 -031 0897 Resposta ao 4cido abscisico
BoATPCI ATP sintase caflel'a gama 1. ATPG1 AOAOD3ERT3 nd 11 0.3 0.188 Sintese de ATP acoplada ao transporte
Cloroplastica de protons
Reoulador de chaperonas Resposta celular a proteina desdobrada;
BoBAG7 & nap . BAG7 AOAO0D3A4WO0 ni -81 1.21 0.452 dobramento de proteinas; resposta
moleculares da familia BAG 7-like
celular ao calor
Processo catabolico de macromoléculas
BoCHB4 Endoquitinase basica CHB4-like CHB4 AOAOD3BPL2 6 B 617 Adgy  CRmEeiteslilen peesn kbl
de quitina; resposta ao virus; resisténcia
adquirida sist€émica
. o Controle de qualidade de proteinas para
BoCLPP Subunidade proteolitica da protease CLPP AO0AOD3A7F3 ni 2 1.18 -0.385 proteinas mal dobradas ou
Clp dependente de ATP . .
incompletamente sintetizadas
BoDEGPS8 Protease Do-like 8, cloropléstica DEGPS8 AO0AOD3BZW4* 3 ni 0.35 6.457 Reparo do Photosystem 11
Transporte de acido abscisico;
BoDTX Proteina de detoxificagio DTX AOAOD3BJ77 ni 2 054 0268 ransportcransmembranar de drogas;
regulacdo da resposta a privacao de
agua;
BoENH1 Rubredoxina like, 1 ENNH1 AOAOD3AJGI1 nd -2 -1.58 -0.639 Nenhum predito
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Continuagao
Gene! Proteina Proteuzla Ac.esso : Fold change® Ontologia Génica
(nome completo) (NA) UniProt Proteina Gene e [l )
Genes diferenciais analisados por RTq-PCR e incluidos no modelo proposto R S R S P g
, . ~ Terminagao citoplasmatica de translagao;
BoERFI-3  Peptideos do fator de liberagdo de eRF1-3 AOAOD3EOE3* 3 nd 105 0317 regulacdo do crescimento; término de
cadeia eucaridtico subunidade 1-3 ~
tradugdo
Resposta de defesa a bactéria; processo
BoESP Epithiospecifier -like ESP AO0AO0D3CQU9 nd -2 4.56 1.607 catabdlico; processo biossintético de
nitrilo; resposta ao acido jasmonico
Resposta celular ao estresse oxidativo;
BoFSDI Superoxido dismutase SOD F8U7Z7 3 nd 071 -0.017 resposta de defesa a b?cterla; resposta
celular ao estresse salino; resposta celular a
UV-B;
BoGASAI  Giberilina-proteina de regulagio |~ GASTI  AOAOD3DOY9* 2 nd 001 -1905  Nespostaacdcidoabscisico; resposta ao
brassinosteroide; resposta a giberelina
BolF-2 Fator de iniciacao da translagao IF- 2 AOAOD3CAZ7 5 nd <130 0110 Iniciacao translacwnal;’tradugao; ligacdo
2 de nucleotideos
BoLLP Proteina lectin-like At3g16530 LLP AO0AOD3CJY3 3 ni -651 3470 Resposta a quitina; resposta a oomicetos
BoMLP31 Proteina MLP-like 31 MLP31 AOAOD3APR4 -4 ni -0.83 -0.860 Resposta de defesa
Resposta ao estresse oxidativo; processo
BoPER32 Peroxidase 32 PEROX32 AO0AOD3E2V6 -2 nd 1.92 0.239 catabolico de peroxido de hidrogénio;
resposta a citocinina;
BoPIPI-1 Aquaporina PIP1b1 PIP1bl QYFUL1* ni 2 -046 -0003 Iransportede aguaél ;zposm a privagdo de
Bopppy ~ DOminiopsbP ~contendoaproteina pgppy A0A(DIDIBI*  nd 9 064  -0.349 Fotossintese
4, cloroplastica
BoPRX5  Peroxiredoxina IIF, mitocondrial ~ PRXIIF  AOAOD3CMFO* 2 2 033 0920 omeostaseredox celular; resposta ao ion
cadmio; resposta ao estresse oxidativo
BoPSBE ~ Citocromo b559 subunidade alfa PSBE AOAOH3Y313* nd 2 -044 -0383 Cadela de transporte de elétrons

fotossintéticos
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Continuagao
Gene! Proteina Proteina Acesso Fold change® e (G
(nome completo) (NA)? UniProt Proteina Gene ( rolcle(s)sgglli)‘iolgnx:s)“
Genes diferenciais analisados por RTq-PCR e incluidos no modelo proposto R S R S = -
BoPSBD  Proteina do fotosistema 1D2 ~ PSIID2  AOAI9ISEUS  nd 2 -0.13 -0223 | ransportedeelctrons fotossintéticos no
fotossistema II; ligag@o proteina-cromoéforo
Receptor LRR -like Autofosforilagdo de proteinas; regulagdo da
BoRFKI serina/treonina-proteina quinase ~ LRR-RLK AOA0D3CSXS5 2 nd -0.71 1.010 resposta imune inata; acido jasmonico e
At1g29720 resisténcia sist€émica dependente de etileno
UDP-arabinopiranose mutase 1- . Organizagéo de parede celular tipo planta ou
BoRGP1 . UAM AO0A0D3B9DS 9 ni 220 1.968 o
like biogénese
Borr1y  Trowinatilacoide lumenal 17.4py 5 404 op3pAP2® 306 069 1944 Ligagdo de proteina
k Da. cloroplastica
BoYCF54 Proteina “@igjwem‘da YCF54  AOAOD3ECB6* 33 038 -0436 Nenhum predito
BoUSP4 ~ Proteinade estresse universal YXIE  AOAOD3CTQ3 2 2 073 0.642 Nenhum predito
YxiE-like
Fold
Gene! Proteina Proteina Acesso chaon & Ontologia Géni
(nome completo) (NA)? UniProt 4g_ ntologia ?n¥ca 4
Proteina (processos biolégicos)
Proteinas adicionais incluidas no modelo proposto R S
BoTRXM Tioredoxina M, cloroplastica TRXM AOAOD3DZ53* ) ) Homeostase reNdox celular; processorn.letabohco d; éter glicerol;
regulacdo do processo metabdlico de carboidratos;
BoPRXQ Peroxiredoxina Q, cloroplastica PRXQ AOAOD2ZRQ6* 2 nd Homeostase redox celular
isoforma X2
. . . AO0AOD3BYDS5* 2 nd
BoPRX Peroxiredoxina- Cloroplastica PRX AOAOD3DSN3* N nd Homeostase redox celular
106329510 Pectinesterase PEM17 AOAOD3B6U2* 4 2 Modificagdo da parede celular; processo catabdlico da pectina
BoGSTUS Glutationa S-transferase U5 GSTUS AOAOD3B771 ) nd Resposta ao estresse oxidativo; resposta a substancia toxica;

