|| [~
[ [
[ [~4

‘l

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
SNy PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS PPGCB

@

=

v

JESSICA BARBOZA DA SILVA

FOSFATOMA DE Vigna unguiculata E Vitis vinifera SOB ESTRESSE BIOTICO:
CARACTERIZAGCAO GENOMICA E PERFIL TRANSCRICIONAL

Recife
2023



JESSICA BARBOZA DA SILVA

FOSFATOMA DE Vigna unguiculata E Vitis vinifera SOB ESTRESSE BIOTICO:
CARACTERIZACAO GENOMICA E PERFIL TRANSCRICIONAL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obteng¢ao do titulo de
doutora em Ciéncias Bioldgicas

Area de concentragdo: Biotecnologia

Orientador (a): Profa. Dra. Ana Maria Benko-lseppon

Coorientador (a): Dra. Roberta Lane de Oliveira Silva

Recife
2023



Catalogacao na Fonte
Bibliotecario:Marcos Antonio Soares da Silva
CRB4/1381

Silva, Jéssica Barboza da.
Fosfatoma de Vigna unguiculata e Vitis viniferado sob estresse biético: caraterizagdo gendmica e perfil
transcricional. / Jéssica Barboza da Silva . — 2023.
113 f. 1 il., fig.; tab.

Orientadora: Ana Maria Benko-Iseppon.
Coorientadora: Roberta Lane de Oliveira Silva.

Dissertacao (mestrado) —Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Pernambuco, 2023.

Inclui referéncias.

1. Feijdo-caupi. 2. Uva. 3. RNA-Seq. 4. qPCR. |. Benko-Iseppon, Ana Maria (Orient.). Il. Silva,
Roberta Lane de Oliveira (Coorient.). lll.Titulo.

570 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2024-041




JESSICA BARBOZA DA SILVA

FOSFATOMA DE Vigna unguiculata E Vitis vinifera SOB ESTRESSE
BIOTICO: CARACTERIZACAO GENOMICA E PERFIL TRANSCRICIONAL

Tese apresentada ao Programade
Pés-Graduacdo em  Ciéncias
Biolégicas da  Universidade
Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencgao do
titulo de doutora em Ciéncias
Bioldgicas.

Aprovada em: 28/02/2023

BANCA EXAMINADORA

Profe. Dre. Ana Maria Benko-Iseppon

Universidade Federal de Pernambuco

Prof®. Dr. Jose Ribamar Costa Ferreira Neto (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof®. Dr. Natoniel Franklin de Melo (Examinador Interno)

Embrapa Semiarido

Prof°. Dr. Manassés Daniel da Silva (Examinador Externo)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr. Reginaldo de Carvalho (Examinador Externo)

Universidade Federal Rural de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

A Deus, antes de tudo, por guiar meus passos e permitir a celebragéo
dessa conquista.

A minha orientadora Profa. Dra. Ana Maria Benko-Iseppon, por quem
tenho grande admiracgao e respeito, por todo o suporte e incentivos, além dos
conselhos e puxdes de orelha. Agradego também por confiar a mim este
trabalho e abrir as portas do laboratério desde a iniciagao cientifica.

A minha coorientadora Dra. Roberta Lane, por toda dedicagéo,
paciéncia, confianga e ensinamentos. Ao Dr. Natoniel Melo, por quem tenho
grande admiragao e respeito, agradeco pela colaboragéo e apoio durante a
conducgao dos experimentos de videira na Embrapa Semiarido.

A minha familia por todo apoio. As minhas irmas, Ana Karolina e Ana
Rafaela, e cunhados, Diego e Marcio, pelo incentivo e apoio incondicional.

A minha sobrinha tdo0 amada, Ayla Barboza Neves, por trazer tanta luz,
alegria, leveza e amor a nossa familia.

Aos membros do LGBV, em especial a Agnes Guedes, Carlos André
e Livia Vilela, por serem sempre tado solicitos e por me ajudaram nos
momentosem que eu mais precisei, com toda paciéncia e amizade, meu
eterno reconhecimento.

Aos amigos de longa data, Romero Medeiros, Paula Cavalcanti,
Leidyane Guerra, por todo carinho, atengdo, momentos Unicos
compartilhados, por torcerem por mim, por continuarem comigo apesar da
auséncia fisica, eu amo vocés. A Marcela Olivera, por todo apoio e incentivo
na reta final do meu curso de doutorado, eu amo vocé.

Agradeco o suporte financeiro oferecido pelas agéncias de fomento a
pesquisa, CAPES (Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino
Superior) e CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico).

A todos que de forma direta ou indireta auxiliaram neste trabalho.



RESUMO

As proteinas fosfatases (PPs) compreendem uma superfamilia de enzimas,
envolvidas em uma ampla gama de processos metabdlicos por meio da
desfosforilagdo de fosfoproteinas, incluindo processos envolvidos na respostaa
estresses. As PPs sao classificadas em quatro familias génicas: PPP
(Fosfoproteina fosfatase), PPM (Proteina fosfatase metalo-dependente), PTP
(proteina tirosina fosfatase) e AspPP (Aspartato (Asp)-fosfatases dependentes).
Dessas, a familia PPM (PP2C) é a mais estudada e relatada por seu papel em
mecanismos de defesa vegetal. O presente estudo objetivou analisar essa
superfamilia de proteinas de forma ampla, por meio de abordagens genémicas,
transcriptbmicas e moleculares utilizando duas espécies de interesse
agrondmico: feijdo-caupi e videira. As PPs foram investigadas quanto as suas
caracteristicas estruturais, distribuigdo gendmica, mecanismos de expansao
genbmica, conservagdo entre outras espécies vegetais, sitios de ligacdo a
fatores de transcricdo (TFBSs), e padrbes de expressdo frente ao estresse
biético. Foram analisados dados de RNA-Seq de cultivares contrastantes de
feijao-caupi (IT85F-2687 e BR-14 Mulato) quanto a tolerancia ao Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV) e ao Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), bem
como de videira (IAC-572 e Red Globe) inoculadas com a bactéria Xanthomonas
citri pv. viticola (Xcpv). As PPs identificadas nos genomas do feijao-caupi e da
videira apresentaram, em sua maioria, conservagao de suas sequéncias
proteicas. Além disso, relatamos, pela primeira vez, PPs possivelmente
associadas a membrana em plantas. O mecanismo expansor das PPs nos
genomas do feijdo-caupi e da videira foi, majoritariamente, a duplicacdo
segmental. Além disso, essas proteinas apresentaram um alto grau de
conservagao com outras espécies vegetais. Os FTs C2H2 e DOF foram os
TFBSs mais enriquecidos em feijao-caupi e videira, respectivamente, estando
diretamente relacionados a resposta vegetal sob as condi¢bes de estresse
avaliadas. Os dados de RNA-Seq indicaram que a maioria das PPs de feijao-
caupi estavam moduladas (induzidas ou reprimidas) em ambas as bibliotecas
(CABMV e CPSMV). Além disso, identificamos que cerca de 24% das PPs
estavam induzidas e eram especificas para cada um dos estresses aplicados.
Em videira, os dados de expressao génica via qPCR, apontaram a indugao de
seis genes PPs, 48 horas apds imposicdao do estresse, apontando o
envolvimento dessa classe de genes no mecanismos de resposta contra a
bactéria X citri. Diante do exposto, nosso estudo disponibiliza dados inovadores
sobre o envolvimento das PPs nos mecanismos de defesa vegetal.

Palavras-chave: feijao-caupi. uva. RNA-Seq. gPCR.



ABSTRACT

Protein phosphatases (PPs) comprise a superfamily of enzymes that are involved
in a wide range of metabolic processes through the dephosphorylation of
phosphoproteins, including processes involved in stress response. PPs are
classified into four gene families: PPP (Phosphoprotein Phosphatase), PPM
(Metallo-Dependent Protein Phosphatase), PTP (Protein Tyrosine Phosphatase)
and AspPP (Aspartate (Asp)-Dependent Phosphatases). Of these, the PPM
family (PP2C) is the most studied and reported for its role in plant defense
mechanisms. The present study aimed to analyze this superfamily of proteins in
a broad way, through genomic, transcriptomic and molecular approaches using
two species of agronomic interest (cowpea and grape). PPs were investigated for
their structural characteristics, genomic distribution, genomic expansion
mechanisms, conservation among other plant species, transcription factor
binding sites (TFBSs), and expression patterns under biotic stresses. RNA-Seq
libraries were constructed using contrasting cowpea cultivars (IT85F-2687 and
BR-14 Mulato) for tolerance to Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) and
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) and grapevine (IAC -572 and Red Globe)
inoculated with the bacterium Xanthomonas citri pv. viticola (Xcpv). The PPs
identified in cowpea and grape genomes showed, for the most part, conservation
of their protein sequences. Furthermore, we report, for the first time, possible
membrane-associated PPs in plants. The expander mechanism of the PPs in
cowpea and grape genomes was, mostly, segmental duplication. In addition,
these proteins showed a high degree of conservation with other plant species.
The TFs C2H2 and DOF were the most enriched TFBSs in cowpea and grape,
respectively, being directly related to the plant response under the evaluated
stress conditions. RNA-Seq data indicated that most cowpea PPs were
modulated (induced or repressed) in both libraries (CABMV and CPSMV).
Furthermore, we identified that approximately 24% of the PPs were induced and
were specific for each of the applied stresses. In grapevine, validation of gene
expression data via qPCR, pointed to the induction of six PPs genes, in 48 hours
after stress imposition, pointing to the involvement of this class of genes in
response mechanisms against X citri. Therefore, our study provides innovative
data on the involvement of PPs in plant defense mechanisms.

Keywords: Cowpea. Grape. RNA-Seq, qPCR.
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1 INTRODUGAO

Mecanismos de defesa das plantas sdo ativados mediante uma cascata de
transducdo de sinais, que se inicia através do reconhecimento de sinais exdgenos do
patdogeno pela planta hospedeira, culminando numa reprogramacado do metabolismo
celular, que engloba a ativacao de barreiras fisicas e quimicas, envolvidas no processo de
defesa (RICHTER e RONALD, 2000). Dentre as barreiras fisicas destacam-se o
fortalecimento da parede celular, o qual promove uma barreira entre a célula e o patégeno,
a biossintese de lignina, formagdo de camadas de cortica bem como a formacgao de calos
ap6s o ataque de microrganismos (CHISHOLM et al.,, 2006). As barreiras quimicas
representam a segunda estratégia de defesa vegetal, chamada “resisténcia de campo”, a
qual compreende a producao de metabdlitos secundarios e proteinas antimicrobianas, uma
vez que a planta detecte a presenca de padrbées moleculares associados a micrébios
(Microbe-Associated Molecular Patterns - MAMPSs) ou padrdes moleculares associados a
patégenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns - PAMPs), levando a indugédo de uma
cascata de sinalizacdo e desencadeando a Imunidade Desencadeada pelo PAMP (PAMP
Triggered Immunity — PT1) (SALVAUDON et al., 2005; MIYA et al., 2007).

Para superar a resisténcia de campo, moléculas efetoras (Avr) de patégenos
evoluiram, as quais tém como alvo componentes regulatorios especificos do sistema basal
de defesa. As plantas, por sua vez, desenvolveram um segundo mecanismo imune
conhecido como “resisténcia hospedeiro-especifica”’, a qual € mediada por proteinas de
resisténcia 3 (Resistance - R), que protegem a planta contra os efetores provenientes do
patdgeno (INGLE et al., 2006). O reconhecimento destas moléculas efetoras através dos
genes R da inicio a uma segunda linha de defesa, conhecida como Imunidade
Desencadeada por Efetores (Effector-Triggered Imunity — ETI) (AMORIM et al., 2017). J4 é
sabido que nos primeiros 15 minutos apos a interagao planta-patdégeno ocorre a indugao de
fluxos ibnicos através da membrana plasmatica, producdo de compostos reativos de
oxigénio (ROS) e 6xido nitrico, bem como uma reprogramacgao da expressao génica por
meio da acgao de fatores de transcricdo (FTs) e proteinas quinases e fosfatases (BENKO-
ISEPPON et al., 2010; SANABRIA et al., 2010).

Os quinomas (conjunto de proteinas quinase - PKs) de diversas espécies vegetais ja
foram extensivamente investigados e provaram ser reguladores chave dometabolismo

celular basal, além de participarem de respostas refinadas, atuando nas vias de sinalizagao



de diferentes agentes estressantes, sejam de natureza abidtica ou bidtica (RITSEMA et
al., 2007; SINGH et al., 2013; ZULAWSKI et al., 2014; WEI et al., 2014; LIU et al., 2015;
GILL et al., 2017; ZHU et al., 2018a; ZHU et al., 2018b; YAN et al., 2018; LIU et al., 2020
e FERREIRA-NETO et al., 2021). No entanto, as proteinas que complementama ag¢ao das
PKs, as PPs carecem de informagbdes gendmicas, tendo sido disponibilizados, até o
momento, o fosfatoma de duas espécies: Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (KERK et
al., 2002 e SINGH et al., 2010). Também foram disponibilizados dados isolados de familias
PPs, comprovando sua importancia em diversos processos vegetais, como
desenvolvimento, imunidade vegetal e na resposta a estresses bidticos e abibticos (XUE
et al., 2008; BRADAI et al., 2018; KHAN et al., 2020; CHAO et al.,2020; QIU et al., 2022).

As PP atuam por meio da desfosforilagdo (remog¢ao do grupo fosfato — PO-2), de
proteinas fosforiladas. Com base no residuo de aminoacido que desfosforilam
preferencialmente, as PP sdo divididas em quatro familias: as fosfoproteinas fosfatases
(PPP), proteinas fosfatases metalo-dependente (PPM), proteina tirosina fosfatase (PTP)
efosfatases dependentes de aspartato (AspPP). As familias PPP e PPM sao fosfatases
especificas de serina e treonina e pertencem ao grupo das STPs (serina/treonina
fosfatases), apesar de apresentarem o mesmo sitio de desfosforilagdo e estarem
intimamente relacionadas, essas familias ndo apresentam homologia de sequéncia e
requerem diferentes ions metalicos — PPP - manganés (Mn2+) e ferro (Fe2+) e PPM-
magnésio (Mg2+) e Mn2+ — formando assim duas familias distintas (DAS et al., 1996, BARR
et al., 1998, SHI, 2009). Por sua vez, as familias PTPs e AspPPs apresentam sitios de
desfosforilagdo mais diversos, sendo reunidas, neste estudo, no grupo das fosfatases de
serina, treonina e tirosina (STTPs). As PTPs desfosforilam residuos especificos de tirosina;
nessa familia encontram-se também as fosfatases de especificidade dupla (DsPTPs) que
podem desfosforilar residuos de serina, treonina e tirosina, utilizando residuos de cisteina
para a atividade fosfatase. Por sua vez, os membros da familia AspPPs desfosforilam
residuos de ser, thr e tyr, e utilizam residuos de aspartato para sua atividade catalitica (SHI
2009, BARR et al., 2011).

Portanto, um entendimento minucioso sobre o mecanismo de controle das
proteinas fosfatases, como também a identificacdo de seu papel nas respostas de defesa
aos diferentes estresses é fundamental para elucidar mecanismos especificos de
adaptacao e resisténcia das plantas em condicdes adversas, tornando-se foco de interesse

para a biotecnologia com possiveis aplicagdes no melhoramento genético vegetal.

16
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar e caracterizar fosfatases de Vitis vinifera e Vigna unguiculata envolvidas
nos mecanismos de defesa associados a interagdo patogénica com Xanthomonas citri (em
videira), CABMV e CPSMV (em feijao-caupi) visando selecionar alvos promissores para

validagéo por gPCR e aplicagdo em programas de melhoramento vegetal.

2.2 ESPECIFICOS

l.Identificar o conjunto de genes que constitui o fosfatoma da videira e do feijao-caupi e
comparar seus ortélogos em eucariotos para encontrar regidées conservadas (dominios e
motivos) caracteristicas dessa familia génica;

Il. Avaliar as sequéncias genémicas de fosfatases de videira e feijao-caupi inferindo sobre
suadistribuicao, evolugao, diversidade estrutural e funcional.

lll. Realizar uma analise gendmica comparativa para a identificagcdo de genes sinténicos

entre

V. vinifera, Arabidopsis thaliana e Oryza sativa e entre V. unguiculata, P. vulgaris e G. makx,
inferindo sobre sua conservagao e macrossintenia.

IV. Analisar o perfil transcricional dos genes PPs em videira e feijao-caupi nos diferentes
tratamentos visando selecionar alvos para validagdo por PCR quantitativa em tempo real
(gPCR).

V. Avaliar a expressao diferencial por gPCR de transcritos PPs alvos em videira e do feijao-
caupi.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 CULTURAS DE IMPORTANCIA AGRONOMICA

3.1.1 Vigna unguiculata: aspectos botanicos, socioeconémicos e nutricionais

O feijao-caupi, feijao-de-corda ou feijao-macassar [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é
uma leguminosa anual de grande importancia agronébmica no mundo. Trata-se de uma
espécie diploide (2n = 2x =22), com seu genoma contendo em torno de 620 milhdes de
pares de bases (LONARDI et al., 2019). O feijao-caupi € classificado morfologicamente
como uma planta herbacea, autdégama, que apresenta raiz pivotante e com ramificagdes
laterais, folhas primarias sésseis, simples e opostas e altamente variavel (forma e
tamanho), folhas secundarias trifoliadas e alternas, inflorescéncia axilar e flores
pediceladas, as vagens variam em forma, cor, tamanho e numero de sementes
(VERDCOURT, 1970, ARAUJO et al., 1985).

Com origem no continente africano, o feijdo-caupi é cultivado atualmente em cerca
de 100 paises (SINGH, 2014; GONCALVES et al., 2016). Mundialmente, possui uma area
de cultivo superior a 12,5 milhdes de hectares, com a Africa apresentando 98% dessa
superficie. Entre os anos de 2012 e 2016 a cultura atingiu uma producdo média de 7,0
milhdes de toneladas por ano (FAO, 2020). Segundo os dados divulgados pela FAOSTAT
(2020) e Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2021) relacionados a safra
2020/2021, os dez maiores produtores de feijdo-caupi no mundo, em ordem decrescente,
sao: Nigéria, Niger, Burkina Faso, Brasil, Gana, Mali, Camardes, Sudao, Republica Unida
da Tanzania, e Mianmar. Em conjunto, esses dez paises respondem por cerca de 89%
(9.526.844 ton.) da producgao de feijdo-caupi no mundo (Figura 1), onde o Brasil ocupa o 4°
lugar no ranking dos maiores produtores mundiais da cultura.

O feijao-caupi é cultivado no Brasil desde o Século XVI, mas foi somente a partir do
Século XX que a cultura emergiu como uma das leguminosas mais cultivadas, ganhando
alta visibilidade no setor agricola, devido, principalmente, aos seus aspectos nutricionais
(BOUKAR et al., 2013; SINGH, 2010; SINGH et al., 2002). Segundo a CONAB, a produgao
nacional de feijdo-caupi na safra 2020/2021 foi de 695,6 mil toneladas, com uma

produtividade de 153,2 kg/ha e uma area de 1.351 mil hectares, apresentando uma retragao
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de 2,44% na produgao em relacao a safra anterior, que foi da ordem de 712,6 mil toneladas

(CONAB, 2021). Além disso, a regiao Nordeste apresenta notoriedade no que tange a
producao da cultura, contribuindo com 403,6 mil toneladas na safra de 2020/2021, seguido
pelo Centro-Oeste, Norte e Sudeste, com 203,1, 79,6 e 4,6 mil toneladas, respectivamente
(CONAB, 2021).

O feijao-caupi constitui uma importante fonte de nutrientes, sendo composto
principalmente por proteinas (~ 25%) e carboidratos, destacando-se pelo alto teor de fibras
alimentares, vitaminas e minerais, além de possuir baixos indices lipidicos, sendo altamente
valorizado na alimentagdo humana, produgao agropecuaria e fertilidade do solo, através da
fixacdo bioldgico do nitrogénio (ARAGAO; FARIA, 2013, ALEMU et al., 2016). Assim, o
feijao-caupi € uma cultura estratégica para impulsionar a saude e a seguranga alimentar,
especialmente em paises subdesenvolvidos (SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, ha uma perspectiva de que o feijao-caupi possa se tornar a
principal espécie leguminosa cultivada nas proximas décadas (SINGH, 2014). No entanto,
apesar de sua notavel importancia, a produgao ainda € baixa em diferentes locais do
mundo, sobretudo devido a influéncia de diversos agentes estressantes de natureza bidtica
e/ou abidtica (SINDHU et al., 2019).

3.1.1.1 Restricdes na producéao do feijao-caupi

Diversas condi¢cdes de estresses bioticos e abidticos reduzem significativamente o
potencial de produtividade e rendimento do feijdo-caupi (BOUKAR et al.,, 2016). Os
estresses bidticos abrangem interacbes entre os vegetais e uma ampla gama de
organismos, como pragas, nematédeos, fungos, virus e bactérias, que podem desencadear
um efeito nocivo ao desenvolvimento da planta (HARTLEY, 2001). Por sua vez, osestresses
abioticos resultam da indisponibilidade, insuficiéncia ou excesso de recursos naturais que
sao essenciais para o desenvolvimento da planta, como calor, seca, salinidade, baixa
fertilidade do solo e encharcamento que diminuem o rendimento e a qualidade vegetal,
prejudicando a sua sobrevivéncia (SCHULZE et al., 2005, VAN ZONNEVELD et al., 2020).
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3.1.1.2 Estresse bidtico em feijdo-caupi

As doengas ocasionadas por virus figuram dentre os principais fatores limitantes da
cultura, podendo acarretar na perda total da produgdo (BARROS, 2010). Os virus sao

agentes infecciosos cuja incidéncia e severidade variam dependendo do hospedeiro, do

vetor e da fonte de in6culo (CAMARCO et al., 2009). O feijao-caupi pode ser naturalmente
infectado por cerca de 20 espécies pertencentes a diferentes géneros de virus (HAMPTOM
etal., 1997). No Brasil, os virus Cowpea severe mosaic virus (CPSMV, familia Comoviridae,
género Comovirus), Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV, familia Potyviridae, género
Potyvirus), Cucumber mosaic virus (CMV, familia Bromoviridae, género Cucumovirus) e
Cowpea golden mosaic virus (CGMV, familia Geminiviridae, género Begomovirus),
destacam-se como 0s principais agentes virais que acometem a cultura de forma natural
(LIMA et al., 2005; PIO-RIBEIRO et al., 2005).

Além dos virus, doengas ocasionadas por fungos, como a podridado cinzenta do caule
(Macrophomina phaseolina), carvao (Entyloma vignae), murchas e podridées de fusario e
escleroécio (Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum), bem como a mela (Rhizoctonia solani
Kuhn), sao as principais enfermidades fungicas do feijdo-caupi (POLTRONIERE et al.,
1994). De forma geral, as doencgas virais e fungicas desencadeiam sintomas mais severos
se ocorrerem entre a emergéncia e a floragdo, uma vez que interferem diretamente no
processo fotossintético. Além disso, desorganizam a sintese e o acumulo de produtos
oriundos da fotossintese, com reflexos diretos sobre o rendimento da cultura. Dentre todas
as patologias mencionadas anteriormente, os virus CPSMV e CABMV se destacam devido
a severidade com que acometem a cultura (BASTOS, 2016), e o fungo M.

pseudophaseolina, pela baixa disponibilidade de dados na literatura.

3.1.1.2.1 Cowpea severe mosaic virus (CPSMV)

A doencga conhecida como mosaico severo é acometida pelo virus CPSMV e foi
descrita inicialmente no Brasil por Oliveira, em 1947, no Rio Grande do Sul. Atualmente, a
doenca é relatada em praticamente todas as regides produtoras do pais, com ocorréncia
registrada nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Maranh&o, Para,

Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de
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Janeiro, S&o Paulo e no Distrito Federal (BRIOSO et al., 1994, PIO-RIBEIRO et al., 2005 e
LIMA et al., 2005). Além do Brasil, a ocorréncia do CPSMV compreende ainda os Estados
Unidos, Trinidad e Tobago, Porto Rico, El Salvador, Venezuela, Costa Rica, Suriname e
Peru (PIO-RIBEIRO et al., 2005).

O CPSMV apresenta forma isomérica de aproximadamente 28 nm de diametro, seu
genoma é bipartido, com um total de 9,73 kb, sendo constituido de duas moléculas de RNA
de fita simples (uma de 6,0 kb —RNA 1 e outra de 3,73 kb —RNA 2), com senso positivo
(VAN REGENMORTEL et al., 2000; LIMA et al., 2005). Os RNAs genémicos possuem
umapequena proteina basica [proteina viral associada ao genoma (VPg)] covalentemente
ligadaas suas extremidades 5’, além de serem poliadenilados na extremidade 3’, e ambas
as moléculas de RNA sao necessarias para a infecgao (CHEN e BRUENING, 1992). Além
dasparticulas contendo as moléculas de RNA, uma terceira particula sem acido nucléico é
produzida, cuja presencga e concentragdo dependem da estirpe envolvida (PIO-RIBEIRO et
al.,, 2005). Segundo Lima et al. (2005), o CPSMV apresenta versatilidade bioldgica
possuindo uma ampla gama de espécies hospedeiras, especialmente dentro da familia
Leguminosae. O CPSMV transmitido experimentalmente é eficientemente disseminado na
natureza por coledpteros de modo circulativo (persistente), com o Cerotoma arcuata (Oliv.)
sendo, possivelmente, o principal vetor do virus no campo (COSTA et al., 1978; PIO-
RIBEIRO et al., 2005).

Os sintomas ocasionados pelo CPSMV sao geralmente severos em cultivares
suscetiveis, e incluem: intenso encrespamento do limbo foliar (em virtude das bolhosidades)
e a presencga de mosqueado (alternancia de zonas de coloragéo verde-clara com outras de
cor verde-escuro nos foliolos), subdesenvolvimento das nervuras principais resultando em
franzimento, reducédo do limbo e distor¢cédo foliar, as plantas podem apresentam intenso
nanismo, quando infectadas em estagios iniciais do desenvolvimento (Figura 1), o que pode
ocasionar grandes perdas na producdo. As sementes oriundas de plantas doentes
apresentam-se deformadas, murchadas e manchadas, com redugdo de seu poder
germinativo. Estima-se que o CPSMV possa reduzir a produgdo da cultura em
aproximadamente 80%, dependendo da idade em que a planta for infectada (BARROS,
2007, BASTOS, 2016).
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Figura 1 — Morfologia de uma planta de feijao-caupi inoculada com CPSMV.

Fonte: BARROS (2010).

Como medida preventiva a doenca, € indicado o uso de cultivares comerciais com

alto grau de resisténcia ao virus, como a BR 10 - Piaui, BR 14 - Mulato e BR 17 — Gurguéia

(BASTOS, 2016), e medidas auxiliares devem ser adotadas quando os plantios de feijao-
caupi forem conduzidos com genaétipos susceptiveis, que, em geral, envolvem a aplicagéo
de inseticidas visando reduzir a populacdo de insetos vetores (coledpteros da familia
Chrysomelidae) (COSTA et al., 1978).

3.1.1.2.2 Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)

O virus do mosaico transmitido por afideos, € outra virose que acomete a cultura do
feijdo-caupi, sendo ocasionado pelas espécies virais Bean common mosaic virus (BCMV)
e CABMV, ambas do Género Potyvirus. Os potyvirus possuem particulas filamentosas e
flexuosas com comprimento variando de 690-760 nm e didmetro em torno de 11-13 nm. O
genoma do CABMV é composto por um RNA de fita simples, sentido positivo, com
aproximadamente dez mil nucleotideos e um unico tipo de proteina capsidial de
aproximadamente 34 kDa, representando 95% da constituigdo quimica da particula (LIMA
et al., 2005). No Brasil, ha relatos dessa virose desde 1974, tendo sido observada também
nos Estados Unidos, Italia, Holanda, Australia, Japao, Filipinas, China, Marrocos e Zéambia
(PIO-RIBEIRO et al., 2005).

A severidade dos sintomas ocasionados pelo virus depende de fatores como:
interacdo com a estirpe viral, cultivar e temperatura. Os sintomas em plantas infectadas

pelo CABMV podem manifestar-se de diversas formas, tais como: mosqueado, mosaico
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foliar (areas amareladas alternadas por outras de verde normal), manchas cloroticas,
bolhosidade e deformacao foliar, levando a reduc&o do limbo foliar e redu¢do no porte,
podendo levar ao nanismo. No entanto, a severidade dos sintomas vai depender da cultivar
envolvida, da época e da forma de inoculagao (LIMA et al., 2005, BASTOS, 2016).

Figura 2 — Morfologia de uma planta de feijao-caupi inoculada com CABMV

Fonte: BARROS (2010).

Como medidas de controle para o CABMV, recomenda-se o uso de cultivares resistentes
(IT85F-2687, Patativa, TE97-309G-9, TE97-309G-22, TVu 379, TVu 410, TVu 382 e TVu
966) e sementes sadias, além de promover a eliminagao de plantas hospedeirasdo virus,
realizar o controle da populagcdo de vetores, bem como o plantio em época de baixa
populacao dos insetos transmissores. Além disso, € recomendado também o uso defileiras
adensadas de milho ou sorgo, visando proteger a cultura, que devem ser plantadas15 dias
antes do cultivo de feijao-caupi (OLIVEIRA et al., 2012, BASTOS, 2016).

3.1.2 Vitis vinifera: Aspectos botanicos, socioecondmicos e nutricionais

A familia Vitaceae (familia das videiras), anteriormente conhecida como Vitidaceae
ou Ampelidaceae, pertence a ordem Vitales, que €& composta por 14 géneros e
aproximadamente 850 espécies, distribuidas principalmente em regides tropicais da Asia,
Africa, Australia, Neotropicos e llhas do Pacifico, com dois géneros (Parthenocissus Planch.
e Ampelopsis Michx.) difundidos separadamente no leste da Asia e leste da América do
Norte, respectivamente (SOEJIMA e WEN, 2006; CHASE et al., 2016; COL, 2018). Vitaceae

tem sido considerado um grupo taxondmico com limites de género pouco claros e de dificil
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classificagdo (LOMBARDI, 2000), sendo classificado com base na posigédo e natureza da
inflorescéncia, grau de desenvolvimento do disco nectarifero e adnagao+ a parede do ovario
(PLANCHON, 1887), onde foram descritos inicialmente dez géneros. Posteriormente, novos
géneros foram incluidos na familia, Acareosperma (GAGNEPAIN, 1919), Cissus
(LOMBARDI 2000), Cyphostemma (ALSTON, 1931) e Nothocissus (LATIFF,1983) e Yua
(LI, 1990).

Dentre os géneros de Vitaceae, o género Vitis € o representante mais notavel,
destacando-se por agregar espécies produtoras de uvas extensivamente cultivadas em
todo o mundo, tanto como fruta fresca quanto como matéria prima para fabricacao de
diversos subprodutos, como sucos, vinhos, uvas-passas e geleias, entre outros (LEAO et

al., 2008). Além disso, € o género mais antigo, formado por cerca de 70 espécies, reunidas

em trés centros de origem: Sul da Europa e Asia menor, Leste da Asia e América do Norte
e Central (VAVILOV, 1929; CHASE et al., 2016). Suas plantas sao trepadeiras perenes,
monoicas ou dioicas, com folhas simples, grandes, alternas, apresentando peciolos e cinco
I6bulos pontiagudo. Suas flores s&o pequenas, pediceladas e actinomorfas, com
inflorescéncia do tipo racemo, podendo ser hermafroditas perfeitas ou apresentarem sexo
separados (CHASE et al., 2016).

As espécies do género Vitis foram agrupadas em dois subgéneros, Muscadinia
Planch (2n = 40) e Euvitis Planch (2n = 38), de acordo com o numero de cromossomos,
morfologia e origem geografica. O subgénero Euvitis relne espécies de maior interesse
econdmico, como as videiras americanas (V. labrusca, V. bourquina Munson e V.
rotundifolia) e a europeia (V. vinifera) (LEAO e BORGES, 2009). Devido & sua facil
propagacao assexual, diversidade morfolégica e genética, o género Vitis possui cerca de
15.000 cultivares, com diferentes finalidades: uvas de mesa, passas, sucos € vinhos,
oriundos de quatro grupos principais, V. vinifera puro, hibridos francés-americanos, hibridos
americanos e hibridos interespecificos (JACKSON, 2000). Entretanto, andlises de
marcadores microssatélites identificaram inumeros casos de cultivares sinonimias e
homonimias de V. vinifera, reduzindo o numero de cultivares unicas em cerca de 70% (THIS
etal., 2006; LEAO et al., 2008). Contudo, processos naturais (cruzamentos e as mutacgdes),
bem como os artificiais (manipulagdo genética) tornam crescente o numero denovas
cultivares de videira, favorecendo tanto as caracteristicas fenotipicas mais vigorosasquanto
a obtencdo de cultivares mais resistentes e/ou adaptadas as condicdes adversas
(PELLIZZARI, 1997; THIS et al., 2006; LEAO et al., 2008; GIOVANNINI, 2014).
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A videira € uma das espécies frutiferas mais antigas da civilizagdo humana e seus
primeiros relatos estao atrelados, principalmente, a um dos seus produtos de consumo, o
vinho, que por esse motivo, tornou-se uma das frutas de maior importancia agronémica no
mundo (THIS et al., 2006). A producao global de uva gira em torno de 15 milhdes de
toneladas por ano, com a Espanha, Franca, China, Italia e Turquia destacando-se entre os
cinco paises com as maiores areas de cultivo da videira (OIV, 2020). O Brasil ocupa a 212
posi¢ao, com 80 milhdes de hectares (OIV, 2020).

No Brasil, a viticultura apresenta caracteristicas particulares a cada regiao de cultivo,
devido as diferentes condigdes climaticas do pais, apresentando ciclos de producédo, época
de colheita e tipos de produtos caracteristicos para cada regido. No geral, a viticultura
brasileira pode ser dividida em dois grandes grupos, de acordo com a sua finalidade: uvas
para consumo in natura e uvas utilizadas como insumo para fabricacdo de subprodutos

(sucos e vinhos) (MELLO, 2019). Atualmente, o Brasil produz aproximadamente 1,5 milhdes

de toneladas de uva por ano (FAOSTAT, 2020), com 46,5% da colheita direcionada para a
producéo de vinhos e sucos e 53,5% para uvas de mesa (ROCA, 2019). O Brasil ocupa o
15°lugar no ranking dos maiores produtores de uva no mundo e 0 9° maior produtor de uvas
de mesa, destacando a importancia do Brasil no cenario vitivinicola mundial (ROCA, 2019).

Em 2020, a produgao de uvas no Brasil foi 1.416.398 toneladas, sendo 2,03% inferior
a produzida em 2019. A Regiao Sul é a maior produtora de uvas, contribuindo com 60,24%
da producao nacional em 2020, com o Rio Grande do Sul sendo responsavel pela producao
de 745.356 toneladas, apresentando um aumento de 10,34% em relagcdo ao ano de 2019.
A Regiao Nordeste € a segunda maior produtora de uvas e a primeira em produgao de uvas
de mesa, contribuindo com cerca de 27% da produgao nacional. No entanto, essa regiao
apresentou uma queda de producédo em cerca de 38% em relacédo ao verificado em 2019.
Ja a Regiao Sudeste, cuja producao de uvas representou 12,09% da produgao nacional em
2020, teve um acrescimo de 1,24% em relagcao ao ano anterior (Melo e Machado, 2021).
Em 2021, a produgdo nacional foi de 1.748.197 toneladas, com acréscimo de
aproximadamente 23% em relagao a 2020, numa area plantada de 75.622 hectares (IBGE,
2022).

A viticultura na regido Nordeste tem apresentado notoriedade no cenario do
agronegocio nacional devido aos altos rendimentos alcangados com a produgao de uvas
de mesa (com e sem sementes) com um alto padréao de qualidade, bem como pela produgao

de duas safras e meia de uva por ano, caracteristica que torna essa regido a mais
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representativa na viticultura nacional (MELLO, 2019). Além disso, este segmento agricola
apresenta grande importancia socioeconémica, destacando-se entre as culturas irrigadas
com o maior coeficiente de geragao de empregos diretos e indiretos (SILVA e COELHO,
2010). Essa regiao concentra sua viticultura no submédio do Vale do Sao Francisco (VSF),
que compreende os polos de Petrolina-PE e Juazeiro-BA (Figura 1). Em 2021, esse polo
envolveu aproximadamente 11 mil hectares de area plantada, representando a segunda
regido do pais que mais produz a fruta, participando com mais de 28% da produg¢ao nacional
de uva (IBGE, 2022). Nesta regido sao cultivadas mais de oito variedades de uva(ltalia,
Benitaka, Red Globe, Crimson, Thompson e Festival, entre outras), incluindo uvas com e

sem sementes, tendo em vista o mercado externo (CODEVASF, 2016).

Figura 3 — Regiao do submédio do Vale do Rio Sdo Francisco.
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Fonte: Wine and Food (2019).

3.1.21 Restricdes na producao da videira

Embora a viticultura no VSF apresente grande visibilidade no cenario do
agronegocio, algumas variedades de uva cultivadas na regidao, como por exemplo, a Red
Globe e Italia, sdo altamente susceptiveis a doengas fungicas, bacterianas, virais e
provocadas por nematoides. Dentre as doencas que podem comprometer ou até mesmo
inviabilizar a produgdo da uva, destacam-se o mildio, oidio, antracnose, podridées dos
cachos e cancro bacteriano (HICKEL et al., 2005).

A principal doenca fungica que acomete a videira € o mildio, provocada pelo fungo
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Plasmopatra viticola, que tem sido um dos principais patogenos limitantes para o cultivo da
videira, provocando perdas severas em sua produgdo. Os fungos Uncinula necator,
Phakopsora euvitis, Lasiodiplodia theobromae e Elsinoe ampelina, agentes causais do
oidio, da ferrugem, podriddo seca e antracnose, respectivamente, também representam
patdégenos fungicos que acometem fortemente a cultura, causando perdas de até 60% na
producdo (NEVES et al., 2005; BARBOSA, 2010).