processo catabolico da toxina
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Continue
F
Gene! Proteina Proteina Acesso cha?:de-” Ontologia Géni
(nome completo) (NA)? UniProt —LHgnge ntofogia f>enica a
Proteina (processos biologicos)
Proteinas adicionais incluidas no modelo proposto R S
Processo metabolico da glutationa;
BoGSTUI19 Glutationa S-transferase U19 GSTU19 AOAOD3CVZ5 2 -2 resposta ao estresse oxidativo; resposta celular a privagao de
agua;
BoBoAIG2 Proteina Aig2 AIG2 AO0AOD3BZV5* 2 2 Resposta a bactéria
106337169 Ferredoxina FDX AOAOD3BV84* 2 Transporte; transporte de elétrons
. . Resposta de defesa para; resposta de defesa ao fungo,
BoLFNR Ferredoxina--Nadp foliar, FNR AOAOD3E2R* 15 nd interagdo incompativel;
Isozima 1, cloroplastica . ) <
fotossintese; resposta a citocinina
. . Resposta de defesa para; resposta de defesa ao fungo,
BoLFNR?2 Ferredoxma——Nadp fo.l 1ar FNR2 AO0AOD3DQI2* 2 nd interagdo incompativel;
Isozime 2, cloroplastica , <
fotossintese; resposta a citocinina
BoGF14 14-3-3 GF14 kapa isoform X1  GF14 kappa AOAOD3BETO 2 nd Regulagdo metabolica; resposta ao frio
Aldo-aueto redutase familia 4 Processo de oxidacao-reducdo; resposta ao ion cadmio;
BoAKR4CS8 d membro C8 AKRA4CS AOAOD3BR44 2 -2 resposta a substancia toxica; resposta ao frio; resposta ao
estresse salino;
Organizagao mitocondrial; divisdo celular; resposta de
BoPBH?2 Prohibitina 2, mitocondrial-like mtPBH2 AOAOD3C7E7* 2 2 defesa a bactéria; regulacdo negativa da divisao celular;
resposta a auxina;
BoVDAC4 Porina mltg;;r;?gaélmembrana mtVDAC4 AO0AOD3B2Z79* 2 ni Regulagdo do crescimento; resposta a bactéria
. AOAOD3CQEI1* 3 2 i1 . ) i1
popry Moedeldouess pi jowpsconae 2 2 Peeso pebileo destoies pseso bl
AO0AO0D3BMU9 4 2 ’
BoMDH Malato demdrogenase, chIMDH AOAOD3CGY3 ) 15 Processo metabolico dp carborld.ratos;. proces§9 metabolico
cloroplastica do malato; ciclo de acido tricarboxilico
106341843 Clloa g o1l S - BG AOAOD3BXB6 7 3 Processo metabolico de carboidratos