No que se refere as viroses, ja foram relatadas cerca de 15 espécies de virus que
ocasionam doencas ha videira, desencadeando sintomas ou n&o na planta, o que dificulta
a triagem das plantas saudaveis em campo. No entanto, algumas viroses séao
economicamente importantes, com sintomas caracteristicos, como por exemplo o
intumescimento dos ramos, com transmissédo indireta (transmissdo do virus pelas
cochonilhas Planococcus ficus, P. citri, Pseudococcus longispinus e P. affinis) podendo
ocasionar morte dos ramos e de mudas jovens, maturagdo incompleta e mudancgas
organolépticas na fruta, e consequente queda de produtividade em cultivares de uvas
viniferas (KUHN e FARJADO, 2005). Diversas pragas também causam danos diretos a
cultura da uva na regido Nordeste, em especial os acaros Polyphagotarsonemus latus e
Tetranychus urticae, que infestam cerca de 30% das folhas da videira em diferentes fases
do desenvolvimento, podendo desencadear a morte da planta (HICKEL et al., 2005;
OLIVEIRA, 2010).

Atualmente, apenas uma bacteriose de importancia econdmica para a cultura tem
sido relatada no Brasil, o cancro-bacteriano, que é ocasionado pela bactéria Xanthomonas
citri pv. viticola (GAMA et al., 2018), a qual tem sido apontada como um dos mais criticos
fatores limitantes da cultura no VSF, causando perdas severas em sua produtividade
(NASCIMENTO e MARIANO, 2004; SILVA et al., 2012).

3.1.2.2 Cancro bacteriano da videira: Etiologia e epidemologia

A X. citri pv. viticola, agente causal do cancro bacteriano da videira, foi relatada pela
primeira vez no Brasil em 1998, no submédio do VSF, em trés cultivares de Vitis (Red Globe,
Piratininga e Italia), onde foram detectadas lesdes caracteristicas da doenca. O
fitopatdégeno foi identificado por meio de analises bioquimicas, fisiolégicas, caracteristicas
culturais e de patogenicidade (LIMA et al., 1998, NASCIMENTO et al., 1998; MALAVOLTA
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et al.,, 1999). Os testes de patogenicidade apontaram que a severidade da infecgao
ocasionada pela X. citri varia de acordo com a cultivar infectada (LIMA et al., 1999). Além
disso, foram observados sintomas mais severos na cultivar Red Globe comparativamente
as demais cultivares utilizadas na regido (ARAUJO, 2001).

De forma geral, as bactérias do género Xanthomonas fazem parte de um grupo
bastante heterogéneo, sendo responsaveis por provocar a podriddo e o escurecimento de
tecidos vasculares. Em meio de cultura, a bactéria apresenta dimensdes de 0,6 x 1,2 - 2,5
pm, colénias arredondadas, convexas, brilhantes, com bordas lisas e coloragao
esbranquigada (NAYUDU, 1972). A X. citri € uma bactéria fitopatogénica aerdbia, gram-
negativa, que pertence a subdivisdo das proteobactérias, diferenciando-se da maioria das
espécies do género por nao sintetizar o composto xanthomonadina, que confere coloragao
amarela brilhante, apresentando col6nias apigmentadas (QIAN, 2005).

As videiras infectadas pela X. citri apresentam pontos necroticos nas folhas (1-2 mm
de diametro), podendo apresentar halos amarelados que se expandem e ocasionam a

morte de extensas areas do limbo foliar (Figura 4a). Ocorre o surgimento de cancros
(manchas escuras e alongadas, podendo evoluir para fissuras) nas nervuras e peciolos das
folhas (Figura 4b), na raquis dos frutos (Figura 4c) e as bagas se desenvolvem de forma
desuniforme em tamanho e cor, podendo ou n&o apresentar cancros (Figura 4d) (NAYUDU,
1972).
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Figura 4 — Sintomas do cancro bacteriano na videira em diferentes tecidos: a) Folha, b)Nervuras e
peciolos das folhas, c) Raquis dos frutos e d) Bagas.

§ 5

Fonte: EMBRAPA (2015).

Os sintomas do cancro bacteriano ocorrem de forma mais intensa no primeiro
semestre do ano no VSF devido as condicdes climaticas, que favorecem o desenvolvimento
da X. citri. Esse periodo é caracterizado por uma maior incidéncia de chuvas, alta umidade
relativa e temperatura, propiciando a exsudagao de pus bacteriano a partir dos cancros
presentes em ramos, favorecendo a disseminagao do patégeno (LOPES e NASCIMENTO,
2004; TOSTES, 2012; BARBOSA, 2016). A disseminagao pode ocorrer através do contato
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planta a planta durante as praticas agricolas, agua da chuva e irrigagao (importante veiculo
disseminador), solo contaminado e por insetos (AGRIOS, 2005). Além disso, observou-se
que a X. citri sobrevive tanto em plantas sintomaticas como assintomaticas, de forma
epifitica em o6rgdos de parte aérea, sob condicdes de umidade e temperaturas elevadas
(ARAUJO, 2001).

3.1.2.3 Cultivares de Vitis spp. € a resisténcia a Xanthomonas citri

Diversos estudos foram realizados nos ultimos anos para melhor compreender a
interacéo entre diferentes cultivares de videira com a bactéria X. citri, como o conduzido por
Malavolta Jr. e colaboradores (2003), que avaliaram quatro cultivares de V. vinifera (Red
Globe, Italia, Benitaka e Rubi) e duas cultivares hibridas (Niagara Rosada e Niagara Branca)
resultantes do cruzamento entre V. vinifera x V. labrusca L., sendo observado que todas as
cultivares utilizadas no estudo apresentaram suscetibilidade a bactéria, com as espécies de
V. vinifera exibindo sintomas mais intensos dadoenca.

Em outro trabalho, avaliou-se a sintomatologia de 20 clones de videira, sendo 13 de
copa (incluindo as cultivares comumente utilizadas no VSF, como a Red Globe, Italia,
Benitaka, Thompson e Crimson, e sete de porta-enxertos (IAC 572, IAC 766, Courdec,
Paulsen, Harmony, 420 A e SO4), sendo verificado uma alta suscetibilidade dos clones de
Vl.vinifera ao patégeno, enquanto as cultivares Isabel (Vitis labrusca) e Paulsen 1103 (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) apresentaram niveis reduzidos da doenca (NASCIMENTO et
al., 2006). Em 2016, Zucal realizou um estudo mais abrangente da diagnose do cancro
bacteriano, utilizando 53 gendtipos de videira, sendo novamente observado que as
cultivares viniferas (Italia e Red Globe) eram mais susceptiveis a doenga, enquanto os
menores niveis de infeccdo foram observados nas cultivares Moscato, Petit Verdot e BRS
Cora.

A Instrugdo Normativa - IN 09/2006 (Brasil, 2006), tomando como base a
regulamentacao fitossanitaria, classificou as cultivares de videira em trés grupos, de acordo
com o grau de suscetibilidade a X. citri: (i) Alto grau de suscetibilidade (Red Globe), (ii)
Média suscetibilidade (Thompson, Benitaka, Festival - Sugraone, Sonaka, Italia e Rubi) e
(iii) Baixa suscetibilidade (Niagara Rosada, Niagara Branca e Princés). Embora as

variedades de V. vinifera tenham apresentado uma maior suscetibilidade a X. citri, os
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resultados obtidos até o momento demonstraram que esse patdogeno também pode afetar

espécies hibridas, diferindo apenas quanto ao nivel de severidade da doenga (LOPES e
NASCIMENTO, 2004; NAUE et al., 2014).

A Red Globe, obtida do cruzamento de dois hibridos (Hunisa x Emperor) x (Hunisa x
Emperor x Nocera), € uma das variedades mais cultivadas na regidao do VSF por possuir
boa capacidade de conservagao pos-colheita e resisténcia ao rachamento das bagas em
periodos chuvosos e de colheita, o que lhe confere uma alta produtividade. Além disso, tem
boa aceitagdo no mercado devido as suas caracteristicas morfoldgicas favoraveis, que
incluem cachos e bagas grandes, polpa carnuda, sabor neutro e pelicula resistente
(EMBRAPA UVA e VINHO, 2018).

A IAC 572 ‘Jales’ € um hibrido resultante do cruzamento do porta-enxerto 101-14
MGT (Vitis riparia x Vitis rupestris) com a espécie V. caribaea. Esse acesso € atualmente
um dos porta-enxertos mais utilizados em regides produtoras de uvas de mesa devido a
sua capacidade de adaptagédo a solos argilosos, arenosos e acidos, alto enraizamento,
estacas com bom indice de pegamento e resisténcia a diversas pragas e doengas como a
antracnose, mildio, fusariose, filoxera e nematoides (EMBRAPA UVA e VINHO, 2018). Além
disso, esse porta-enxerto apresenta boa afinidade com as variedades de uvas de mesa
cultivadas no VSF (Red Globe, Itdlia e Benitaka) (LEAO, 2010), o que o torna bastante
atrativo para uso em programas de melhoramento genético que visem o desenvolvimento
de estratégias alternativas envolvendo a ativagao do sistema de defesa inato da planta com

o intuito de minimizar custos na producéo e impactos negativos ao meio ambiente.

3.2 ESTRATEGIAS DE DEFESA VEGETAL FRENTE AO ESTRESSE BIOTICO

As plantas estdo constantemente expostas a condigdes adversas ambientais e
biodticas. Para garantir sua sobrevivéncia, desenvolveram, ao longo do seu processo
evolutivo, uma intrincada rede de respostas moleculares altamente complexas, dirigida por
horménios vegetais. A sinalizacdo hormonal, ou sinalizacdo imune, garante o ajuste da
homeostase vegetal, e pode ser ativada e regulada de acordo com a interagao planta-
patégeno (ATKINSON e URWIN, 2012; LU et al, 2017; NOBORI e TSUDA, 2019).

Os horménios vegetais sdo reguladores centrais da resposta imune. As vias de

sinalizagao do acido jasmodnico (JA) e do acido salicilico (SA), representam a espinha dorsal
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do sistema imune vegetal (WASTERNACK e SONG, 2017; ZHANG e LI, 2019). A via JA
pode ser subdividida em dois ramos: (1) O ramo ERF da via JA é corregulado pelo etileno
(ET) e é ativado mediante infeccdo com patdégenos necrotroéficos e (2) O ramo MYC da via

JA é corregulado pelo acido abscisico (ABA) e geralmente fornece protecéo contra insetos

mastigadores (PIETERSE et al, 2012). Por sua vez, a via SA esta relacionada,
principalmente, pela interagao da planta com patdgenos biotréficos. Dessa forma, o tipo de
organismo invasor vai determinar quais horménios se acumulam e quais vias a planta ativa
para expressar as respostas de defesa apropriadas ao invasor em questdo (BERENS et al,
2019; NOBORI e TSUDA, 2019)

O processo de reconhecimento pelo sistema imune das plantas compreende desde
a percepc¢ao dos padrées moleculares inespecificos associados a PAMPs/MAMPs/HAMPS
(pathogen, or microbe, or herbivorous associated molecular patterns) e GLR (glutamate
receptor-like) (MIYA et al., 2007; SCHWESSINGER e ZIPFEL, 2008; FORDE e ROBERTS,
2014), como também pelo reconhecimento de moléculas efetores (ETI, effector-triggered
immunity), ocorrendo uma interagao altamente especifica entre um gene de resisténcia
(Genes R) da planta e o produto de um gene de aviruléncia (Avr; avirulence) dominante
correspondente do patégeno, ativando uma reacéo de hipersensibilidade — HR na planta,
que confere resisténcia a uma grande variedade de fitopatdogenos (TANG et al., 1999,
MOFFET, 2009, AMORIM et al., 2017).

Apos o contato com o patdégeno e da ativacao do sistema especifico de defesa, varias
reacdes secundarias sao desencadeadas. Dentre elas, destaca-se a ativagcado dos genes
relacionados a patogenicidade (PR; Pathogenesis Related) que, juntamente com os genes
“‘R” (Resisténcia), participam dos mecanismos de defesa das plantas tanto contra estresses
biéticos quanto abidticos (VAN LOON et al., 2006). Ja é sabido que nos primeiros 15
minutos apods a interagédo planta-patdégeno ocorre a indugao de fluxos idnicos através da
membrana plasmatica, produgdo de compostos reativos de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico,
bem como uma reprogramacado da expressao génica por meio da agdo de fatores de
transcricao (FTs), das proteinas quinase e proteinas fosfatases (BENKO-ISEPPON et al.,
2010; SANABRIA et al., 2010). As proteinas fosfatases vém ganhando destaque por
participarem de diversas vias de transducgao de sinais, incluindo desde processos basais,
como o controle do ciclo celular e desenvolvimento embrionario, até respostas refinadas,
como nas vias de reconhecimento a estresses bioticos e abidticos (LEHTI-SHIU et al.,
2009).
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3.2.1 Modificagao pés-traducional: Fosforilagao

Modificagdes pbs-traducionais (MPTs), como fosforilagdo, glicosilagdo e a
acetilagcdo, sao eventos de processamento covalente que mudam as propriedades das

proteinas por clivagem proteolitica ou por adigdo de um grupo quimico a um ou mais

aminoacidos. As MPTs controlam diversos processos celulares que mantém a homeostase
e o funcionamento celular, além de determinar a atividade, localizagao e interagdes com
outras proteinas, também estando atrelada ao controle da regulagcdo génica (JENTSCH e
SCHLENKER, 1995, KWON et al.,, 2006). Dentre as MPTs, destaca-se a fosforilagao
reversivel de proteinas, processo no qual proteinas quinases (PKs) e fosfatases (PPs) se
ligam a proteinas alvo, ativando e desativando-as pela adigdo ou remocéao reversivel de
grupos fosfato [(PO3)2-] (Figura 1).

Figura 5 — Visdo geral do mecanismo de fosforilacdo e desfosforilagdo proteica
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Fonte: a autora (2023).

A fosforilacdo reversivel funciona como um interruptor molecular, que permite a
regulacdo do metabolismo e a transducdo de sinal nas células (LEITNER et al., 2011).
Cerca de um tergco de todas as proteinas eucaridticas sao fosforiladas, em sua grande

maioria, em residuos de serina, treonina ou tirosina, controlando uma ampla gama de
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funcdes celulares (WALSH et al., 2005; ANDREEVA e KUTUZQV, 2008). Na célula, as PKs
e as PPs tém um papel antagbnico no controle da fosforilagcdo. De forma conjunta,
promovem a mudanga conformacional de proteinas alvo, modulando a sua funcéo,
estabilidade e localizagdo celular, bem como influenciam na formacdo de complexos
proteicos. Todo esse dinamismo acorre através de cascatas de sinalizagcdo e regulam
diferentes processosos celulares como o ciclo celular, diferenciacéo, interagdo (célula-
célula e célula/substrato) e motilidade celular, resposta imune e na transcri¢ao e tradugao
génica (SZOOR, 2010).

As PKs, responsaveis pela fosforilacdo proteica, compreendem uma das maiores
familias génicas presente em organismos vegetais, e a maioria dos membros dessa familia
compartilham uma regido N-terminal de folha B para ligar ATP e uma regido C-terminal a-
helicoidal para se ligar a diferentes substratos. Essa familia génica ja foi extensivamente
investigada em diferentes organismos vegetais, sendo relatada por seu papel em diversos
processos vegetais, incluindo a resposta ao estresse bibtico e abidtico. Por sua vez, as PPs,
responsaveis pela desfosforilagdo de fosfoproteinas, estdo emergindo como alvos
potenciais na participagdo no processo de defesa vegetal frente a condi¢cdes adversas de

natureza bidtica ou abidtica.

3.2.1.1 Proteinas fosfatases

As fosfatases compdem uma superfamilia de proteinas responsaveis pela regulagao
de inumeros processos celulares, como sinalizagdes metabdlicas, comunicagao,
crescimento e proliferacdo celular (BRENCHLEY et al.,, 2007). Os membros dessa
superfamilia divergem em suas estruturas tridimensionais, sitios ativos, mecanismos
hidroliticos e sensibilidade do inibidor (BRAUTIGAN, 2013). A partir disso, convencionou-
se classificar as PPs em: fosfoproteina fosfatase (PPP), proteina fosfatase metalo-
dependente (PPM), proteina tirosina (Tyr) fosfatase (PTP) e aspartato (Asp)-fosfatases
dependentes (KERK et al., 2008).

De forma geral, as familias PPP e PPM séo fosfatases especificas de serina (Ser) e
treonina (Thr), estando incluidas no grupo das fosfatases de serina e treonina (STPs). Os
membros de STP compartiham uma dobra estrutural semelhante, indicando um

mecanismo catalitico comum (DAS et al., 1996, FARKAS et al., 2007). Apesar disso, essas
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duas familias ndo compartiham homologia de sequéncia e requerem diferentes ions
metalicos, sendo o ions Fe2+ e Mg2+, especificos para a familia PPP e PPM,
respectivamente, com o ion Mn2+ sendo comum as duas familias, e apresentam motivos
de assinatura génica distintos e altamente conservados entre seus membros: PPP —
GdxHG(x), GdxVDRG(x) e GNHE e PPM — (E/Q)D(x) nDGH (A/G)(x) nD(N/D), onde x
representa qualquer aminoacido (DAS et al., 1996, BARFORD et al., 1998, COHEN, 2010,
SHI, 2009, LILLO et al., 2014). As STPs compreendem dez subfamilias, dessas, nove
pertencem a familia PPP e sao classificadas como PP1, PP2A, PP4, PP5, PP6, PP7, PPKL,
RLPH e SLP, e a familia PPM inclui fosfatases PP2C e outras fosfatases dependentes dos
ions Mg2+ ou Mn2+ (KERK et al., 2008, LILLO et al., 2014, COHEN, 2010).

Ja a familia PTP reune fosfatases especificas de tirosina e as familias DsPTP e
AspPP séao fosfatases especificas de serina, treonina e tirosina. A estrutura tridimencional
das PTPs, apresentam um dominio catalitico Unico e auséncia de homologia de sequéncia
com as STPs, indicando que as PTPs evoluiram de forma independente, além disso, esses
dois grupos de PPs divergem também em relagcdo ao seu mecanismo catalitico, enquanto
as PTPs e as DsPTPs estéo intimamente relacionadas (SINGH et al., 2010; SHI, 2009). O
mecanismo hidrolitico da familia PTP ocorre através de um residuo de cisteina (Cys) e esse
grupo é dividido em trés subfamilias do tipo I, Il e Ill. A subfamilia | € a maior e compreende
PTPs e DsPTPs especificas de tirosina, identificadas como: MTMs — miotubularinas, MKPs,
PRL - fosfatases de regeneragcdo hepatica, PTEN — homodloga de tensina, fosfatases
CDC14 e DsPTPs atipicas (MOORHEAD, 2009). As PTPs das subfamilias Il sao
especificas para tirosina e treonina, e a subfamilia Ill sdo LMWPTPs, especificas para
tirosina (KERK et al., 2008, NEEL e TONKS, 1997). Por sua vez, as AspPPs utilizam o
residuo de aspartato para a atividade fosfatase e desfosforilam os fosforesiduos de ser, thr
e tyr, e incluem fosfatases do tipo FCP (componente associado a TFIIF da RNA polimerase
I CTD fosfatase), SCP (pequena fosfatase CTD) e HAD (fosfatases haloacidos
dehalogenase) (KERK, 2008).
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Figura 6 — Classificagao das proteinas fosfatases (PPs) com base na especificidade dosubstrato,
mecanismo de catalise e sensibilidade do inibidor. As PPs incluem fosfoproteina fosfatases (PPP),
proteinas fosfatases metalo-dependentes (PPM), fosfatases dependentes de aspartato (AspPP),

fosfatases de especificidade dupla (DsPTPs) e as proteinas tirosina fosfatases (PTP).
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Adaptado: Bheri et al., 2021.