glucosidase-/ike
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Continue
F
Gene! Proteina Proteina Acesso Chaonld & Ontolosia Géni
(nome completo) (NA)? UniProt —Lnange ntofogia f>enica 4
Proteina (processos biologicos)
Proteinas adicionais incluidas no modelo proposto R S
106300472 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase-/ike BG._ ppap AOAOD3CTF]* ) i Processo metabdlico de carboidratos; comunicagéo
(glucanase beta 1,3) celular
Toearg | CUETEISEDSHDS D CRUEENES, | o e AOAOD3DXNS 2 nd Processo metabélico de glicose
cloroplastica
] T : AOAOD3E8B6* 2 2 o , .
BoPAP 1 Proteina plaszil;)(;Lllgslglcc;—Assomada 1, chIPAP 1 AOAOD3ESB7* ) ) Fotoinibigao; resposta aof?icoldo abscisico; resposta ao
P AOAOD3B8J8 2 3
BoPAP 2 Proteina plastidio-Lipidio-Associada 2 PAP 2 AOAOD3A546 2 nd Nenhum predito
BoPAP 3 Proteina plastidio-Lipidio-Associada 3 PAP 3 AOAOD3BRT9* 2 2 Nenhum predito
BoUSPA Proteina estresse universal A USP-A AOAOD3CN30* 2 ni Nenhum predito
BoPEPRI Receptor quinase com repetigdes ricas PEPI AOAOD3D099* 3 ) Respostarl imune; reAsp.osta imune inata; ,re.sposta ao
em leucina- Peprl acido jasmonico; resposta a injuria
Receptor leucina com receptor rico em Autofosforilagao de proteinas; regulacdo da resposta
NA repeticdes serina treonina-quinase like LRR-RLK AO0AOD3BBD1* 2 ni  imune inata; 4cido jasmonico e resisténcia sist€émica
At3g14840 dependente de etileno
BoPTII2 Proteina tirosina-quinase 2PTI1-like PTI1-2 AOAOD3B4A1 1.5 nd Resposta de defesa; fosforilagdo de proteinas
BoGAPC Gliceraldeido-3-fosfato desid GAPDH AOAOD2ZPE9 2 nd P tabolico da gli
0 iceraldeido-3-fosfato desidrogenase AOAOD3COI2* 5 nd rocesso metabolico da glicose
106335373 Malato d651dr9g§nas§ [NADP] chIMDH AOAOD3B2U9 2 nd Processo metabohcro.de carboidratos; processo
cloroplastica-like metabolico do malato
BoGPX1 Glutationa peroxidase mitocondrial mtGPX AO0AOD3ATOS5 -2 nd Resposta ao estresse oxidativo
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Continue
Proteina Proteina Acesso Fold
1 1 1 h 3 . A .
GG (nome completo) (NA)? UniProt = an(g,re Ontologla. G(?n}ca a
Proteina (processos biologicos)
Proteinas adicionais incluidas no modelo proposto R S
Glutationa S-transferase Resposta celular a peroxido de hidrogénio; resposta de
BoDHARI . L mtDHAR AO0AOD3DQE3 2 nd defesa; regulagdo positive da via de sinalizagdo mediada
DHARI1, mitocondrial-like , ° L . .
por acido salicilico; resposta a acido jasmoénico;
BoPER3 Peroxidase 3-like PEROX3 AOAOD3CTRO* 2 nd Processo catabolico de perox1dp d(? hidrogénio; resposta a
estresse oxidativo;
BoPER32 Peroxidase 32 PER32 AOAOD3E2V6 2 nd Processo -catab.ol.lco de peroxido de hldrogpnlq; resposta a
citoquinina; resposta a estresse oxidativo;
BoLEHCBS Proteina de ligacao a clqroﬁla CP26 AOAOD3BTZ5 4 ni Supressao nao—fotoqulmlcas; fqtossgntese, c’aptura de’ luz;
a-p CP26, cloroplastica montagem do fotossistema II; ligacao proteina-cromoforo
BoLHCB4.2 Proteina de ligagdo a clor'oﬁla CP29 2 AOAOD3CLTO 5 ) Fotossintese, capfura de luz; ligacao Pr().telqa-.cromoforo;
a-p CP29.2, cloroplastica resposta a luz azul; resposta a citocinina;
NA Proteina de ligacao a clqroﬁla CP43 AOAOD3CFB6 5 ni Transporte de e.letro~ns fotos’s1ntet100§ no fotossistema II;
a-p CP43, cloroplastica ligacdo proteina-cromé6foro
BoRPN Proteassoma 2~6 S subunidade RPN5 AO0A0D3CJZ8 -2 nd Montagem proteassoma; traducao
reguladora nao-ATPase 5
BoRPT3 TSR ASS ST 26Sp6B AO0AOD3AL95 2 ni Processo catabolico de proteina
reguladora homologo 6B
BoUBC36 Enmmg Cpmugadora de UBC7 AOAOD3ARJS 2 nd Reparo de pds-replicacdo; ubiquitinagao ligada a proteina
Ubiquitina E2 36 K63
BoUBC7 Sl Cu I oI UBC7 AOAOD3ECQ3 2 nd Ubiquitinagdo proteica

Ubiquitina E2 7

(") Brassica oleracea (Bo) nome do gene baseado no homélogo em Arabidopsis thaliana. “N/A” Nio anotado. (?) Abreviagdo do nome da proteina. (nd) proteina ndo diferencial
(fold change >/< 1.5); (ni) proteina ndo identificada em uma das cultivares. Os numeros positivos indicam o fold change dos genes regulados positivamente ou abundancia
aumentada e os numeros negativos os genes regulados negativamente ou proteina com abundancia diminuida. (Log2) apresentacdo dos resultados dos valores de fold change
para a expressdo relativa dos genes avaliados por RTq-PCR. (R) resistente e (S) suscetivel; (°) Ontologia génica, resumindo os principais termos dos processos bioldgicos
mostrados no banco de dados; (mt) mitocondrial e (chl) cloropléstico, prefixo usado aqui para diferenciar a localizagdo do produto génico; (*) proteinas identificadas nas
amostras de enriquecimento de cloroplasto.
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Na analise da expressao dos 30 genes de repolho, como esperado, o nivel
de muitos mRNAs nao estavam correlacionados com a abundancia de proteinas
(Figura 10). Na cultivar resistente, de 16 proteinas que mostraram abundancia
aumentada, 6 genes correspondentes foram regulados positivamente. De maneira
semelhante, os resultados obtidos na cultivar suscetivel revelaram que 10 proteinas
ndo mostraram abundancia diferencial, mas 5 dos respectivos genes tiveram a
regulacdo aumentada, e 1 diminuida. Entre as proteinas com abundéancia diminuida
nas plantas suscetiveis, 2 genes correspondentes estavam com regulacao
aumentada e 2 diminuida, e outros genes ndo mostraram alteragdo na expressao
(Figura 10). Para facilitar o entendimento e disposicdo dos dados, os nomes dos
genes, nao caracterizados em B. oleracea var. capitata, foram substituidos por
cbdigos de genes homologos em Arabidopsis, precedidos por “Bo”.

As diferencas observadas na abundancia de proteinas quando
correlacionadas com o nivel de expressdo dos respectivos genes pode nao ser
proporcional, provavelmente porque alguns processos regulatérios podem ocorrer
depois da transcricdio do mMRNA, incluindo modificacbes pos-transcricionais,
translacional, pos-translacional e degradagdo de proteinas por mecanismos
regulatorios, assim como a meia-vida de RNA e da proteina correspondente (DE
SOUSA ABREU et al., 2009; VOGEL; MARCOTTE, 2012).
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Figura 10. Heatmap mostrando a correlagédo entre a abundancia proteica (PA - protein abundance)
e os niveis de expressao génica (GE - gene expression) na interagao resistente (A) e na interagao
suscetivel (B). (C) Expressao génica de 30 genes em folhas de B. oleracea 24 h ap6s inoculagao
com X. campestris pv. campestris (Xcc) em comparagdo com a condi¢gdo controle. O simbolo *
indica expressédo diferencial estatisticamente significativa (p < 0,05). A informagdo completa dos
genes e produtos génicos € apresentada na Tabela 2. Bo, nome do gene Brassica oleracea

homodloga a A. thaliana.
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5.2 CATEGORIAS DE GO DAS PROTEINAS RESPONSIVAS A Xcc NA
INTERACAO RESISTENTE E SUSCETIVEL

A anadlise da planta resistente (RI:RC) revelou 338 proteinas
diferencialmente abundantes, entre essas 215 apresentaram abundancia
aumentada e 123 diminuidas. Na comparacéo da cultivar suscetivel (SI:SC) foi
revelado um total de 361 proteinas com abundancia diferencial, incluindo 225
proteinas com abundéancia aumentada e 136 diminuida (Figura 9).

Na anadlise de ontologia génica (GO) foram reveladas algumas categorias
predominantes na analise em ambas as cultivares (Tabela S2 e Figura 11),
incluindo metabolismo celular, proteinas de biossintese, processamento e
degradacéo, fotossintese, resposta a doencga/defesa e proteinas nao caracterizadas
(proteinas sem informagado de GO) apesar da segunda analise. Vale ressaltar que
apesar do enriquecimento de cloroplasto, muitas proteinas envolvidas em outras
atividades como transporte e regulagao foram identificadas nessas amostras, e nao
apenas proteinas envolvidas com a fotossintese.

N&o houve grande diferenca na abundancia das proteinas do metabolismo
energético entre as cultivares, e entre a diferengca de abundancia, ou seja, a
quantidade de proteinas com abundancia aumentada era quase a mesma que as
diminuidas. Pode ser observada uma intensa atividade da via glicolitica durante a
interacdo planta-patégeno, e alteragcbes no metabolismo de agucar na planta
hospedeira, pode ser crucial para o controle do patégeno, uma vez que ambos 0s
organismos da interagdo competem por nutrientes (revidado por KANWAR; JHA,
2018), em plantas resistentes essa intensa atividade pode ser observada mas tende
a predominar o numero de proteinas com abundéancia diminuida, principalmente das
principais proteinas da via glicolitica, para ndo servir de substrato para a bactéria se
desenvolver. Vale ressaltar que muitas das proteinas do metabolismo energético,
com abundancia diferencial, foram identificadas nas amostras de enriquecimento de
cloroplasto, o que reitera a importancia da analise de organelas isoladas para se ter
uma visao mais ampla da interagao planta-patogeno.

Sabe-se que o processo fotossintético € severamente afetado diante de
estresse bidtico e abidtico, uma vez que para resistir a ambos os estresses pode
haver um custo energético alto. Apesar de ainda n&o ser clara a participagao

molecular do cloroplasto na imunidade da planta, ja foi demonstrado que o
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cloroplasto pode ter um papel crucial no sistema imune basal da planta, com
envolvimento na sinalizagdo de PAMPs, vias de sinalizagdo de calcio (Ca?*), bem
como na producdo de 4acido salicilico e jasmdémico (GRANT; HONES, 2009;
PADMANABHAN; DINESH-KUMAR, 2010; NOMURA et al., 2012), atuando como
mediador da defesa da planta (KRETSCHMER et al., 2017).
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Figura 11. Classificagdo de ontologia génica (GO) na categoria de fungao biolégica. Cultivar resistente inoculada quando comparada com o controle (RI:RC),
(a) espécies de proteina com abundancia aumentada e (b) abundancia diminuida. Cultivar suscetivel inoculada em comparagdo com o controle (SI:SC), (c)
proteinas com a abundancia aumentada e (d) com abundancia diminuida.
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5.2.1 Proteinas do metabolismo energético

Entre as proteinas do metabolismo energético, trés malato desidrogenase
(MDH) mitocondrial (AOAOD3CQE1, GN:706296346; AOAOD3CQN2, GN:
106301033) mostraram abundéncia aumentada em ambas as cultivares, entretanto
uma delas (AOAOD3BMU9, GN: N/A) mostrou abundéancia aumentada na cultivar
resistente (4 vezes) e diminuida na cultivar suscetivel (14 vezes). O malato esta
envolvido em muitas vias metabdlicas de planta, incluindo ciclos do TCA
(tricarboxylic acid cycle) e o ciclo Calvin, além da regulagdo do pH e transporte de
ions nas raizes das plantas. A MDH é uma importante enzima no metabolismo do
malato e pode estar associada com a defesa da planta, sugerindo que o aumento
da abundancia dessa enzima pode prover recursos para biossintese de compostos
de defesa (RHODES et al., 1968; WALTER et al., 1988; CASATI et al., 1999). Em
estudos prévios, a MDH mostrou abundancia aumentada na interagao resistente
Xcc-brassica e mostrou associacdo com a ativacdo do metabolismo fotossintético
(VILLETH et al., 2016).