3.2.1.2 Proteinas fosfatases na resposta ao estresse biético

Nos ultimos anos, as areas da biologia molecular e da bioinformatica avangaram de
forma significativa, permitindo a identificacdo de genes associados ao processo de
tolerancia e/ou resisténcia em diversas espécies de interesse agronémico. Neste sentido,
diversos estudos vém apontando a agao das proteinas fosfatases como agentes ativos na
tolerancia a varios estresses abidticos em plantas, com destaque para a acdo das PPs da
familia PPM (PP2C) (XUE et al., 2009, CAO et al., 2016, YANG et al., 2018, WANG et al.,
2020, KHAN et al., 2022, QIU et al., 2022). Entretanto, ainda sdo escassos os estudos
envolvendo a agédo das PPs no processo de resisténcia vegetal frente ao estresse bidtico.

Cao et al (2016) estudaram a agao das proteinas PP2C de Brachypodium distachyon
sob multiplas condigdes de estresse, incluindo a infeccdo por Fusarium graminearum
(FO968) e duas cepas de Magnaporthe grisea (Guy11, gendtipo ACE1 avirulento; PH14,
gendtipo ACE1 virulento). Foi verificado que a grande maioria dos genes BdPP2C foi
reprimida com 4h e 12h apés a infeccao pelos trés patégenos. Por outro lado, os genes
BdPP2C13, BdPP2C14, BdPP2C25, BdPP2C42 e BdPP2C62, entre outros, foram
induzidos por um unico patégeno nos tempos de 4h e 12h de infecgdo, com o BdPP2C13

apresentando notavel aumento de expressdo apods o tratamento com o acido salicilico
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exdégeno e tratamento com a cepa virulenta do patogeno M. grisea. Qui et al (2022)
avaliando a expresséo diferencial de nove genes PP2C em caules de tomate infectado com
0 patdégeno Ralstonia solanacearum por um periodo de 3 dias, e relataram que cinco genes
SIPP2C (SIPP2C28, SIPP2C38, SIPP2C43, SIPP2C48 e SIPP2C92) foram induzidos, um
foi constitutivo (SIPP2C40) e trés genes SIPP2C (SIPP2C14, SIPP2C27 e SIPP2C36) foram
reprimidos. Tais resultados apontam a potencialidade dos genes PPs na resisténcia a
diversos agentes patogénicos em plantas, no entanto, a fungéo biolégica desempenhada
por essa classe de genes ainda precisa ser melhor elucidada (CAO et al., 2016, QUI et al.,
2022).
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RESUMO

As proteinas fosfatases (PPs) compreendem uma superfamilia de genes envolvidos na
regulacdo das respostas a uma ampla gama de estresses bidticos e/ou abidticos e no
desenvolvimento vegetal. No entanto, estudos envolvendo a expressédo de PPs em
estresses biodticos sdo escassos. O presente estudo prospectou e caracterizou o conjunto
de genes que compdem o conjunto de PPs em videira. ldentificamos 129 genes VvPP no
genoma de Vitis vinifera, que foram classificados em quatro familias e 33 subfamilias, com
suporte da organizagao exon-intron e composi¢gao de motivos conservados. A analise de
duplicacdo génica indicou que os eventos de duplicagdo segmental desempenharam um
papel crucial na expansao das familias de genes VvPP. Além disso, com base no perfil de
expressao de VvPP indicado no transcriptoma (RNA-Seq), selecionamos seis genes VPP
e analisamos o perfil de expressao por gPCR. Os resultados demonstraram que os todos
os genes VPP selecionados foram induzidos, apds 48 horas de infecgao pela X. citri., no
acesso IAC-572, apontando seu papel na tolerancia da cultivar ao patégeno. Nosso estudo
€ o primeiro a apresentar uma visdo abrangente da caracterizagéo bioinformatica de PPs
em videira, como também a identificar a expressao diferencial dessa classe de genes na
resposta de defesa da videira inoculada com X. citri, 0 que sera util para uma caracterizacao
funcional adicional de PPs em plantas no ambito da resposta ao estresse bidtico.
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INTRODUGAO

Modificagdes pos-traducionais (MPT) de proteinas, como fosforilagao reversivel, que
no seu conjunto representam o principal mecanismo de regulagdo celular presente em
organismos eucariotos, responsaveis por alterar a funcédo e a localizagdo de proteinas,
como também por participar do controle do comportamento proteico, por meio da ativagao
e desativagdo de proteinas’. Dentre as MTPs, a fosforilagdo reversivel se destaca por
participar de quase todas as vias de transdugéo de sinal celular em organismoseucariotos.
Esse processo é catalisado por proteinas do tipo quinase (PK) e fosfatase (PP)as quais
atuam, de forma antagOnica e neutralizadora, fosforilando (ativando) e desfosforilando
(desativando), em sua maioria, residuos de serina (ser), treonina (tre) e tirosina (tyr) de
proteinas 3.

Neste contexto, o quinoma de diversas espécies vegetais ja foi extensivamente
investigado. As PK provaram ser reguladoras-chave do metabolismo celular basal, como
também foram relatadas por participarem de respostas refinadas, atuando nas vias de
sinalizacao de diferentes agentes estressantes, sejam de origem abidtica ou bidtica*'4. No
entanto, as proteinas PP, que complementam a acdo das PK, ainda carecem de
informagcdes gendmicas, tento sido disponibilizados, até o momento, o fosfatoma
complementar de apenas duas espécies: Arabidopsis thaliana e Oryza sativa'16. Além
disso, foram disponibilizados dados isolados de familias e subfamilias das PP, que
comprovam sua importancia em diversos processos vegetais, como desenvolvimento,
imunidade vegetal e resposta a estresses bidticos e abiodticos' 22,

As PPs atuam por meio da desfosforilagdo (remogao do grupo fosfato — PO-2), de
proteinas fosforiladas?®. Com base no residuo de aminoacido que desfosforilam
preferencialmente, as PP sdo divididas em quatro familias: as fosfoproteinas fosfatases
(PPP), proteinas fosfatases metalo-dependente (PPM), proteina tirosina fosfatase (PTP) e
fosfatases dependentes de aspartato (AspPP)?*. As familias PPP e PPM séo fosfatases
especificas de serina e treonina e pertencem ao grupo das STP (serina/treonina fosfatases),
apesar de apresentarem o mesmo sitio de desfosforilacdo e estarem intimamente
relacionadas, essas familias ndo apresentam similaridade de sequéncia e requerem
diferentes ions metalicos — PPP - manganés (Mn?*) e ferro (Fe?*) e PPM- magnésio (Mg?*)
e Mn?* — formando assim duas familias distintas®>?%. Por sua vez, as familias PTP,
classificadas como PTPs tirosina-especificas e DsPTP (proteina tirosina fosfatase de
especificidade dupla), que podem desfosforilar tanto residuos de fosfotirosina quanto de
fosfoserina/fosfotreonina, e a familia AspPP, que desfosforilam residuos de Tyr/Ser
apresentam sitios de desfosforilagao mais diversos, sendo reunidas, neste estudo, no grupo
das fosfatases de serina, treonina e tirosina (STTP)?6-28,

A cultura da videira tem grande relevancia social e econémica no mundo (OIV, 2016).
No entanto, o desenvolvimento de doencas vem comprometendo a produtividade ou até
mesmo inviabilizando sua producédo. Em algumas regides, a bactéria Xanthomonas citri pv.
viticola, causadora do cancro-bacteriano na videira, tem sido apontada como um dos mais
criticos fatores limitantes da cultura, acarretando perdas severas em sua produtividade?%-
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31, Com isso, investigar a fungdo dos genes PP que participam da resposta de

defesa/tolerancia aos mais diversos agentes estressantes, pode auxiliar os programas de
melhoramento genético vegetal no que tange a sele¢cdo de genes que participam de forma

crucial na manutengdo da homeostase vegetal. No presente estudo, identificamos 129
membros da superfamilia fosfatase no genoma de V. vinifera. Também avaliamos suas
relagdes evolutivas, arquitetura génica, motivos proteicos, posicdo cromossOmica e
elementos cis em regides promotoras de forma sistematica. A expresséo diferencial dos
genes VPP sob estresse bidtico também foi investigada por qPCR. Os resultados obtidos
neste estudo disponibilizam dados importantes sobre as vias moleculares que sustentam a
tolerancia ao estresse bidtico na videira.

RESULTADOS

Identificagcao e analise de membros da superfamilia fosfatase no genoma de Vitis
vinifera

Identificamos um total de 175 e 1138 proteinas putativas de VWPP, pelo HMMER e
BLASTDp, respectivamente. Apds a concatenacao dos arquivos e eliminagao das sequéncias
redundantes restaram 346 sequéncias. A analise de dominio indicou um total de 131
sequéncias com dominio fosfatase, pelo CD-Search e Pfam. Apenas as sequénciasque
continham o dominio fosfatase conservado nos dois algoritmos foram utilizadas neste
estudo. Dessa forma, 129 proteinas VWPP foram identificadas (Tabela S1) e divididas em
dois grupos, de acordo com o seu dominio catalitico: a) Fosfatases especificas de Serina e
treonina (STPs): 21 WPPP e 65 VvPPM, e b) Serinal/treoninaltirosina fosfatase (STYPs):
25 WPTP e 18 VvAspPP.

A analise de dominio das STPs pela ferramenta CD-Search indicou que a familia
PPP abriga dominios cataliticos variados e especificos para uma ou mais subfamilias
(Tabela 1). As subfamilias PP1, PP7, PPKL e SLP apresentam dominios especificos, por
sua vez, as subfamilias PP2A, PP4 e PP6 compartilham o mesmo dominio catalitico. Além
dos dominios especificos, a analise de dominio pelo CD-Search também retornou um
dominio genérico “MPP_superfamily superfamily’, que pode pertencer a qualquer
subfamilia de PPP. Ja o Pfam retornou o dominio “Metallophos” para todos os membros da
familia, revelando a maior especificidade do CD-Search sobre o Pfam no que se refere a
identificacdo de dominios especificos para os membros dessa familia. Por sua vez, o CD-
Search e o Pfam foram igualmente especificos para identificacdo dos dominios da familia
PPM e para os membros do grupo das STYPs.

Tabela 1 — Dominios especificos da familia PPP retornados pelo CD-Search.

Subfamilia(s) PPP Dominios

PP1 MPP_PP1_PPKL
PP2A, PP4 e PP6 MPP_PP2A_PP4_PP6
PP7 MPP_PP7

PPKL MPP_Bsu1_C
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SLP MPP_Shelphs

Além dos dominios fosfatases caracteristicos dos membros de VvPP, foram
identificados membros que abrigam dominios adicionais, como PMD, PHA03269
superfamily, motivos Kelch, DSRM e quinase, entre outros. Todos os 129 dominios

identificados para VPP (incluindo dominios fosfatases e dominios adicionais) estao
descritos na Tabela S1.

As caracteristicas dos genes VvPP, como comprimento dos genes, proteinas,
caracteristicas fisico-quimicas, GRAVY e regides transmembranares, estdo detalhadas na
Tabela S2. O comprimento das sequéncias génicas e CDS candidatas a VvPP variou de
943 (VWPPM-27) a 49.242 (WPTP-12) e de 486 (VvPPM-34) a 4.419 (VPTP-2)
nucleotideos, enquanto o comprimento das proteinas e o PM relativo variou de 162 aa e
18,434 kDa (VvPPM-34) e de 1473 aa e 163,27 kDa (VvPTP-2). Aproximadamente 75%
das proteinas VvPPs apresentaram pl acido, compreendendo 100% da familia VvPPP,
enquanto dois membros da familia VvAspPP, nove WPTP e 16 VvPPM apresentaram pl
variando de neutro a basico. O GRAVY das VvPP variou de -0,72 (VvPTP-8) a -0,039
(WPPM-53), indicando a predominancia da natureza hidrofilica dessas proteinas, com
excecao das proteinas VWPTP-16 e VVPTP-24 que apresentaram GRAVY positiva de 0,058
e 0,434, respectivamente. Os resultados da localizagao subcelular mostraram que mais da
metade das proteinas estavam direcionadas para o nucleo, seguido pelo cloroplasto e
citoplasma, e em menor quantidade para o sistema endomembranar, regido extracelular e
mitocdndria. Dominios transmembranares putativos (TMDs) foram pouco representativos
nas proteinas VVPP, estando presentes em apenas oito proteinas VvPP, apresentando um
TMD (VvPPM-18, VWPTP-1, WPTP-2, VWPTP-14, VvAspPP-14 e VvAspPP-17), trés TMDs
(WPTP-16) e quatro TMDs (VvPTP-24).

Mapeamento cromossdémico, estrutura génica e mecanismos de expansao dos genes
VvPP

Cento e dezenove genes VVvPP estao distribuidos em 18 pseudocromossomos de V.
Vinifera (Figura 1), trés genes (VWPPM-60, VvPPM-61 e VvPTP-19) encontram-se em
pseudocromossomos randdmicos e sete estdo associados ao pseudocromossomo 0 (um
scaffold) chamado de chrUn (Figura S1). Os pseudocromossomos 8 e 13 foram os mais
representativos, com onze genes VvPP em cada. Por outro lado, apenas dois genes VPP
foram mapeados no pseudocromossomo 2 e 3. Os pseudocromossomos 6, 5 e 13 se
destacaram por conter o maior numero de genes VvPP das familias VvPPP, VPPM e
WPTP, respectivamente. O pseudocromossomo 15 nao apresentou nenhum VvPP.
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Figura 1 - Distribuicdo cromossdmica de genes VVvPP da videira. A localizagéo
cromossOmica é baseada localizagdo fisica (Mb) de 19 pseudocromossomos de V.
vinifera. Os numeros dos pseudocromossomos s exibidos na parte lateral de cada
pseudocromossomo. As familias foram identificadas em cores variad (VvPPP — verde
claro, VWPPM — roxo, VVPTP — vermelho e VvAspPP - azul). Barra de escala na esquer
indica o comprimento (Mb) dos pseudocromossomos de V. vinifera.

Para estudar a diversidade estrutural nos genes VvPP foi avaliada a organizagao
éxon/intron das sequéncias de codificagdo de cada gene. De forma geral, o resultado
revelou que as proteinas VVPP sio codificadas por pelo menos um éxon, apresentando
uma variagao de 1 a 21 éxons, com o numero de introns variando de 0 e 20. A estrutura
dos genes da familia VvPPP variou de 3 a 21 éxons (2 a 20 introns) (Figura S2). Os
membros da subfamilia KELCH apresentaram a estrutura génica mais divergente da familia,
apresentando 21 éxons (20 introns), as demais subfamilias apresentaram pequenas
variagdes de éxon/intron. Ja para a familia VvPPM a variagao foi de 3 a 15 éxons(2 a 14
introns), com as subfamilias apresentando, em sua maioria, quantidade de exons/introns
semelhantes, com excegao da subfamilia E, em que um membro (VvPPM- 37) apresentou
15 éxons (14 introns) (Figura S3). Por sua vez, a familia VVPTP apresentouuma variagao de
1 a 22 éxons (0 a 21 introns), com as subfamilias MCR, MTM e PTEN.2 apresentando uma
maior abundancia de éxons/introns (16-22/15-21) (Figura S4). A estrutura dos genes da
familia AspPP variou de 5 a 16 éxons (5 a 15 introns), com a subfamilia FCP apresentando
membros com maior quantidade de éxons/introns (Figura S5).

Para compreender o impacto da duplicacdo génica na expansao da familia VvPP,
foram analisados os possiveis eventos de duplicacdo usando os métodos BLASTp e
MCScanX. A analise revelou que 15 pares de genes VVvPP estavam envolvidos em
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duplicagbes segmentares, compreendendo as familias VWWPPP, VvPPM e VVAsSpPP, e em
nenhum par de gene foi identificada duplicagdo em tandem (Figura 2, Tabela 2). O

resultado mostrou que a razdo Ka/Ks dos genes VVvPP duplicados variou de 0,13528 a
0,64154 (<1), sugerindo que os genes VvPP podem ter sofrido selecéo purificadora (Tabela
2). Os valores de Ks foram utilizados para calcular o tempo aproximado da duplicagéo
génica no processo evolutivo dos VvPPs, que variou de 32,86 (VvAspPP-7/ VvAspPP-3) a
48,88 (VwPPM-42/ VvPPM-20) milhdes de anos atras (MYA) (Tabela 2).

Figura 2 - Eventos de duplicagdo génica de WvPP. As familias foram
identificadas em cores variadas (VvPPP — verde claro, VWVPPM — roxo, VVPTP —
vermelho e VWASpPP - azul).



Tabela 2 — Tempo de divergéncia estimado dos pares de genes de VvPP.

:Oa re:htrje ge;::e?upllcadgc;ez ohr Duplicagcao Ka Ks Ka/Ks :;Testsi:: Tempo (MYA)
1 |chr1 VWPPP-1 VvPPP-18 chr14 Segmental 0,0811 0,599 0,1352753 Purificadora 46,091
2 |chr1  WPPP-1 VvPPP-19 chr17 Segmental 0,0750 0,540 0,1389203 Purificadora 41,510
3 |chri3 WPPP-14 WPPP-6 chr6 Segmental 0,1691 0,529 0,3196197 Purificadora 40,704
4 |chr3 VVvPPM-6 WPPM-22 chr7 Segmental 0,2273 0,496 0,4586428 Purificadora 38,127
5 |chri11 WPPM-35 WPPM-8 chrd Segmental 0,2025 0,534 0,3789436 Purificadora 41,100
6 |chri1 WPPM-35 WPPM-29 chr9 Segmental 0,2415 0,616  0,3920132 Purificadora 47,384
7 |chri11 WPPM-36 WPPM-30 chr9 Segmental 0,3408 0,580 0,5879614 Purificadora 44,589
8 |chri3 WPPM-42 WPPM-20 chr6 Segmental 0,2129 0,635 0,3350534 Purificadora 48,882
9 |chri3 WPPM-43 VWwPPM-26 chr8 Segmental 0,2861 0,446 0,6415400 Purificadora 34,307
10 | chr13 VWPPM-44 WPPM-19 chr6  Segmental 0,2728 0,629 0,4333709 Purificadora 48,418
11 | chr18 WPPM-51 WWPPM-23 chr7  Segmental 0,1432 0,625 0,2290278 Purificadora 48,110
12 | chr18 WPPM-54 VWPPM-6 chr3 Segmental 0,2759 0,589 0,4681681 Purificadora 45,331
13 | chri8 VWPPM-54 WPPM-22 chr7 Segmental 0,2025 0,463 0,4372184 Purificadora 35,618
14 | chr18 VWPPM-56 WPPM-11 chr4 Segmental 0,1912 0,459 0,4166992 Purificadora 35,292
15 | chr13 VvAspPP-  VVvAspPP- chr8 Segmental 0,2525 0,427 0,5910407 Purificadora 32,867
7 3

Ka: Nonsynonymous only, Ks: Synonymous only, MYA: Milhdes de anos atras. Ka/Ks < 1: selecéo purificadora; Ka/Ks = 1: selecao

neutra; enquanto Ka/Ka > 1: selegao positiva.
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Alinhamento multiplo, andlises de Neighbor-joining, de sitios e de motivos
conservados

Para investigar as relagdes fenéticas das proteinas candidatas a PP em V. vinifera e
A. thaliana, uma arvore foi construida pelo método de neighbor-joining para cada grupo de
PP identificado neste estudo (STPs e STYPs), com base no comprimento total das
proteinas.