Outras proteinas como a frutose-1,6 bifosfato, citosdlica EC 3.1.3.11
(AOAOD3BSL1, GN=N/A), endoquitinase basica CHB4-like, EC 3.2.1.14
(AOAOD3B6J8, GN= 106334711; AOAOD3BPL2*, GN=N/A) e UDP-arabinopiranose
mutase 1-like (AOAOD3B9D8* Gn=RGP1T), (*analise por RTg-PCR), estavam
aumentadas em RI (9, 12, 9 e 6-vezes, respectivamente) as duas primeiras, frutose-
1,6, bifosfato e CHB4 (AOAOD3BSL1 e AOAOD3B6J8 respectivamente) estavam
diminuidas em nas plantas suscetiveis inoculadas (28 e 12-vezes,
respectivamente), enquanto que o nivel de abundancia da proteina UDP-
arabinopiranose mutase 1 ndo alterou nas mesmas plantas (SI).

Na andlise de nivel de expressao genica por RTg-PCR (Figura 10), CHB4-
like and RGP1-like foram regulados positivamente, com aumento de expressdo em
RI:RC (578 e 5-vezes, respectivamente) quando comparado com SI:SC (23 e 4-
vezes, respectivamente, sugerindo que estas proteinas, apesar de estarem
envolvidas no metabolismo energético, podem ter um importante papel na defesa da
planta. A abundancia das proteinas e o resultado da RTq-PCR, foi a razdo para o
gene da endoquitinase CHB4-like, UDP-arabinopiranose mutase like foram
selecionadas para superexpressao em planta modelo A. thaliana para validagao

funcional. Ja a da epithiospecife like além dos resultados para escolha das
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anteriores foi selecionada também baseada em resultados prévios do laboratério,
onde essa proteina foi exclusiva em plantas resistentes (cultivar UNIAO) quando
comparadas com as plantas controles, cultivar suscetivel (KENZAN)

O papel das vias metabdlicas na resposta de defesa ainda nao foi bem
caracterizado, no entanto, os resultados obtidos no presente estudo séao
consistentes com outros, que indicam que a regulagdo positiva do metabolismo
pode iniciar uma cascata de sinalizagdo na via de transducdo de sinal, levando a
resposta de defesa (BOLTON, 2009; KANGASJARVI et al., 2012; ROJAS et al.,
2014). Por outro lado, o patégeno pode utilizar metabdlitos da célula hospedeira, e a
planta, por sua vez, pode responder, para evitar a perda de metabdlitos,
aumentando a captacdo de monossacarideos, limitando o acgucar extracelular
disponivel para as bactérias. Portanto, esta, poderia ser uma resposta
antimicrobiana estratégica, uma vez que essa reagao competitiva pode levar a
restricdo da entrega de fatores de viruléncia (VOEGELE; MENDGEN, 2011;
YAMADA et al., 2016; COUTO; ZIPFEL, 2016).

5.2.2 Proteinas envolvidas no processo de fotossintese, biossintese e
processamento de proteinas

Como esperado, muitas proteinas envolvidas na fotossintese foram
identificadas em ambas as comparagdes (Figura 11). Muitas das proteinas
identificadas na comparagdo RI:RC estavam com abundancia diminuida.
Resultados semelhantes foram obtidos na analise por 2-DE de plantas resistentes,
no mesmo tempo de amostragem (RIBEIRO et al., 2018). Por outro lado, no
presente trabalho, a maioria das proteinas relacionadas a fotossintese, estava com
a abundancia aumentada na comparacao SI:SC, diferentemente do observado no
por Ribeiro et al (2018), que além da limitagdo da técnica de 2-DE, esta diferenca
pode estar associada a protedmica de cloroplastos, ja que muitas proteinas nessa
categoria de GO foram identificadas nesta organela (Tabela S2). Esses resultados
novamente reforcam a importancia da analise de subproteomas para o melhor
entendimento do perfil global de proteinas na interagéo planta-patégeno.

Nesse trabalho, foi observado claramente o desbalanco nos processos
metabdlicos e fotossintéticos em ambas as cultivares, entretanto, é possivel que as

plantas resistentes possam ter uma maior capacidade de recuperacdo do que as
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plantas suscetiveis, uma vez que as proteinas de homeostase e reparo foram mais
abundantes na interagao resistente do que na suscetivel. Sabe-se que a capacidade
metabdlica prejudicada pode influenciar diretamente no funcionamento do aparato
fotossintético (RAVEN et al., 2007), correlacionando alteragdes metabdlicas com a
resposta a patogenos.

Outra categoria de GO que se mostrou predominante na analise esta
relacionada com a biossintese e processamento de proteinas (dobramento,
montagem, enderecamento e degradacgao). Proteinas envolvidas principalmente nos
processos de transcricdo, traducdo, pos-traducido e transdugao foram observadas
em ambas as interagbes, entre elas varias proteinas ribossomais tiveram a
abundancia aumentada (30S, 40S e 50S em RI: RC; 50S e 60S em Sl: SC). Nesta
categoria de GO, podemos destacar as proteinas reguladoras como as chaperonas
moleculares da familia BAG7-like (AOAOD3A4WO0, N / A), que € de grande interesse.
Esta proteina mostrou uma diminui¢ao pronunciada na abundéancia (81 vezes) na SI
quando comparado ao controle, mas curiosamente, nao foi observada variagao na
abundancia dessas proteinas em plantas resistentes. Os resultados da RTg-PCR
mostraram uma tendéncia de regulacdo positiva em Rl e regulacdo negativa em Sl
(Figura 10). Estes resultados sugerem eventos de regulacdo pos-transcricional ou
pos-traducional, uma vez que os niveis de mMRNA e proteina sdo altamente distintos,
ou devido ao tempo de acontecimento de cada um dos eventos ser diferente, ou
ainda pelo fato de proteinas ja formadas podem ser degradadas e retiradas da
célula ou acumuladas no interior da mesma.

As proteinas BAG7 pertencem a classe Ill da familia de proteinas BAG,
composta por 8 proteinas, codificadas por genes altamente conservados, com
genes homologos amplamente distribuidos em organismos vivos (WEISSBACH et
al.,, 1994; TAKAYAMA et al., 1995). Em plantas, proteinas BAGs foram
consideradas multifuncionais e sdo conhecidas por regular o processo citoprotetor
durante estresses bioticos e abidticos (DOUKHANINA et al.,, 2006). Li e
colaboradores (2016) identificaram proteinas desta familia que conferiam resisténcia
a planta Arabidopsis contra Botrytis cinera, um fungo patogénico, e demonstraram
evidencias da participacao de proteinas BAGs na imunidade inata de plantas. Os
dados do presente estudo podem sustentar outros trabalhos, que poderao
aprofundar na caracterizacdo das proteinas BAG7 envolvidas da defesa da planta

contra bactéria.



83

5.2.3 Proteinas envolvidas na resposta de doencga/defesa

Entre as proteinas identificadas nesse trabalho na categoria GO resposta a
doencga/defesa, muitas estavam com abundancia aumentada em ambas as
cultivares, incluindo as envolvidas na resposta ao estresse oxidativo (Figura 11).
Entretanto, um alto niumero de proteinas associadas a resposta/defesa contra
patégeno estava com abundancia aumentada na cultivar resistente (16%), enquanto
que poucas foram observadas na interagdo suscetivel (5%). As proteinas
identificadas em ambas as cultivares, com abundancia aumentada foram anexinas
(13Y171, N/A), AIG2 (AOAOD3BZV5, 106342351), ferredoxina (AOAOD3BV84,
106337169), ferredoxina-NADP cloroplastica isoformas 1, nas amostras de folhas, e
2 nas de cloroplasto (AOAOD3E2R1, 1063718130; AOAOD3DQI2, 106307428) e
proteina de membrana externa 4 (AOAOD3B2Z9, 106331408). Muitas proteinas com
abundéncia aumentada na interagdo suscetivel estavam relacionadas com a
resposta a presenca de acido abscisico (ABA), enquanto que, nas plantas
resistentes as proteinas associadas a presenca de ABA estavam com abundancia
diminuida. ABA €& um fitormbnio, conhecido na sinalizacdo de moléculas,
responsavel por regular a resposta ao estresse abiotico, e que pode promover o
aumento ou diminuigdo da expressdo de genes responsivos ao estresse (TAIZ et
al., 2017). Estudos tém demonstrado que ABA pode suprimir a resposta imune da
planta, (KIM et al., 2011; DESCLOS-THEVENIAU et al., 2012).

Em muitos fotossistemas, este fitormonio pode agir de forma antagbénica a
via do acido salicilico (AS), uma importante substancia que pode conferir resisténcia
a planta contra patégenos (AUDENAERT et al., 2001; JIANG et al., 2010). Além
disso, ABA pode suprimir a via da MAPK causando imunossupressao em plantas de
A. thaliana e possivelmente em outras cruciferas (MINE et al., 2017). A duragéo do
efeito de ABA na interacéo planta-patégeno é considerada complexa, entretanto, é
possivel que o aumento da abundancia das proteinas envolvidas com a resposta a
ABA possa ser um mecanismo que resulte na suscetibilidade da planta (KIM et al.,
2011; DESCLOS-THEVENIAU et al., 2012).

O aumento de ABA pode também levar ao acumulo de outras proteinas
como as aquaporinas. No presente trabalho, a aquaporina PIP1-2 (Q9FUL1; N/A) e
a PIP3 (Q9FUCO; PIP3) estavam diferencialmente abundantes, e a primeira foi

avaliada por RTg-PCR demonstrando que o nivel de expressdao do gene
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correspondente estava com tendéncia diminuida em ambas as cultivares. Essas
aquaporinas foram encontradas em amostras de cloroplasto com abundéncia
aumentada apenas nas plantas suscetiveis. As aquaporinas PIPs sao importantes
canais intermembranares para transporte de agua e CO2 nos tecidos das plantas
(LUU; MAUREL, 2005; VERKMAN, 2013).

Os resultados obtidos aqui sugerem que o acumulo dessas proteinas pode
estar relacionado com ABA, como observado em folhas de Phaseolus vulgares apos
tratamento com ABA (AROCA et al., 2006). As aquaporinas sdo multifuncionais e
algumas isoformas sao capazes de detectar padrdes moleculares de patégeno
(PAMPs) como harpins (ZHU et al., 2000; FLEXAS et al., 2007). Foi demonstrado
que a perda de fungdo do locus génico AtPIP1;4 em Arabidopsis pode bloquear a
importagdo de H202 apoplastico, geralmente induzida na presenca de patogenos, e
consequentemente, bloquear a resposta imune da planta (TIAN et al., 2016).

Outra espécie de proteina, patdgeno-relacionada, a epithiospecifer-like
(ESP like; AOAOD3CQU9, 106296341), nao teve abundancia alterada em plantas
resistentes, mas foi diminuida em plantas suscetiveis, além do que foi relatado
anteriormente, esse foi um dos motivos para que esse gene tenha sido utilizado
para superexpressao em planta modelo e sera discutido posteriormente. Assim
como o0s demais genes selecionados para superexpressao, esse gene sera descrito

com mais detalhes posteriormente.