O fenograma dos membros de STP (Figura 3) construido a partir do alinhamento
multiplo de 87 sequéncias V. vinifera (21 VWPPP e 65 VWPPM) e 98 de Arabidopsis (28
AtPPP e 70 AtPPM), demonstrou claramente a separagdo das familias PPP e PPM. O
fenograma foi dividido em dois clusters principais, o cluster | (destacado em cinza, bootstrap
=100%), que agrupou os membros da familia PPP e revelou a formagao de oito subfamilias
(PP1, PP2A, PP4, PP6, PP7, PPKL, RLPH e SLP), e o cluster Il (destacado em rosa,
bootstrap = 100%), que agrupou os membros de PPM e indicou a formagao de 13 grupos,
classificados de A-M.

O cluster | foi subdividivo em la, Ib, Ic, Id e le. O cluster la agrupou as subfamilias
PP1 e PPKL (bootstrap = 97%), demonstrando uma alta similaridade entre os seus
membros. A subfamilia PP1 (bootstrap = 100%) foi a mais abundante, reunindo sete e nove
membros em A. thaliana e V. vinifera, ja a subfamilia PPKL (bootstrap = 100%) agrupou
dois membros em V. vinifera e quatro em Arabidopsis, sendo incluida nessa subfamilia a
proteina VvPPP-10, que contém o dominio genérico “MPP_superfamily superfamily”. O
cluster |Ib (bootstrap = 100%) reuniu as subfamilias PP2A, PP4 e PP6, que compartilham o
mesmo dominio catalitico (MPP_PP2A_PP4_PP6). A subfamilia PP2A (bootstrap = 100%)
foi a segunda mais abundante entre os membros de PPP, com cinco representantes em
cada espécie. Por sua vez, as subfamilias PP4 (bootstrap=100%) e PP6 (bootstrap=100%)
apresentaram um membro em V. vinifera e dois em Arabidopsis (Tabela 1). Nenhum
membro de V. vinifera agrupou na subfamilia PP5, cujo unico membro foi AT2G42810 em
Arabidopsis, sugerindo evolugéo divergente. O cluster Ic (bootstrap = 100%) agrupou dois
e trés membros de V. vinifera e A. thaliana da subfamilia PP7, incluindo nesse grupo a
VWPPP-12, que possui o dominio genérico “MPP_superfamily superfamily”. O cluster1d e le
(ambos com bootstrap = 100%), por sua vez, reuniu as subfamilias SLP e RLPH que se
agruparam distintamente de outras PPP, com a SLP e RLPH apresentando um membro em
cada espécie, com o WPPP-11, que contém o dominio “genérico” MPP_superfamily
superfamily, sendo o representante da RLPH.

O cluster 1l foi subdividido em lla, llb, llc e Ild, tornando-se possivel classificar os
membros de VVPPM em treze subfamilias “classicas” (A-M), com bons valores de bootstrap
nos ramos terminais. O cluster lla reuniu os membros da subfamilia K, com cinco e trés
membros para V. vinifera e A. thaliana, respectivamente. O cluster |lb agrupou as
subfamilias C e D, com a subfamilia D sendo a mais abundante, com nove membros nas
duas espécies. Por sua vez, o cluster llc reuniu os membros das subfamilias L, com dois
membros em cada espécie, e E, com sete membros em V. vinifera e 13 em A. thaliana. Ja
o cluster |ld, agrupou as demais subfamilias (A, B, F, G, H, |, J e M), com a subfamilia A e
F sendo as mais abundantes de PPM, com uma variagao de nove a 12 membros entre as
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espécies. Em contrapartida, a subfamilia M foi a menor, com apenas um membro em cada
especie.

O fenograma dos membros de STYPs (Figura 4), construido a partir do alinhamento
multiplo de 43 sequéncias V. vinifera (25 VWWPTP e 18 VvAspPP) e 52 de Arabidopsis (27
WPTP e 25 VvAspPP). O fenograma foi dividido em trés clusters principais, o cluster |
(destacado em verde) e o cluster Il (destacado em laranja) agruparam membros das
familias PTP e AspPP, e o cluster 1l (destacado em azul) que agrupou membros da familia
PTP, os baixos valores de bootstrap nos ramos basais podem estar relacionados com a alta
similaridade entre os membros de STYPs.

O cluster |, foi subdividido em la e Ib. O cluster |la reuniu trés subfamilias, a HAD da
familia AspPP, com um membro em V. vinifera, e LMWPTP e PTEN.1, da familia PTP, com
um e dois membros em V. vinifera, respectivamente. Ja o cluster Ib agrupou os membros
de PTP, da subfamilia MCR, com um membro em V. vinifera, formou um grupo 6rfao com
oito membros da familia AspPP, o qual ndo agrupou com nenhum outro membro de A.
thaliana e revelou uma possivel perda do gene CDC25, uma vez que a proteina
“AT5G03455” de A. thaliana nao agrupou com nenhum membro de V. vinifera. O cluster |l,
dividido em lla e llb, onde lla agrupou um membro da familia EYA em V. vinifera e o llb
reuniu membros da subfamilia FCP, sendo a maior da familia AspPP, com nove membros.
Por sua vez, o cluster lll, dividido em llla e lllb, reuniu quatro subfamilias de PTP, com a
subfamilia MTM apresentando dois membros pertencentes ao cluster llla, e as subfamilias
PTEN.2, PTP e DSP1 e 2, pertencendo ao cluster lllb, com a subfamilia DSP (DSP1 e
DSP2) sendo a mais abundante dentro das PTPs, com 15 membros em V. vinifera.



Figura 3 — Visado geral das fosfatases especificas de serina/treonina (STF) em Vitis
vinifera. Arvore fenética das STF de V. vinifera e Arabidopsis. As sequénciascompletas
de aminoacidos das proteinas fosfatases foram alinhadas utilizando oClustalWW e a
arvore fenética foi construida usando o método de Neighbor-joining(NJ) no MEGA11. As
duas familias sao representadas por cores diferentes, sendocinza para as PPP e rosa
para as PPM, conforme mostra a legenda e os valores

dos nos representam os valores de bootstrap.
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Figura 4 — Visao geral do grupo das STPYs em Vitis vinifera. Arvore fenética das proteinas
fosfatases de V. vinifera e Arabidopsis. As sequéncias completas de aminoacidos das
proteinas fosfatases foram alinhadas utilizando o ClustalW e a arvore fenética foi construida
usando o método de Neighbor-Joining (NJ) no MEGA11. Os agrupamentos sao
representados por cores diferentes, sendo verde para o agrupamento |, laranja para o
agrupamento Il e azul para o agrupamento lll,conforme mostra a legenda e os valores
dos nés representam os valores de bootstrap.

Para obter mais informagdes sobre as caracteristicas estruturais das proteinas
VWPP, investigamos o alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos em busca dos
sitios ativos caracteristicos e os motivos conservados de cada familia de VWPP.

As proteinas PPs eucaridticas apresentam em sua estrutura motivos de sitios ativos
caracteristicos e especificos para cada familia de PP. Em nosso estudo identificamos os
sitios de PPP-<GDXHG>; <GDXVDRG> e <GNHE> (Figura S6), PPM-<ED>, <DGNG> E <DD>
(Figura S7) e AspPP- <DxDXT> (Figura S8), com bons niveis de conservagao, com excegao
de seis membros da familia AspPP (AspPP-6, AspPP-7, AspPP-12, AspPP-13, AspPP-17
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e AspPP-18), que n&o apresentaram nenhum residuo de aminoacido do sitio ativo
conservado. Em contrapartida, o sitio ativo de PTP apresentou um alto grau de variacéo,

com o residuo de cisteina ausente e o residuo de arginina parcialmente conservado entre
0s membros da familia <xsR> (Figura S9).

A analise de motivos da familia VvPPP (Figura S2) indicou que a maioria dos
membros da familia compartiiham pelo menos cinco motivos (motivo 1, 2, 3, 4, 5) em
comum, apresentando distribuicdo e quantidades semelhantes, sugerindo um importante
papel na funcado dessas proteinas. O motivo 7 estava presente apenas nos membros de
PP2A. Em contrapartida, o membro de RLPH compartilhou apenas o motivo 1 e os
membros de SLP nao compartilharam nenhum motivo em comum com os membros da
familia PPP, corroborando com o seu agrupamento na arvore fenética, uma vez que ambas
agruparam em ramos distintos dos outros membros da familia.

Por sua vez, na familia VvPPM (Figura S3) a maioria dos motivos foram distribuidos
ao longo da sequéncia peptidica, com um padréo de disposicdo de motivos semelhante
entre os membros de VvPPM. A maioria dos VvPPM continham os motivos 1, 2, 3 e 6.
Quase todos os VWPPM continham mais de quatro motivos conservados. Apenas os
membros do grupo D tinham o motivo 10. Os motivos 7 e 9 estavam presentes apenas nos
membros das subfamilias C e D. O motivo 8 estava amplamente distribuido entre os
membros dos grupos A, B, G, |, J e E, além de estar presente em trés membros do grupo
F (WPPM-10, VWPPM-49 e VvPPM-58). Por sua vez, o motivo 5 estava ausente nas
subfamilias K, D, C, H e em alguns membros das subfamilias F (VvPPM-33, VvPPM-35,
WPPM-40, VWPPM- 54 e VvPPM-59) e | (VVPPM-50).

Ja os membros de VWPTP (Figura S4) continham de um (WPTP-7, WPTP-10,
WPTP-13, WPTP-15, WPTP-16, WPTP-17, WPTP-18, WPTP-19, WPTP-21, WPTP-
23, WPTP-24 e VVPTP-25) a seis motivos (VWPTP-2, WPTP-20, VvPTP-22), com excegao
de WPTP-4, que pertence a subfamilia LMWPTP, que ndo compartilhou nenhum motivo
com os demais membros da familia. O motivo 1 estava presente na maioria dos membros.
O motivo 10 foi especifico dos membros de DSP.1. Alguns membros de DSP.2 continham
os motivos 2, 3 e 4 em sua estrutura, se diferenciando dos demais membros do grupo. Os
motivos 5, 6, 8 e 9 foram especificos dos membros de PTEN.2. e o motivo 7 estava presente
nos membros de PTEN.2 e em VWPTP-24 da subfamilia MTM. Por fim, possivel observar
que os membros da familia VvAspPP nao apresentam um padrdo de motivos entre os
membros da mesma subfamilia. O fenograma auxiliar demonstrou a formagao de dois
grupos, no grupo | a maioria dos membros apresentam os motivos 1, 2, 5 e 6, com o AspPP-
7 apresentando apenas o motivo 7 em sua estrutura e os membros AspPP-3 e AspPP-7
(que pertence a subfamilia HAD), nao compartiiharam nenhum motivo com os demais
membros da familia. O grupo Il reuniu membros de FCP que apresentaram os motivos 4 e
7 amplamente distribuidos e os motivos 3, 8 e 10 presente na maioria dos membros (Figura
S5).
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Identificagao de sitios de ligacao a fatores de transcricdao nas regides promotoras
dos genes VPP

A fim de identificar os sitios de ligagéo a fatores de transcricdo (TFBSs) em motivos
de DNA conservados nas regides promotoras de cada familia de genes VVvPP, foram
analisadas as sequéncias upstream de 1500 pb dos cédons de iniciagdo. Dessa forma,
foram identificados sete, sete, quatro e trés motivos de DNA, para VWPPP, VWPPM, VWWPTP
e VVvAspPP, respectivamente, adotando um e-value de <10 (Tabela S3). Os motivos de

DNA identificados foram comparados e validados com o banco de dados
“‘JASPAR2022_CORE_plants_non-redundant_v2.meme” usando a ferramenta TOMTOM,
sendo determinados os FT correlatos. A comparagao de motivos de DNA identificou que 11
(4 VWPPP, 3 VWPPM, 3 WPTP e 1 VvAspPP) estavam associados a fatores de transcricao
candidatos das familias DOF e/ou MYB. As regides promotoras de VVPPP apresentaram
dois TFBS de DOF (MA1267.1, MA1274.1) e dois de MYB (MA1768.1 e MA2032.1), com
214 e 42 sitios de ligacao, respectivamente. Para VvPPM e VvPTP foram identificados trés
TFBSs, sendo dois DOF (MA1267.1, MA1274.1 ou MA1268.1), com 455 e 184 sitios de
ligacao, respectivamente, e um de MYB (MA0576.1 ou MA1352.1), com nove e 17 sitios de
ligacao, respectivamente. Por fim, a familia VvAspPP apresentou um TFBS da familia DOF
(MA1274.1), com 70 sitios de ligagao.

Analise de sintenia entre V. vinifera, A. thaliana e O. sativa

Para explorar as origens genéticas e as relagdes evolutivas dos genes VVPP,
realizamos a analise de sintenia entre os genomas de V. vinifera, A. thaliana, e O. sativa
(Figura 5a), a fim de identificar genes de PP ortélogos entre essas espécies. Foram
detectados 96 e 50 pares de genes PP ort6logos nas comparagdes entre V. vinifera x A.
thaliana e V. vinifera x O. sativa, respectivamente. Os 96 pares de genes ortdlogos entre V.
vinifera e A. thaliana incluiam 65 VvPP (Figura 5b) e 84 AtPP, com os pseudocromossomos
5, 6 e 13, de V. vinifera, apresentando a maior quantidade de genes ortélogos. Ja os 50
pares de genes ortélogos entre V. vinifera e O. sativa incluiam 34 VvPP (Figura 5b) e 38
OsPP, com os pseudocromossomos 7, 11 e 13, de V. vinifera, apresentando a maior
quantidade de genes ortdlogos. Além disso, 26 genes VvPPs foram ortélogos com os AtPP
e OsPP, indicando que esses genes podem desempenhar uma fungido relevante em
diferentes processos celulares. Nossos dados sugerem que esses genes podem ter existido
antes da divergéncia dessas espécies de plantas (Figura 5b).
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V. vinifera

Vv x At x Os
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Synteny blocks with conserved ¥ vinifera phosphatases

Figura 5 — a) Analise de sintenia dos genes VvPP entre V. vinifera e A. thaliana e V. vinifera e O. sativa. As linhas cinzas ao fundo indicam
os blocos colineares entre as espécies enquanto as linhas verdes e vermelhas indicam as sintenias entre os pares de genes VvPP entre
as A. thaliana e O. sativa, respectivamente. B) Diagrama de Venn de genes VvPP ortologos entre V. vinifera e A. thaliana (VvPPs x AtPPs),
V. vinifera e O. sativa (VvPPs x OsPPs) e V. vinifera, A. thaliana e O. sativa (VvPPs x AtPPs x OsPPs).
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Perfil transcricional de VvPPs (RNA-Seq)

Utilizando os dados de expressao obtidos no RNA-Seq para o tecido foliar da cultivar
Red Globe e do hibrido IAC-572 com 90 minutos de exposigédo a X. citri foi construido um
perfil de expressédo por clusterizacdo (Figura 6). Foram identificados 122 transcritos
relacionados com as proteinas fosfatases, desse total, 20 apresentaram-sediferencialmente
expressos (DE), tomando como base os valores de Log2FC. De forma geral, os transcritos
apresentaram expressao constitutiva na cultivar Red Globe e reprimidana cultivar IAC-572.
A familia VWPPM foi a mais abundante, com 14 transcritos demonstrando expressao
diferencial (aumentando ou reprimindo a sua expressdo) mediante o estresse aplicado,
seguido pela VvPPP, com trés representantes, sendo dois da subfamilia PP2A e um da PP7
(Figura 6).

No heatmap € possivel observar a formagao de dois clusters (Figura 6). No cluster |
foram agrupados cinco transcritos (VIT_00s0179g00110, VIT_04s0008g06530,
VIT_02s0025g01390, VIT_01s0011g03910 e VIT_01s0150g00510), que se apresentaram
reprimidos (com log2FC variando de 0,70 a 0,94) ou constitutivos na cultivar Red Globe,
mas que estavam induzidos ou constitutivos na cultivar IAC-572 (VIT_00s0179g00110,
VIT_04s0008g06530 e VIT_02s0025g01390), apresentando log2FC variando de 1,14 e
1,24. Por sua vez, o cluster |l reuniu 15 transcritos, quatro estavam induzidos (com variagéo
de log2FC de 0,63 a 1,26) e 11 constitutivos na cultivar Red Globe e 13 transcritos estavam
reprimidos e dois constitutivos na cultivar IAC-572, com log2FC variando de 0,50 a 1,53.
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Figura 6 — Heatmap das fosfatases diferencialmente expressas (DEs) no tempo de 90 minutos(T=90’) de Vitis
spp. [cultivar Red Globe (V.v) e hibrido IAC-572 (V.h)] contrastantes quanto ainfecgao por X. citri Na
visualizagao gréfica, a cor branca indica a auséncia de expressao, osniveis de verde (reprimido) e vermelho
(induzido) estao relacionados com a intensidade de expresséo na biblioteca em analise.
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Anadlise da expressao génica por qPCR

Para confirmar o papel dos genes VVvPP no processo de resisténcia da videira,
selecionamos seis genes (PP2C — VIT_11s0016g03430 e VIT_13s0019g02200, PPP —
VIT_10s0071g00950, VIT_04s00449g01770, PTP — VIT_07s0185g00130 e AspPP -
VIT_08s0105g00340) e avaliamos via qPCR em dois gendtipos de videira (Red Globe e
IAC-572, contrastantes quanto a resisténcia ao patdégeno bacteriano) inoculados com a X.
citri. Avaliamos a resposta da videira sob condigdes normais (amostras nao inoculadas) e
sob estresse (90 minutos e 48 horas apods a inoculagdo com X. citri), usando os genes de
referéncia TRUS, TCBP e 60SRP (Figura S10). Na quantificagao relativa foi verificado um
padrao de expressao semelhante entre os dois gendtipos com 90 minutos de estresse
(Tabela 3). O gene VIT_11s0016903430 foi reprimido (0.52 e 0.75, para IAC-572 e Red
Globe, respectivamente), por sua vez, o gene VIT_04s0044g01770 foi induzido (1.48 e 1.30,
para IAC-572 e Red Globe, respectivamente). Para os genes VIT_13s0019902200,
VIT_10s0071g00950 e VIT_07s0185g00130 nao foi verificada alteracdo no padrao de
expressdo em nenhuma das cultivares. No entanto, o gene VIT _08s0105g00340
apresentou expressao contrastante entre os dois gendtipos, sendo constitutivo na cultivar
IAC-572 e induzido na cultivar Red Globe, (Log2FC 1.50). Com 48 horas de estresse todos
os genes VVPPs investigados tiveram sua expressao significativamente alterada na cultivar
IAC-572, apresentando uma indu¢ao maior que 2 vezes em relacdo aos seus controles
(Tabela 3). Ja para a cultivar Red Globe, o gene VIT_13s0019g02200 foi induzido 2.02
vezes comparativamente aos controles. Com os demais genes (VIT_11s0016g03430,
VIT_10s0071g00950, VIT_04s0044g01770, VIT_07s0185g00130 e VIT_08s0105g00340)
sendo constitutivos nessa cultivar. Esses resultados sugerem que os genes VWPPs sao
provavelmente acionados a medida que a infecg¢ao se instala na planta. Embora os dados
de RNA-Seq e de gPCR nao tenham se correlacionado totalmente, a qPCR indica que os
genes VWPPs podem desempenhar um papel importante na tolerancia da videira frente ao
patégeno bacteriano.