5.3 MODELO DA INTERAGAO RESISTENTE B. oleracea-Xcc

De um modo geral, o presente estudo, mostrou que os perfis proteicos das
plantas resistentes e suscetiveis foram semelhantes, principalmente em relagao as
categorias GO predominantes. Proteinas com abundancia aumentada, na
subcategoria estresse oxidativo (Figura 12), em ambas as comparagdes foram
predominantes (24% em RI:RC e 23% em SI:SC).
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Figura 12. Subclassificagdo das proteinas envolvidas na resposta a doenga/defesa. Grafico mostrando a diferenga na abundancia destas
proteinas entre as cultivares, quando comparadas com os respectivos controles. A e C) abundancia aumentada nas comparagdes
resistente (RI:RC) e suscetivel (SI:SC), respectivamente. B e D) abundancia diminuida na comparagao resistente (RI:RC) e suscetivel
(SI:SC), respectivamente.
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No entanto, um numero maior de proteinas relacionadas ao patdégeno foi
identificado nas plantas resistentes e, portanto, propomos um modelo dessa
interacdo baseado na localizacdo da proteina e sua funcédo bioloégica na célula
(Figura 13). Este modelo pode ajudar a entender melhor a resposta da planta a
infeccao por Xcc e fornecer genes candidatos para o desenvolvimento de estratégias

de controle de patégenos mais eficientes.
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Figura 13. Desenho esquematico de um modelo de interagdo das proteinas identificadas na
protedmica de extrato de folha e cloroplasto isolado de plantas resistentes, durante a interagdo com
Xcc. A figura mostra a localizagéo, conforme o banco de dados UniProt. (*) proteinas com abundancia
diminuida. (**) proteinas sem alteragdo na abundéancia. Os passos, iniciando com o reconhecimento
do patdgeno pela planta, envolvendo importantes proteinas de sinalizagdo, ativacdo de vias de
resposta de defesa molecular e resposta ao estresse oxidativo (etapas 1-3), seguida por modulagéo
do sistema de proteassoma ubiqitina e proteinas de reparo (etapa 4), e alteracdo de vias metabdlicas
e fotossintéticas (etapas 3 e 4). Figura construida pelo autor, e publicada no artigo referente a uma
parte do presente trabalho (Santos et al., 2019 - doi: 10.3389/fpls.2019.00414)

O mecanismo classico de reconhecimento da bactéria ocorre no inicio da
infecgcdo, com a tentativa de neutralizar os efetores produzidos pela bactéria e
reparar os danos causados na célula. Em Astrus Plus, foi possivel observar muitas

proteinas com abundancia aumentada que podem estar envolvidas na resposta
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inicial (etapa 1 no modelo), como as proteinas lectina like (AOAOD3CJY3, GN=
106343897), receptores quinase ricos em leucina LRR-RLK (AOAOD3DO099),
receptores serina rico em leucina tipo serina treonina quinase (AOAOD3CSX5).
Essas proteinas sinalizadoras juntamente com outras proteinas (NB-LRR), podem
ser essenciais no reconhecimento do patégeno para promover a imunidade
sistémica (O'NEILL; BOWINE, 2007; COUTO; ZIPFEL, 2016). Outras proteinas de
sinalizagdo foram identificadas com abundancia aumentada incluindo a proteina
universal de estresse A (AOAOD3CN30, 1062925588) e a de estresse universal
PHOS34-like (AOAOD3CTQ3, 106296807). Embora o papel exato da proteina
PHOS34 na defesa de plantas n&o seja bem elucidado, estudos relataram que esta
proteina pode ser fosforilada por MPK3 e MPKG6, apds tratamento com o peptideo
flagelina flg22 (MERKOUROPOULOS et al.,, 2008), sugerindo que esta proteina
participa do processo de sinalizagado na presenca de bactéria.

Um grande numero de proteinas antioxidantes/de detoxificacdo também
tiveram abundéancia aumentada, incluindo superéxido dismutase Fe (FSD1, F8U7Z7/
RTg-PCR), peroxidase (106292770, AOAOD3C7R8), peroxiredoxina (7106311656,
AOAOD3DSN3; 106320257, AOAOD2ZRQ6; 106340130, AOAOD3BYD5) e glutathiona
S-transferase U5 e U19 (106336013, AOAOD3B771; 106301073, AOAOD3CVZ5). O
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxigen species) pode ser
toxica para o patdégeno por inibir e/ou reduzir o numero de sobreviventes (JONES;
DANGL, 2006; ZHANG; ZHOU, 2010). Entretanto, o acumulo de ROS, no interior da
célula vegetal, pode ser prejudicial e causar efeitos como oxidagdo de lipidios,
material genético e outros componentes celulares importantes (SHARMA et al.,
2016).

A diminui¢do de outras proteinas antioxidantes, extra e intracelular, incluindo
peroxidase glutathiona mitocondrial; (AOAOD3ATO05, 106321579; AOAOD3DQES,
106309564) peroxidase 3-like (AOAOD3C7R9, 10629260); peroxiredoxina
mitocondrial (*AOAOD3CMFO0, N/A) e peroxidase 32 (*AOAOD3E2V6, 106312869) na
interagéo resistente é intrigante e pode indicar que um balango na abundancia de
proteinas relacionadas ao estresse oxidativo pode estar ocorrendo, e aumentar ou
diminuir a abundancia de algumas proteinas importantes para combater ROS pode
ser uma estratégia importante no controle do patégeno sem provocar danos