Tabela 3 — Expresséo relativa (em gPCR e RNA-Seq) dos genes VvPP em cDNAs de tecidos
foliares de videira infectada com X. citri apés 90 minutos e 48 horas.
RNA-Seq (Log2FC)

FV‘:"/?F'J'E' ID (RNA-Seq) 90 minutos
IAC-572 Red Globe
PPP VIT_17s0000g05330 1,37 / DOWN N/S
VIT_04s0044g01770 1,42 | DOWN N/S
PPM VIT_ 1150016903430 1,45 / DOWN N/S
VIT_13s0019g02200 N/S N/S
PTP VIT_07s0185g00130 1,27 | DOWN N/S
AspPP  VIT_08s0105g00340 1,49 / DOWN N/S
» gPCR
F\i‘r/rF',"F',a ID (RNA-Seq) 90 minutos 48 horas
IAC-572 Red Globe  IAC-572  Red Globe
PPP VIT 1750000905330 N/S N/S 6.61/UP N/S
VIT_04s0044g01770 148/ UP 130/UP  565/UP N/S
PPM VIT_11s0016g03430 052/DOWN  0.74/DOWN  2.19/UP N/S
VIT 1350019902200 N/S N/S 237/UP  2.02/UP
PTP VIT_07s0185g00130 N/S N/S 7.00/ UP N/S

AspPP VIT_08s0105g00340 N/S 1.50/UP 5.08 / UP N/S
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o quinoma de diversas espécies vegetais foi extensivamente
investigado, dando luz a importancia da atuagao desse grupo de proteinas em diversas vias
de sinalizagdo de estresse bidtico e abidtico 4. No entanto, o progresso nas pesquisas
envolvendo o fosfatoma, é relativamente mais lento. Até 0 momento existem apenas dois
fosfatomas, disponibilizados para Arabidopsis thaliana e Oryza sativa '>'6. Contudo,
analises de familias de PPs isoladas em diferentes espécies vem sendo realizadas,
relatando a acdo dessas proteinas na resposta a estresses bidticos e abitticos 19-22:33-35,

No presente estudo, 129 genes VvPPs foram identificados de forma minuciosa no
genoma de Vitis vinifera. Com base na analise de dominio catalitico os genes VvPP foram
agrupados em quatro familias, VvPPP, VvPPM, VvPTP e VvAspPP com 21, 65, 25 e 18
genes, respectivamente. De forma semelhante, foi relatado que o genoma de Arabidopsis
e arroz continham 150 genes AtPP (26 AtPPP, 76 AtPPM, 25 AtPTP e 23 AtAspPP) e 132
genes OsPP (17 OsPPP, 90 OsPPM, 25 OsPTP) 1516, Dados isolados da familia PTP
reportados para B. rapa®¢ e PPM reportados para B. distachyon 33, Medicago truncatula 34,
B. rapa '°, S. tuberosum L. 3, diferentes espécies de Rosaceae 3’ e em S. lycopersicum %°
corroboram com os dados obtidos neste estudo.

Além disso, durante a analise de dominio identificamos outros dominios ou motivos
conservados associados ao dominio fosfatase, como PMD (Plant mobile domais), FHA
(Forkhead associated domain), PKc_like superfamily, FH2 (Formin Homology 2 Domain),
BRCT_C (BRCT Domain of RNA polymerase Il subunit A C-terminal Domain Phosphatase
(CTDP1) and Similar Proteins), e DSRM (Double-stranded RNA binding motif). O dominio
PMD foi identificado em um membro da familia PPP (VvPPP-12). Dominios PMD s&o
amplamente distribuidos entre as angiospermas estando associados a uma grande
diversidade de proteinas, sendo relatados por seu papel em diversos processos de
desenvolvimento, estabilidade do genoma, regulacdo da expressao génica e silenciamento
de elementos transponiveis 3. Investigando o papel do gene MAIN-LIKE1 no processo de
divisdo e diferenciagao celular, Uhlken e colaboradores (2014)3 identificaram o gene MAIL3
em Arabidopsis, que codifica uma proteina com dominio PMD associado a um dominio
fosfatase (PP7), em pléntulas e folhas da roseta. No entanto, até o presente momento, o
papel biolégico da fusdo de dominios PDM e fosfatase em plantas ainda permanece
incompreendido, necessitando de estudos aprofundados.

Por sua vez, o dominio FHA € um dominio envolvido no reconhecimento de residuos
especificos de fosfotreonina, que pode atuar em conjunto com proteinas quinases e
fosfatases, facilitando a interagao proteina-proteina, sendo essenciais para a transdugao
de sinais 4941, Em Arabidopsis e milho, a proteina KAPP, uma fosfatase do tipo 2C (PP2C)
que contém um dominio FHA, é responsavel por reconhecer proteinas RLKs fosforiladas
na membrana celular. Acredita-se que a interacdo de KAPP com o RLKs aproxime o
dominio PP2C da proteina KAPP, com o dominio quinase do RLK, regulando
negativamente a atividade da quinase através da desfosforilagdo #2. J& o dominio DSRM,
que pertence a superfamilia DRBs, € um dominio funcional curto que se liga a moléculas
de dsRNAs e/ou facilitam a interag&o proteina-proteina 4344, Dessa forma, supde-se que 0s
dominios que facilitam o processo de interacédo proteina-proteina, como KAPP e DSRM,
podem desempenhar papéis-chave na regulagéo pds-traducional da expresséo génica.
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De forma geral, as VvPPs apresentam peso molecular altamente diversificado,
variando de 18.434 a 163.27 kDa e ponto isoelétrico apresentando uma ampla faixa de pH,
com uma predominancia de proteinas acidas, o que é consistente com o observado para as
familias PPM, PTP e AspPP de B. distachyon 33, M. truncatula 34 B. rapa %36, S. tuberosum
L. 35 diferentes espécies de Rosaceae 3 e em S. lycopersicum ?°. Nossos resultados
revelaram ainda que as VWPPs possuem GRAVY majoritariamente negativa, indicando a
natureza hidrofilica dessas proteinas. Além disso, as VvPPs estavam direcionadas em maior
quantidade para o nucleo, seguido do citoplasma. Schwartz e colaboradores (2001) 4°
avaliaram a correlacédo entre o ponto isoelétrico e a localizagcado subcelular de proteinas e
revelaram que as proteinas nucleares apresentam uma ampla faixa de ponto isoelétrico,
corroborando com nossos resultados. ldentificamos sete VvPPsque continham estruturas
transmembranares em suas estruturas, com as VWPTP-16 e VvPTP-24 contendo trés e
quatro estruturas, respectivamente, ambas associadas a uma pontuagao GRAVY positiva e
direcionadas para o sistema endomembranar. Dessa forma, pela primeira vez, relatamos
duas proteinas fosfatases vegetais de membrana que possivelmente atuam na comunicagao
e percepgao celular.

Em relagéo a diversidade dos genes VvPPs, a organizagao éxon-intron foi analisada
e os resultados foram concatenados de acordo com as subfamilias, utilizando para isso
uma arvore fenética como suporte. De uma forma geral, foi possivel observar que o numero
de éxons nas quatro familias dos genes VvPPs € diverso, variando de 1 a 22 éxons. A
variagdo no numero de éxons identificada em nosso estudo, foi semelhante ao observado
anteriormente para os genes BdPTPs de Brassica rapa 3¢ e para genes PPM (PP2C) em
M. truncatula 3* e tomate 2°, em contraste ao reportado em Triticum aestivum, que
apresentou de 1 a 12 exons e Cucumis sativus com 2 a 10 éxons nas estruturas de seus
genes PP2C 4647 Além disso, os membros de cada subfamilia identificada nos genes
VuPPs apresentaram uma organizagao éxon-intron semelhante, sendo observada apenas
uma variagao no tamanho dos introns. Essa conservagao estrutural a nivel de subfamilia
também foi anteriormente relatada em genes da familia PPM (PP2C) em outras espécies
vegetais 2022344647 indicando que as VVvPPs mantiveram-se conservadas durante o
processo evolutivo.

No nosso estudo, também foi possivel observar que apenas quatro genes VvPPs
(PPP-4, PTP-1, PTP-6 e PTP-14) ndo apresentaram intron em sua estrutura. Genes
envolvidos em respostas biolégicas rapidas tendem a apresentar poucos introns, pois
necessitam de indugéo rapida e eficiente 8, porém, apesar dessa desvantagem energética,
os introns podem desempenhar alguns papéis dentro do genoma, como regular o splicing
alternativo, aumentar a expressdo de genes, controlar o transporte do mRNA ou a
montagem da cromatina “°.

Eventos de duplicagdo génica representam o principal agente impulsionador
evolutivo em plantas superiores e desempenham um papel crucial na expansao de familias
génicas, revelando como os genes sdo gerados e como suas fungdes evoluiram 9. As
duplicagdes em tandem e segmentares sao os dois principais mecanismos de expansao de
familias génicas em plantas. Neste estudo, identificamos 15 pares de genes envolvidos em
duplicagbes segmentares, com 11 pares pertencentes a familia PPM (PP2C), e nenhum
evento de duplicagdo em tandem foi identificado. Portanto, a duplicagdo segmentar foi
crucial para a expansao dos genes VvPPs durante o processo evolutivo da videira. Estudos
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anteriores reportaram que o evento de duplicagdo segmentar é o principal agente expansor

da familia génica PP2C em O. sativa e Arabidopsis %2, B. distachyon 33, Populus euphratica
51 M. truncatula **, algodao %2 e Cucumis sativus *'.

Para detectar a natureza e o padrao evolutivo dos pares de genes VvPP duplicados,
utilizamos a raz&o das substituicdes n&o sindbnimas e sindbnimas (Ka/Ks). Os quinze pares
de genes duplicados revelaram uma razao Ka/Ks inferior a 1, indicando que esses genes
evoluiram sob uma forte selegédo purificadora, sugerindo os mesmos mantiveram a sua
funcdo basica conservada ao longo do tempo. Além disso, o tempo médio de duplicagao
dos quinze pares de genes é 39.76 milhdes de anos atras, semelhante ao tempo médio de
divergéncia dos genes PP2C de Solanum lycopersicum (31.59 MYA) e precedente ao
tempo de divergéncia em Arabidopsis (cerca de 16.1 MYA) 2%53, Em organismos eucariotos,
genes reguladores envolvidos na transdugéo de sinais tendem a ser dependentes da altas
dosagem, ficando preferivelmente retidos nos genomas 4%,

A analise de Neighbor-Joining para os membros do grupo das STPs revelou a
formagao de dois grandes clusters, separando as familias PPP e PPM. Em Arabidopsis,
para os membros de AtPPP foi observada a formacao de sete subfamilias, a PP1, PP2A,
PP4, PP5, PP6, PP7 e PPP Kelch (FARKAS et al., 2007). O cluster | agrupou os membros
de PPP e revelou a formacdo de mais duas subfamilias, além das observadas para
Arabidopsis, a RLPH e a SLP. Em nosso estudo as subfamilias PP1 e PP2A foram as mais
abundantes, com sete e cinco membros, respectivamente. Resultados semelhantes ao
observado para as PP1 e PP2A em Arabidopsis, O. sativa e Vicia faba, sugerindo que essas
duas subfamilias podem apresentar fungdes relevantes de desenvolvimento e/ou na
resposta a estresse nos vegetais. Em Arabidopsis, a PP1 contém nove membros e séo
anotadas como TOPPs, enquanto que O. Sativa e V. faba tém cinco e quatro 16:56.57,
Takemiya e colaboradores (2006)% avaliando a expressdo dos genes VfPP1 verificaram
que o gene VfPP1c-1 é responsavel pela abertura dos estdbmatos mediante sinalizagao de
luz azul. De forma semelhante, a TOPP4 de Arabidopsis foi relatada por participar da
sinalizagao luminosa, TOPP4 e apresentam expressao constitutiva na maioria dos tecidos
%8 O cluster Il reuniu os membros de PPM em 13 subgrupos, onde 10 sdo PP2Cs classicas
(A-J) reportadas em B. distachyon 33, M. truncatula 3*, B. rapa '°, S. tuberosum 35, oito
espécies de Rosaceae 3" e em S. lycopersicum 2°.

Até o momento, estudos envolvendo as proteinas PP2C em diferentes espécies
vegetais destacaram a importancia dessa familia de proteinas em diferentes processos
metabolicos, incluindo a resposta a estresse bidtico e abidticos %969, Em plantas, os
membros PP2C tém sido descritos como reguladores negativos na via de sinalizagcao
ABAS®162 Por exemplo, PP2Cs pertencentes ao subgrupo A, de Arabidopsis e musgo, foram
relatados por serem fatores chave nas vias de sinalizagdo ABA 6364, Além disso, PP2C dos
subgrupos B, F e C vem sendo reportados por seu envolvimento nas vias de estresse e de
desenvolvimento®%-68

No fenograma gerado para as STYPs, as fosfatases foram divididas em trés clusters,
os cluster | e Il reuniram alguns membros de PTPs e o cluster lll reuniu membros de AspPP
e duas subfamilias de PTP. No entanto, esse agrupamento foi divergente ao observado
para as PTPs em B. rapa 3, onde os membros das subfamilias PTP, LMWPTP, MTM e
CDC25-like estavam intimamente relacionados, os membros de MCR, estavam dentro do
mesmo cluster que as PTENs, EYA e algumas DSPs. Esse agrupamento divergente pode
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estar associado a uma possivel divergéncia funcional, uma vez que em nosso estudo foi
observado uma intima relagdo das subfamilias LMWPTP, PTEN.2, a EYA (AT2G35320) e

CDC25-like (AT5G03455) de Arabidopsis, com as HADs e FCPs, que pertencem a
subfamilia AspPP. As EYA sao relatadas por serem altamente conservadas e estarem
associados a um protétipo de proteinas Asp-PTP ©°. Nossos resultados indicam que essas
subfamilias podem desempenhar funcdes semelhantes e precisam ser melhor
investigadas. Em geral, os genes PP da mesma subfamilia ou subgrupo tém fungdes
biolégicas semelhantes, embora as fungdes de muitos membros de PPs ainda ndo tenham
sido bem elucidadas.

Analisando as regides promotoras dos genes PPs, identificamos onze motivos de
DNA com suporte estatistico, associados a dois FTs. O FT da familia DOF estava
majoritariamente presente nas regides promotoras de todas as VvPPs, com 732 TFBS,
indicando que os processos desempenhados pelos VvPPs sao amplamente coordenados
pelo mesmo FT. Os DOF sao FTs especificos de plantas que desempenham papéis cruciais
em diversos processos de desenvolvimento e regulatérios 772 e na resposta as condigdes
ambientais adversas 7374, Regibes promotoras de genes que respondem a moléculas
elicitoras relacionadas a estresses bidticos geralmente contém TFBS da familia DOF 7577,
Curiosamente, essa familia de FTs também foi evidenciada nas regides promotoras de
genes RLK-Pelle de feijao-caupi #, sugerindo que genes que codificam proteinas
fosforilases (quinases e fosfatases) sdo coordenadas por FTs semelhantes. Além de DOF,
76 TFBS da familia MYB estavam associados a regi&do promotora dos genes da familia
VvPPM. Nos vegetais, FTs MYB estao envolvidos no desenvolvimento e nas respostas de
defesa 87, A coordenacgéo dos genes VvPPM mediada por FTs DOF e MYB pode indicar
uma amplificacdo da regulacdo desses genes, que por sua vez, desempenham papéis
chave em diversos processos metabdlicos, como reportado para outras espécies vegetais
18-20,33-35,37

Estabelecer as relagcbes de sintenia entre diferentes espécies oferece uma
ferramenta valiosa para compreender a evolugao cromossémica e permite a transferéncia
de informacbes genéticas e gendbmicas de um genoma modelo para a espécie sob
investigacao 8. A andlise de sintenia dos genes PPs entre entre V. vinifera x A. thaliana e
V. vinifera x O. sativa revelou que 50% e ~26% dos VvPPs sao ortélogos com os AtPPs e
OsPPs, respectivamente, apontando uma melhor relagao de sintenia com os membros de
Arabidopsis do que com os membros de O. sativa. Assim, especulamos que as correlacdes
de sintenia entre os membros de PPs podem estar ligadas a divergéncia evolutiva das
espécies. Notavelmente, 20% dos genes VVvPP foram sinténicos com Arabidopsis e O.
sativa, o que indica que esses pares ortdlogos sao conservados e podem existir antes da
divergéncia ancestral. Dessa forma, as intersegdes dos membros sinténicos de PPs entre
especies distintas podem ser valiosas para compreensao do processo evolutivo de PPs nas
plantas.

Diversas evidéncias indicam que os genes da familia PPM (PP2C) desempenham
papéis cruciais nas respostas das plantas a diferentes estresses abibticos, como seca, sal,
temperatura e estresses por fitohormonios 20-22:33-3546.47 No entanto, pouco se sabe sobre
o papel das demais familias dos genes PPs (PPP, PTP e AspPP) na resposta a essas
condigdes de estresse. Hormonios vegetais, como ABA estdo diretamente ligados ao
processo de tolerdncia as condi¢des de estresse abiotico, permitindo que a planta
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mantenha a sua homeostase em equilibrio 8'. Por exemplo, em arroz todos os genes do
grupo A de PP2C podem ser induzidos por ABA, e quando associados a tratamentos
abidticos (salinidade e baixa temperatura) os niveis de indugdo desses genes sao

aumentados ?. Em Arabidopsis, a investigagéo dos genes PP2C (ABI1, ABI2, HAB1, HAB2,
PP2CA e AHG1) revelou um aumento na sensibilidade do ABA sob multiplos estresses
abioticos, sugerindo uma resposta variada na sinalizagdo do ABA 8'-8, Resultados
semelhantes foram relatados por Yang et al. (2018)3* em mudas M. truncatula sob estresse
térmico (frio), hidrico e ABA em quatro tempos distintos (0, 1, 3 e 12 horas de tratamento)
sugeriram que os genes MtPP2C46, MtPP2C47 e MtPP2C72 podem desempenhar um
papel vital na resposta ao estresse abiotico, especialmente ao frio.