extensivos ao tecido da planta.
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Em um segundo momento, quando o patdégeno consegue burlar a primeira
linha de defesa da planta e liberar efetores para suprimir a defesa da planta, outros
eventos podem ocorrer em resposta a esses efetores liberados extracelularmente ou
entregues no interior da célula hospedeira através do sistema de secregao tipo lll
(SST3) da bactéria. Nesse momento, proteinas do hospedeiro podem identificar
esses efetores. Essas proteinas, incluindo NB-LRR, podem interagir com os efetores
do patdogeno e promover uma cascata de sinalizagado para ativacdo de genes de
defesa (SPALLEKA; ROBATZEK; GOHRE, 2009; MARINO et al., 2012). No
presente trabalho, foram identificadas proteinas de sinalizagao incluindo receptores
quinases rico em leucina do tipo PEPR1 (AOAOD3D099), que tem sido relatado
como o receptor AtPep1, um elicitor peptidico de Arabidopsis que sinaliza a ativagao
da resposta imune inata contra patégenos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,
2006), bem como uma provavel proteina quinase serina/treonina LRR At1g29720
RFK1-like (AOAOD3CSX5). Ambas as proteinas s&o componentes integrais da
membrana (modelo-passo 1) e podem estar envolvidas no desencadeamento de
uma resposta de defesa em repolho.

A via de ubiquitinagdo também parece desempenhar um papel importante na
interacao resistente analisada neste estudo. A proteina 14-3-3-GF14 kappa
(AOAOD3BETO0, 106336315), conhecida como regulador do metabolismo associado
ao estresse abidtico, foi identificada e pode modular outras proteinas, facilitando sua
degradacgao pelas ubiquitinas (FULLER et al., 2006; CHANG et al., 2009; LIU et al.,
2017). A via da ubiquitina é necessaria para marcar as proteinas que devem ser
degradadas, no entanto, efetores bacterianos também podem interagir com o
sistema de proteassoma ubiquitina (USP ubiquitin proteasome system) como uma
proteina falsa do sistema (ver modelo), nesse caso, os efetores podem ser
ubiquitinados e degradados por proteossomos no lugar de proteinas que precisam
ser degradadas. Os efetores bacterianos também podem interferir no sistema, agir
como uma ubiquitina ligase ou inibir as etapas especificas da USP (COLLINS;
BROWN, 2010).

Proteinas relacionadas a ubiquitinacdo mostraram abundancia reduzida no
presente trabalho (AOAOD3CJZ8; AOAOD3ARJ5, AOAOD3ECQ3, AOAOD3BLH4). Em
uma planta altamente resistente, as proteinas de ubiquitinagdo também

apresentaram redugédo na abundancia em 24 h (RIBEIRO et al., 2018), o que pode
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indicar que pode estar ocorrendo uma regulagdo negativa dessa via, levando a
morte celular e consequente limitagdo do crescimento bacteriano (SPALLEKA;
ROBATZEK; GOHRE; MARINO et al., 2012). A infecgdo por patogenos também
pode causar danos importantes as organelas, como as mitocéndrias, e foi observado
que as plantas Astrus Plus aumentaram a abundancia de proteinas do mecanismo
de reparo mitocondrial (AOAOD3C7E7, 106343611).

As proteinas envolvidas na defesa contra o patégeno também foram
aumentadas, incluindo a Ferredoxina-NADP de folha isoenzima 1 e 2, cloroplastica
(AOAOD3E2R1, 106318130; AOAOD3DAQI2, 106307428) e anexina (I3Y171, N/A). As
anexinas sao membros de uma familia conhecida de proteinas envolvidas na
tolerancia contra estresses ambientais e foram estudadas em plantas de tabaco,
algodao, Brassica e Arabidopsis (JAMI et al., 2008; KONOPKA-POSTUPOLSKA et
al., 2009; CLARK et al., 2012; SZALONEK et al., 2015). A proteina AIG2
(AOAOD3BZV5, 106342351) foi identificada e pode estar relacionada com a defesa
da planta, apesar de nao ter sido caracterizada funcionalmente, inicialmente os
genes AlG1 e 2 foram relatados como genes induzidos por genes de aviruléncia
(avrRpt2-induced) em 1996 quando, nos estagios iniciais da infeccao, identificados
em Arabidopsis infectada por Pseudomonas syringae pv. maculicola (REUBER,;
AUSUBEL, 1996). Pouco se sabe sobre a fungcdo desses genes, mas o gene AlG2
também tem sido relatado, com expressdo aumentada, em plantas submetidas a
insetos (SHARMA, 2016), sob estresse abidtico (SUBRAMANIAN, 2016; Qiu et al.,
2017) e germinagao de sementes (HAUSER et al., 2018).

A defesa da planta também pode estar relacionada com o aumento dos
niveis de alguns fitormdnios incluindo acido jasmoénico (AJ). Etileno (ET), acido
abscisico (ABA) e citoquininas. Além de lectinas, outras proteinas associadas a
producao de AJ foram identificadas, como proteinas associadas a lipideos plastidiais
(2 e 3) de cloroplasto (AOAOD3A546, 106292489; AOAOD3BRTY; 106342579), com
abundancia aumentada. O AJ é importante na defesa da planta contra varios
estresses. Como observado no modelo esquematico, a ativagao indireta da via de
AJ pela via dos octadecanoides e acumulagao de H202 pode resultar na ativacido da
resposta ao estresse biodtico. A via de AJ pode ativar outras vias como a via de
transducao de sinal, o que induz a formacgao de barreiras quimicas e fisicas contra
patdgeno e ataque por herbivoria (KAZAN; MANNERS, 2008).
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Citoquinina, outro fitormonio, além de influenciar em diversos aspectos no
desenvolvimento da planta incluindo germinacdo de sementes, diferenciagao celular,
desenvolvimento de flores e frutos, senescéncia de folhas (HWANG; SHEEN;
MULER, 2012), pode estar envolvido na sinalizacdo de vias de defesa da planta.
Alguns trabalhos reportaram que os niveis elevados desse hormdnio aumentaram a
imunidade da planta contra patdgenos fungicos e bacterianos (SWARTZBERG et a