Em Cannabis sativa, sob estresse hidrico e ABA, a analise de sete genes PP22C
demonstrou que os mesmos sao induzidos quando submetidos a condicdes estressantes
87 Resultados semelhantes foram observados em plantas de tomate, pepino, batata e juta
(Corchorus spp.) sob abidtico, indicando que os genes PP2C podem modular a severidade
do estresse 20358889 Singh e colaboradores (2010)'¢ analisando a expresséo diferencial da
superfamilia fosfatase em folhas maduras, plantulas e raizes de O. sativa sob diferentes
condigdes de estresse abidtico (frio, sal, desidratacao) e desenvolvimento reprodutivo
revelaram que os genes PPs podem apresentar padrdes de expressao idénticos, sob
diferentes estresses, sendo verificado que todos os genes induzidos pertenciam a familia
PPM (PP2C), ja os genes reprimidos eram representantes das familias PPM (PP2C), PPP
(PP2A) e PTP (DSP).

No entanto, pouco se sabe sobre o papel dessa superfamilia na resposta ao estresse
bidtico, sendo esse um importante fator limitante no cultivo de diversas espécies vegetais
de importéancia agrondmica %°. Estresses ambientais enfraquecem o mecanismo de defesa
das plantas e aumentam sua sensibilidade a infecgdo por patégenos °192. Dessa forma,
identificar genes que auxiliam no processo de tolerdncia a condigbes ambientais
desfavoraveis, bem como genes que medeiam os processos de resisténcia a infec¢ao por
patdgenos € muito importante para melhorar o rendimento das culturas. Cao et al. (2016)33
avaliaram o perfil transcricional de genes PP2C em plantulas de B. distachyon sob multiplas
condigdes de estresse, incluindo a infecgao patogénica por Fusarium graminearum e duas
cepas de Magnaporthe grisea, contrastantes quando a viruléncia, revelaram que quase
todos os membros dos genes BdPP2C estavam induzidos sob condicbes de estresse
abidtico. Foi demonstrado também que 20 genes BdPP2C (comoBdPP2C13,
BdPP2C14, BdPP2C25, BdPP2C42 e BdPP2C62) foram ativados sob estresse bidtico. Em
Arabidopsis, o gene PP2C WIN2 (AT4G31750), homdélogo de BdPP2C13, pode intensificar
a resisténcia a bactéria Peudomonas. Syringae %. Qiu et al. (2022)?° investigando a agdo
dos genes PP2C em caules de tomate, infectada pela bactéria Ralstonia solanacearum,
relataram que nove genes SIPP2C foram induzidos quando a planta foi submetida a
infeccédo patogénica.

Dessa forma, a identificacdo de genes PPs responsivos a infec¢ao pela bactéria X.
citri na videira ira auxiliar no entendimento mecanismos de defesa utilizados pela videira na
resposta ao estresse bidtico. O perfil de expressdo da qPCR observado neste estudo
revelou que apds 90 minutos da inoculagdo com X. citri as duas cultivares da videira (Red
Globe e IAC 572) ndo alteraram a expressao dos genes PPs. No entanto, apds 48 horas,
um gene (VIT_13s0019g02200 — PP2C) foi induzido nas duas cultivares e cinco foram
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induzidos no hibrido IAC-572, permanecendo constitutivos na Red Globe. Esses resultados
sugerem que o0s genes VIT_11s0016g03430 (PP2C), VIT_10s0071g00950 e
VIT_04s0044901770 (PPP), VIT_07s0185g00130 (PTP) e VIT_08s0105g00340 (AspPP)
podem desempenhar um papel importante na tolerancia da planta em tempos tardios da
infecgao.

CONCLUSAO

O presente estudo conduziu a primeira identificagdo e caracterizagdo gendmica
ampla dos 129 membros da superfamilia de genes codificantes de PPs em videira,
compreendendo desde as suas relagbes fenéticas, estruturas génicas, motivos, regides
promotoras e relacbes de sintenia com A. thaliana e O. sativa. Analisamos a expressao
diferencial via qPCR de seis genes VvPPs das quatro familias (PPP, PPM, PTP e AspPP)
e todos foram induzidos no hibrido que apresenta resisténcia moderada ao cancro
bacteriano, indicando que os genes VvPPs podem desempenhar um papel relevante no
processo de resisténcia a infecgdo patogénica de X. citri. Os resultados contribuiram para
um entendimento mais amplo dos mecanismos de defesa da videira sob estresse biotico.
Além disso, nosso estudo fornece uma nova visao sobre as vias de sinalizagado da videira.

METODOLOGIA

Identificagao e analise de membros da superfamilia fosfatase no genoma de Vitis
vinifera

Para mineragao das sequéncias candidatas da superfamilia fosfatase em V. vinifera
foram recuperadas as anotagdes do proteoma predito no banco de dados do Phytozome
(V. vinifera: Vvinifera_457 v2.1.protein_primaryTranscriptOnly.fa.gz). A identificagdo das
proteinas fosfatases foi feita por meio de dois métodos: (1) BLASTp, utilizando as
sequéncias sonda proteicas das quatro familias dos membros fosfatase (PPP, PPM, PTP,
Asp fosfatase) de Arabidopsis, disponivel no banco de dados TAIR '® e (2) HMMER
(Modelos ocultos de Markov), utilizando os dominios fosfatase de cada familia [PPP
(Database Pfam ID: PF00149), PPM (PF00481), PTP (PF04387, PF00102, PF00782 e
PF01451) e Asp-dep Phosphatase (PF09309, PF12689 e PF03767)] baixados do Pfam 93,
As sequéncias redundantes foram removidas e as sequéncias uUnicas foram analisadas
quanto a presencga do dominio catalitico fosfatase pelo Batch CD-Search % e Pfam 9. A
conservagao do dominio catalitico unico e especifico para cada familia/subfamilia foi
avaliada pelo Batch CD-Search. As sequéncias candidatas que nao apresentaram dominios
fosfatase ou que apresentaram quebra na regido N e/ou C terminal em seu dominio
catalitico foram excluidas da analise.

O comprimento do gene, CDS e o numero de aminoacidos dos genes VVvPP foram
obtidos do banco de dados do Phytozome. Os parametros fisico-quimicos, incluindo peso
molecular (P.M) e ponto isoelétrico teorico (p.l) de cada proteina VvPP foram calculados
usando a ferramenta do JVirGel 2.0 %. Os valores de GRAVY (grande média de hidropatia)
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foram calculados wusando a ferramenta fornecida pelo Bioinformatics.org
(https://www.bioinformatics.org/sms2/protein_gravy.html). A localizagdo subcelular e as
regides transmembranares putativas das proteinas VvPP foram preditas por meio do
servidor online BUSCA % e do TMHMM Server v.2.0 ¥, respectivamente.

Mapeamento cromossémico, estrutura génica e mecanismos de expansao dos genes
WPP

Os loci associados aos genes VPP e as estruturas éxons-introns foram
determinadas de acordo com os arquivos de anotagdo do genoma GFF
(Vvinifera_457 v2.1.gene_exons.gff3.gz) no Phytozome v13. As VPP foram renomeadas
de acordo com a sua familia especifica e localizacdo cromossémica. Os eventos de
duplicagédo dos genes VPP foram analisados usando o kit de ferramentas MCScanX
(Multiplique Collinearity Scan) com parametros padrdo %. Os diagramas de localizagéo
cromossOmica, estrutura génica e eventos de duplicagdo foram desenhados pelo software
TBtools %°. A razdo entre as substituicdes nao sinénimas (Ka) e sinénimas (Ks) fornece
dados importantes acerca da pressao seletiva dos genes duplicados — Ka/Ks < 1 significa
selecao purificadora; Ka/Ks = 1 significa selecdo neutra; enquanto que Ka/Ks > 1 significa
selegéo positiva ', A razdo de Ka/Ks dos pares de genes duplicados foi calculada pelo
programa MEGA 11 91, Além disso, o tempo de divergéncia entre os pares de genes
duplicados foi calculado usando a seguinte formula: T = Ks/2A, em que A= 6.5 x 10-° para
V. vinifera 1°2. A andlise de colinearidade entre V. vinifera x A. thaliana e V. vinifera x O.
sativa foi realizada utilizando o pacote MCScanX no TBtools, com base em sequéncias
genbmicas disponiveis no Phytozome v.13 (Winifera_457 Genoscope.12X.fa.gz,
Athaliana_447 TAIR10.fa.gz e Osativa_323 v7.0.fa.gz) e seus arquivos GFF correlatos.

Alinhamento multiplo, analise de Neighbor-joining e de sitios e motivos conservados
O alinhamento multiplo das sequéncias proteicas de VVvPP foi feito usando o
ClustalW, no MEGA 11 01 com parametros padréo e ajuste manual das sequéncias. As
regides de sitios ativos caracteristicos de cada familia de PP foram destacadas utilizandoa
ferramenta Jalview 93, Para classificar as VWPPs em nivel de subfamilia foram
recuperadas sequéncias proteicas curadas de AtPP 'S, que foram alinhadas via ClustalW
com as sequéncias candidatas de V. vinifera, com posterior ajuste manual das sequéncias.
Com isso, as sequéncias foram divididas em dois grupos de acordo com seu sitio de
fosforilagao: a) Fosfatases especificas de Serina e treonina (STPs): familia PPP (20 VvPPP
e AtPPP) e familia PPM (64 VvPPM e AfPPM) e b) Serinal/treonina/tirosina fosfatase
(STYPs): familia PPP (20 VvPPP e AtPPP) e familia PPM (64 VWPPM e AtPPM). As arvores
fenéticas foram construidas pelo método de Neighbor Joining (NJ), método p-distance,
delecdo completa, com booststrap de 1000 reamostragens. O arquivo Newick foi
visualizado pela ferramenta on-line iTOL 4. A ferramenta MEME "% foi utilizada para a
busca de motivos conservados compartilhados pelos membros de cada familia de VvPP.

Analise dos elementos cis-acting nas regidoes promotoras dos genes VvPP

As sequéncias nucleotidicas upstream (1,5 kb) dos genes codificadores de VvPP
foram extraidas do banco de dados Phytozome v12. As sequéncias promotoras foram
analisadas no servidor MEME v5.0.3 "% visando identificar motivos de DNA comuns,
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adotando os seguintes parametros: (1) zero e uma ocorréncia por modelo de sequéncia
escolhida, (2) extensao: seis a 50 nucleotideos, (3) numero maximo de motivos: dez e (4)
ocorréncia de motivos em ambas as fitas das sequéncia de DNA de entrada, associados a
um e-value 10-2. Os motivos-cis obtidos pelo MEME foram comparados no banco de dados
de motivos conhecidos JARPAR (JASPAR2022_CORE_plants_non-redundant_v2)
utilizando o software TomTom v5.4.1 19 visando atribuir um fator de transcri¢gdo (FT) aos

motivos-cis identificados, utilizando os seguintes parametros: (1) valor p (cutoff < 10-2) e
(2) valor q: cutoff da taxa de falsa descoberta (FDR) < 10-2. Neste trabalho, as identidades
dos TFs associados aos CCREs bona fide enriquecidos foram relacionadas ao melhor
acerto obtido.

Material vegetal, ensaio experimental e transcriptémica

O experimento visando a geragdo de bibliotecas de RNA-Seq de videira foi
conduzido nos telados da Embrapa Semiarido (Petrolina - Brasil) usando clones da cultivar
‘Red Globe’ (Vv, considerada susceptivel ao cancro bacteriano) e do hibrido IAC-572 (Vh,
resultante do cruzamento entre o porta-enxerto 101-14 MGT [(Vitis riparia X Vitis rupestres)
e Vitis caribaea] considerado moderadamente resistente ao cancro bacteriano) 196197 As
plantas foram propagadas por estaquia de cada matriz e cultivadas em vasos plasticos de
5 L, com substrato composto por propor¢des iguais de solo do tipo argiloso e vermiculita,
sob condicdes controladas de temperatura, umidade e luminosidade [25 °C + 2 °C; 60% *
5% de umidade relativa; e com 12 h/dia de luz natural (Photosynthetic Photon Flux Density
(PPFD) = 1.5 x 10 3 ymoles)]. Apos 30 dias de cultivo, as plantas sadias de ambas as
cultivares foram divididas em dois grupos: (1) Controle - plantas inoculadas com agua
destilada esterilizada; (2) Tratamento - plantas inoculadas com a bactéria X. citri (isolado
Xcv117), ambos compostos por trés réplicas bioldgicas para cada cultivar e tratamento. A
inoculacgéao foi realizada utilizando seringas hipodérmicas sem agulhas, na parte abaxial das
primeiras trés folhas, injetando aproximadamente 20 uL de suspensao bacteriana em trés
pontos de infiltragdo por folha, conforme metodologia descrita por Gama et al. (2011)'%8, As
coletas foram realizadas em quatro tempos distintos ap6s a inoculacao: (1) 90 minutos; (2)
6 horas; (3) 24 horas e (4) 48 horas apos a inoculagéo. O tecido foliar foi coletado,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80° C.

Extracao de RNA, sintese de cDNA, construgdao das bibliotecas de RNA-Seq e
sequenciamento

A extracao do RNA total foi realizada a partir da associacdo do protocolo CTAB
Acetato 1% e do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega) utilizando aproximadamente
200 mg de tecido foliar e tratamento de DNAse (Promega) visando remover qualquer
contaminagao gendmica. As amostras foram analisadas quanto a sua pureza, concentragao
e integridade em espectrofotometro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific), fluorimetro
Qubit® (Life Technologies) e Bioanalyser (Agilent Technologies), respectivamente. Os
RNAs purificados foram enviados para a construcdo das bibliotecas de RNA-Seq e
sequenciamento no Centro de Genémica Funcional ESALQ/USP utilizando a plataforma V4
2 X 100 HiSeq2500 (lllumina), paired end. A sintese de cDNA foi realizada empregando-se
o GoScript™ Reverse Transcription System, seguindo instrugdes do fabricante. A
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montagem do transcriptoma foi feita pelo Trinity''0 utilizando o genoma de referéncia de V.
vinifera versdao 12X. v2 ' disponivel no NCBI. A andlise estatistica dos genes
diferencialmente expressos foi realizada através do programa Edge-R ''2, seguindoo
protocolo de HAAS et al''3. As proteinas fosfatases foram mineradas no RNA-Seq de Vitis
spp. e caracterizadas através de ferramentas de bioinformatica, detalhadas a seguir.

Mineracao das proteinas fosfatases no transcriptoma de Vitis spp. e anadlise de
expressao in silico

Conforme descrito anteriormente na sessédo anterior, foram utilizados os arquivos
contendo modelos ocultos de Markov (HMMs) fosfatase de cada familia [PPP (PF00149),
PPM (PF00481), PTP (PF04387, PF00102, PF00782 e PF01451) e Asp-dep Phosphatase
(PF09309, PF12689 e PF03767)] baixados do Pfam % e usados para identificar PP
putativas no transcriptoma de Vitis spp., usando o HMMER v. Software 3.1b1 "% com e-
value < 1,0. As sequéncias proteicas foram analisadas quanto a presenga e conservagao
do dominio fosfatase por meio do Batch CD-Search 9.

O perfil de expressao diferencial dos dados de RNA-Seq foi baseado na analise dos
valores de log2 Fold Change (Log2FC) dos transcritos isolados de cada
biblioteca/tratamento a partir das analises via EdgeR, sendo considerados diferencialmente
expressos aqueles com log2FC > +1 ou < -1 (p-value <0.05). O agrupamento hierarquico
(Hierarchical Clustering Analysis) e o heatmap foram gerados pelo programa TBtools %°.

Desenho de primers e analise da expressao diferencial por qPCR

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenvolvidos por meio do programa Primer3
Plus "5 utilizando as seguintes modificagbes nos parametros padrdes: contetdo de GC
50%, tamanho do fragmento entre 70 e 150 pares de base (pb) e temperatura de Melting
entre 40 °C e 60 °C. Em seguida, os primers foram analisados quanto a sua especificidade
peloPrimer-BLAST "6 utilizando o RefSeq de mRNA de V. vinifera (taxid:29760).

As validagdes por gPCR seguiram como base as orientagbes do MIQE (The
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 7. As
reagoes foram realizadas em equipamento CFX96 Touch Real-Time (Bio-Rad), utilizando
triplicatas biolégicas e técnicas (amostrais) e detecgdo por SYBR Green. Os valores de
eficiéncia de amplificagédo (E = 10—-1 /slope), coeficiente de correlagao (R), interception (Y)e
slope foram calculados pelo método da curva padrao utilizando diluicdes seriadas de um
pool equimolar contendo uma aliquota de todas as amostras a serem analisadas. Genes
normalizadores e alvos de interesse foram validados via qPCR e analisados pelo programa
REST (Relative Expression Software Toll) versdo 2.0.13 '8 A selegdo dos genes
candidatos foi realizada com base na sua regulagdo e valores de modulagéo (Log2FC)
verificados nas bibliotecas de RNASeq. Os genes TRUS, TCBP e 60SRP foram utilizados
para a normalizagao dos resultados (SILVA et al., em preparagao).

MATERIAL SUPLEMENTAR

As tabelas suplementares desse artigo podem ser encontradas em:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10Txs3I1BnlJ7FVk7a0ZQP20gSmN4TNrgm/edit?
usp=sharing&ouid=109984610125148084676&rtpof=true&sd=true



https://docs.google.com/spreadsheets/d/10Txs3lBnIJ7FVk7aOZQP2ogSmN4TNrgm/edit?usp=sharing&ouid=109984610125148084676&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/10Txs3lBnIJ7FVk7aOZQP2ogSmN4TNrgm/edit?usp=sharing&ouid=109984610125148084676&rtpof=true&sd=true

63

Tabela S1: Dominios identificados nos 129 genes VVvPPs, incluindo dominios fosfatases e
dominios adicionais.

Tabela S2: As caracteristicas dos genes VvPP, como comprimento dos genes, proteinas,
caracteristicas fisico-quimicas, GRAVY e regides transmembranares.

Tabela S3: Fatores de Transcricdo ancorados nos promotores dos genes VVPP com seus
respectivos Matrix JASPAR ID.

Figura S1: Distribuicdo gendmica dos genes PP em pseudocromossomos randdmicos e
zero de V. vinifera.
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Figura S2: A) Distribuicdo de motivosconservados obtidos pelo software MEME. B)
Organizacédo gendmica dos genes PPP da videira.
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Figura S3: A) Distribuicdo de motivosconservados obtidos pelo software MEME. B) Organizagao
gendmica dos genes PPM da videira.
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Figura S4: A) Distribuigdo de motivosconservados obtidos pelo software MEME. B) Organizagao
gendmica dos genes PTP da videira.
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Figura S5: A) Distribuigdo de motivosconservados obtidos pelo software MEME. B) Organizagéo
gendmica dos genes AspPP da videira.
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Figura S6: Motivos de sitios ativos caracteristicos e especificos da familia PPP identificados em

videira.
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Figura S7: Motivos de sitios ativos caracteristicos e especificos da familia PPM identificados
em videira.
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Figura S8: Motivos de sitios ativos caracteristicos e especificos da familia AspPP identificados
em videira.
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Figura S9: Motivos de sitios ativos caracteristicos e especificos da familia PTP identificados em
videira.
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Figura S10: Expresséo relativa via gqPCR dos genes VvPPs em cDNAs de tecidos foliares de
videira infectada com X. citri. (a) RedGlobe — 90 minutos apés inoculagado com X. citri, b) IAC
572 — 90 minutos ap6és inoculagdo com X. citri, c) RedGlobe — 48 horas apés inoculagdo com
X. citri, d) IAC 572 — 48 horas ap6s inoculagdo com X. citri.
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RESUMO

Proteinas fosfatases (PPs) sdo relatadas por participarem do processo de tolerancia
a diversascondicdes de estresse abidtico. Por sua vez, estudos envolvendo a acido dessas
proteinas frente ao estresse bidtico sdao escassos. No presente estudo, as PPs foram
identificadas e caracterizadas no genoma do feijao-caupi. Além disso, o perfil de expresséo
de PPs foram avaliados (VuPPs) sob diferentes estresses bidticos [virus (inoculagcdo com
CABMV ou CPSMV). Identificamos 146 genes VuPP, sendo 28 da familia PPP
(fosfoproteina fosfatase), 81 da familia PPM (proteina fosfatase metalo-dependente), 27 da
familia PTP (proteina tirosina fosfatase) e 10 da familia AspPP (aspartato (Asp)-fosfatases
dependentes). Observamos queas estruturas génicas e os motivos apresentam padroes de
conservagao nas familias PPs identificadas. Os promotores de VuPP associaram TFs
relacionados a regulacado da resposta a estresses, majoritariamente, a C2H2. Além disso,
as relacdes de colinearidade dos genes VUPP com Phaseolus vulgaris € Glycine max
demonstraram que 89% dos genes apresentavam ortdlogos. Dados de RNA- Seq revelaram
que a maioria dos VuPPs foram recrutados nos dois tempos (60 minutos e 16 horas) de
imposicao do estresse, sugerindo que os VuPPs apresentam especializacdo funcional
relacionada a cada ensaio analisado, reforcando sua pluralidade funcional. Nosso estudo
aborda pela primeira vez,em feijao-caupi, a caracterizacao e o perfil transcricional de VuPPs
sob estresse biodtico, permitindo uma melhor compreensdo dos mecanismos de defesa
vegetal frente ao estresse bidtico.

INTRODUGAO
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Estresses bidticos e abidticos, ocasionam grandes perdas na agricultura pondo em
risco a seguranga alimentar mundial®. Por outro lado, as plantas evoluiram em alto grau de
desenvolvimentoe plasticidade metabdlica a fim de possibilitar respostas a estes desafios,
recrutando uma série de sinalizadores como receptores, proteinas quinases e fosfatases

para detectar e transduzir uma grande quantidade de sinais ambientais?.

As proteinas fosfatases compdem uma superfamilia de proteinas responsaveis pela
regulacdode inumeros processos celulares como sinalizagdes metabdlicas, comunicacéo,
crescimento e proliferagao celular’. Em plantas, essa superfamilia compreende cerca de
150 membros* divididos em quatro classes: fosfoproteinas fosfatases (PPP), proteinas
fosfatases dependentes de metal (PPM), proteina tirosina (Tyr) fosfatases (PTP), e
fosfatases dependentes de aspartato (Asp), dependendo daespecificidade do substrato,
mecanismo de catalise e sensibilidade do inibidor®. As familias PPP e PPM sao fosfatases
especificas de serina (Ser) e treonina (Thr)® e compartiham de uma homologia de
sequéncia o que indica um mecanismo catalitico comum’. A familia PPP inclui as
subfamilias PP1, PP2A, PP2B, e PP4-75 ao passo que a familia PPM é representada pelas
proteinas fosfatases dotipo 2C (PP2C) que necessitam de ions Mn2* ou Mg2* para sua
atividade?.

Diversos estudos vém apontando a ag¢ao das proteinas fosfatases como agentes
ativos na tolerancia a diversos tipos de agentes estressantes de origem abidtica em plantas.
Em Oryza sativa, dois genes OsPP2A-1 e OsPP2A-3 mostraram-se altamente induzidos
em folhas em resposta a alta salinidade®. Em Triticum aestivum, transcritos de PP2A
(TaPP2Ac-1) mostraram-se acumulados emplantulas durante o déficit hidrico, ao passo que
a superexpressao deste gene em plantas transgénicasde tabaco permitiram a tolerancia a
seca e ao estresse salino®. Genes PP2C de diferentes espécies também tém demonstrado
expressao sob varios tipos de estresses, como seca, salinidade, baixas temperaturas e
calor'®' Em contraste, estudos que relatem a agdo das PPs no processo de defesa
vegetal contra patdégenos ainda sao escassos. Recentemente, Qiu et al. (2022) avaliaram
a acao das proteinas PP2C de Solanum lycopersicum e observaram nove genes
(SIPP2C28, SIPP2C38, SIPP2C40, SIPP2C43, SIPP2C44, SIPP2C48, SIPP2C50,
SIPP2C89, SIPP2C92) induzidos em
resposta a infecgao pela bactéria Ralstonia solanacearum, indicando que as PP2C podem
estar envolvidas no processo de defesa da planta ao patogeno®.

O feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma leguminosa anual de grande

importanciaagrondmica no mundo'®. Diversas condigdes de estresses bidticos e abioticos
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como calor, seca e salinidade, bem como baixa fertilidade do solo diminuem o rendimento
e a qualidade do seu cultivo,prejudicando a sua sobrevivéncia'”-'®. As doencas ocasionadas
por virus s&o apontadas como os principais fatores limitantes da cultura, podendo acarretar
em perda total da producdo’. Nesse contexto, os virus Cowpea severe mosaic virus
(CPSMV, familia Comoviridae, género Comovirus), Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV, familia Potyviridae, género Potyvirus), Cucumber mosaic virus (CMV, familia
Bromoviridae, género Cucumovirus) e Cowpea golden mosaic virus (CGMV, familia
Geminiviridae, género Begomovirus) se destacam como agentes causais das principais
viroses que acometem a cultura no Brasil,2%-21,

O Cowpea Genomics Consortium (CpG) foi criado para o desenvolvimento de
estudos de génomica e transcriptdmica, incluindo o sequenciamento de diversas bibliotecas
de RNA-Seq de cultivares contrastantes de feijao-caupi inoculadas pelos virus CABMV e
CPSMV, bem como sob desidratagéo radicular. O CpG possibilitou a identificagcdo de genes
relacionados a estas condigdes estressantes que poderdo ser aplicados na biotecnologia
e em programas de melhoramento dacultura??23,

Nosso estudo é o primeiro a caracterizar o fosfatoma de V. unguiculata além de
demonstrar sua relagdo na resposta ao estresse bidtico. Utilizamos da abordagem
genbmica para inferir sobre as caracteristicas destas proteinas, distribuicdo de motivos,
elementos cis-regulatorios, duplicagéo de genes e sintenia entre espécies vegetais. Para o
perfil de expressédo, utilizamos o RNA-Seq de duas cultivares contrastantes para o
experimento com os virus CABMV e CPSMV, de modo a compreender a relacdo destes

genes na defesa do feijao-caupi a tais estresses.

RESULTADOS

Identificagao e anotacao dos membros de PP de Vigna unguiculata

Neste estudo, 146 genes VuPP foram identificados a partir do genoma de V.
unguiculata de acordo com os resultados da pesquisa dos HMMs, os quais foram
renomeados de acordo com a sua familia e posicdo cromossémica (PPP - VuPPP1-
VuPPP28, PPM - VuPPM1-VuPPM81, PTP - VuPTP1-VuPTP27 e AspPP - VuAspPP1-
VuAspPP10). As caracteristicas dos genes VuPPs incluindocomprimento da sequéncia de
codificagdo, peso molecular da proteina, ponto isoelétrico (pl) e localizagao subcelular
foram analisadas (Tabela S1). O quadro de leitura aberta completa (ORF) das VuPPs variou

de 160 bp (VuAspPP2) a 543 bp (VuPPM42), enquanto os pesos moleculares variaramde
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21,26 kDa (VuAspPP2) a 119,64 kDa (VuPPM42). Os valores de pl variaram de 4,56
(VuPPP4) a9,83 (VuPPM39), com 73% dos membros de VuPP presentando pl acido. A
grande média de hidropaticidade (GRAVY) variou de -0,745 a 0,399. Apenas os valores de
GRAVY de VuPPP10, VuPTP20 e VuPTP27 foram maiores que 0, o que indicou que a
maioria dos VuPPs eram preferencialmente proteinas hidrofilicas. A analise de localizagao
subcelular mostrou que a maioria dos VuPPs estavam localizados no citoplasma, enquanto
alguns deles podem estar no nucleo. Utilizando o TMHMM 2.0, foram preditas nove
proteinas VuPP contendo de uma (VuPPM-11, VuPPM-28, VuPPM-42 e VuAspPP-5) a
quatro (VuPPP-10 e VuPTP-27) hélices transmembranares.

Estrutura génica e motivos conservados dos genes VuPPs

Devido a importancia da estrutura génica e dominios conservados para a histéria
evolutiva e a estrutura dos genes, os padrées de éxon/intron e motivos conservados das
proteinas VuPPs foram analisados de acordo com as suas relagdes na arvore fenética. A

investigacéo das estruturas

éxon/intron revelou que a maioria das subfamilias apresentou um padrdao semelhante em
quantidade de éxons e introns, que variaram em seus tamanhos. Nas familias VuPPP
(Figura S1a) e VuPPM (Figura S2a) a quantidade de éxons nos genes variou de 2 a 21,
enquanto que essa variagao foi de 2a 19 nos genes VUPTP (Figura S3a) e de 3 a 10 nos
genes VUAspPP (Figura S4a). Nenhuma das quatro familias apresentou genes sem
introns.

Foram identificados dez motivos conservados nas sequéncias proteicas dos genes
VuPPs pelosoftware MEME. Assim como ocorreu com as estruturas génicas, as subfamilias
dentro das quatro familias apresentaram padrées semelhantes nas quantidades de motivos.
Na familia VuPPM (FiguraS1b) houve uma melhor distribuicdo dos motivos e uma maior
conservagao, com os motivos 1, 2, 3,4, 5 e 10, estando presentes em praticamente todas
as sequéncias. Em VuPPP (Figura S2b), dois clusters mostraram-se bem conservados,
agrupando a maior quantidade de motivos, que se mostrarammais dispersos nas outras
sequéncias, onde VuPPP-9, VuPPP-10 e VuPPP-27 nao exibiram nenhum motivo na
analise. JA em VUPTP (Figura S3b), de forma geral, as sequéncias mostraram-se bem
distintas, com poucos motivos distribuidos entre as subfamilias, onde apenas o motivo 1
revelou-se presente em todas elas e as sequéncias VuPTP-26 e VuPTP-27 ndo possuiram
nenhum dos motivos conservados. Dos dez motivos identificados para a familia VuAspPP

(Figura S4b), sete obtiveram um valor satisfatorio de e-value e, entre estes, os motivos 1,
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2, 3 e 4 estiveram presentes na maioria das sequéncias. Ja os motivos 5 e 6 estiveram
presentes apenas nas sequéncias VUAspPP-2 e VuAspPP-5 que se mostraram bem
divergentes das outras, ao passo que em VuAspPP-4 e VuAspPP-9 nenhum motivo foi

identificado.

FTs associados aos promotores dos genes VuPPs

Sitios de ligacao a fatores de transcri¢gao foram identificados nas quatro familias de
VuPP emquantidades variaveis. Dos dez motivos identificados para cada familia no MEME,
oito exibiram valores de suporte satisfatorios para o ponto de corte maior que 102 (Tabela
1). Estes oito candidatosa elementos cis-regulatérios podem estar associados a 6 sitios de
ligacao de fatores de transcricdo definidos experimentalmente para plantas (Matrix Jaspar
ID), onde a familia C2H2 “fatores de dedode zinco” mostrou-se presente em todas as

familias de VuPPs.

Tabela 1. Fatores de transcrigdo ancorados nos promotores dos genes VuPP com suas

respectivasidentificagcdes na Matrix JASPAR.

Familia N° Mofivo Motivo  Matrix Jaspar Nome FT (Classe
VuPP e-value Jaspar ID e-value ou familia)

COGl (C2H2
VuPPP. 1 GAARRAAAGARRAWGRRAAWR 6.30E-24 MA1279.11.19E-05 zinc finger
factors)
BPC5 (BBR-
BPC)
OBP3 (C2H2
2 AWAWWTAWATATAWATAWAWA 4.50E-14 MA1274.11.64E-02 zinc finger
factors)
AT5G02460
3 RAAARAAAAWRARAAAAARAA 9.00E-08 MA1281.11.70E-07 (C2H2 zinc
finger factors)
DREB26
1 SWCCHDSRCCDHCHCSVYYKVMWHSVSCC 2.70E-66 MA1248.16.13E-05 (AP2/ERF
domain)
OBP3 (C2H2
2 AAAAWAAWTAAAAAAAATWAW 2.70E-07 MA1274.1 1.17E-06 zinc finger
factors)
BYCYBCACCCCSDMACCDBCTCC DREB26

! WCCRCCTHCDWYACHWMCCYTTYYRMC 7.30E-16 MA1248.14.53E-04 ((112;231/1]3{1:

AT1G69570
2 TTTTHWKTTTTTCTTTTTCHHTYTTNHWT  5.00E-02 MA1268.12.22E-09 (C2H2 zinc
finger factors)

1 YMYBSHBYBTCHYHNYMWKYNHCCHCBBC 3.90E-92 MA1403.1 3.93E-04

VuPPM

VuPTP

VuAspPP
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Localizagao cromossdémica, expansdao dos genes VuPPs e sintenia entre V.
unguiculata, P. vulgaris e G. max

Os 146 genes codificadores de PPs estavam localizados nos onze
pseudocromossomos de V. unguiculata, distribuidos de maneira ndo uniforme. O
pseudocromossomo 7 incorporou a maior quantidade de genes fosfatases, seguido do
pseudocromossomo 3, com 28 e 23 genes VuPPs, respectivamente. Em média, 7 a 16
genes VuPP foram identificados nos pseudocromossomos 1, 2, 5,
6, 8-11, enquanto no pseudocromossomo 4 foram identificados apenas quatro genes
(Figura 1, Tabela S1). O pseudocromossomo 7 apresentou a maior carga génica VuPP
para as quatro familias,com sete, treze, seis e duas copias de VuPPP, VuPPM, VuPTP e
VuAspPP, respectivamente. De formasemelhante, 6 genes de VuPTP foram localizadas no
pseudocromossomo 3 e duas copias do gene VUAspPP foram identificadas nos

pseudocromossomos 6 e 10 (Tabela S1).
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Figura 1. Distribuicdo cromossdmica dos genes fosfatase em V. unguiculata. As diferentes

familiasfosfatases sédo distinguidas em cores diferentes: PPP (roxo), PPM (vermelho),

PTP (amarelo) e AspPP (preto). As abreviaturas sdo as seguintes: Vu (V. unguiculata),

Chr (pseudocromossomo), PPP (fosfoproteinas fosfatases), PPM (proteinas fosfatases

dependentes de metal), PTP (proteina tirosina (Tyr) fosfatases) e AspPP (fosfatases

dependentes de aspartato). Os comprimentos dos pseudocromossomos s&o mostrados

em Mb (milhdes de bases). Este dendrograma foi gerado pelo

software TBtools.

A duplicagdo génica € a maior provedora de diversidade genética, sendo

extremamente importante na expanséo destes genes, a qual pode ocorrer através de varios
mecanismos. Para a analise de duplicagéo, nés utilizamos o MCScanX para determinar os

tipos de genes VUPP duplicados presentes no genoma de V. unguiculata. Foram
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identificados quatro mecanismos que contribuiram para a expansédo dos genes VuPPs:
WGD (Whole Genome Duplication, que envolve o genoma inteiro) ou Segmental, Dispersed,
Singleton e Proximal, ndo sendo identificada a presenca de nenhuma duplicagcdo em
Tandem. Um total de 6 VuPPs (4.1%) foram consideradas Singletons e 8 (5.5%) mostraram
duplicagao do tipo Proximal. As duas maiores forgas que contribuiram para a expansao dos
genes VuPPs foram a Dispersed, representando um total de 51.4% (75) e a duplicagéo

WGD ou Segmental, com 39% (57) dos genes duplicados (Figura 2).

90 1

80
70
60
50
40
30
20
. —

VuPPP VuPPM VuPTP VuAspPP
HProximal M Singleton ®EDispersed EWGD or Segmental

Quantitative of VuPPs

Figura 2. Categorias e quantidade dos principais mecanismos de expansdo dos genes
VUPPs.
Em relagcao a duplicagdo WGD ou Segmental, foi possivel identificar 29 pares de

genes VuPPsdistribuidos nas quatro familias, com a familia VuPPM apresentando a maior
quantidade (23 pares duplicados (Figura 3). Estes pares se apresentaram partilhados em
todos os pseudocromossomos de

V. unguiculata, com exceg¢ao do pseudocromossomo 04, sendo 0s pseudocromossomos
03, 07 e 09 os que exibiram a maior quantidade de pares, com 10, 9 e 9 pares,

respectivamente.
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Figura 3 Eventos de duplicagcdo dos genes VuPPs. As barras marrons indicam os 11
pseudocromossomos da espécie. As linhas coloridas indicam os genes duplicados dentro

de cada familia.

Adicionalmente, foram calculados os valores de Ka (substituigdo ndo sinénima) e Ks
(substituigao sinbnima) de modo a prever qual o mecanismo responsavel pela divergéncia
destes paresde genes. A razéo ka/ks identifica o tipo de pressao de sele¢gao que os pares de
genes sofreram durantea evolucgéao. Foi possivel observar que para todos os pares de genes
VuPPs duplicados os valores de Ka/Ks foram menores que 1 (< 1), exceto para o par
VuPPM-52/VuPPM-16, que nao apresentou resultado na analise, indicando que existiu
pressao de selecao purificadora sobre esses genes apds a duplicagéo. As avaliagdes do
tempo de divergéncia demonstraram que os eventos de duplicacdo desses pares ocorreram
de 42.7 a 138 milhdes de anos atras (Tabela 2).



Tabela 2. Genes VuPPs duplicados com seus respectivos tempos de duplicagao.
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Duplicagao Seq 1 Seq 2 Ka Ks Ka/Ks Tempo (MYA)

WGD ou VuPPP-4 VuPPP-7 0.015035 0.527247 0.02851 43.2
Segmental 5

WGD ou VuPPP-12 VuPPP-28  0.038672 0.521228 0.07419 42.7
Segmental 4

WGD ou VuPPP-16 VuPPP-21  0.030599 0.551253 0.05550 45.2
Segmental 8

WGD ou VuPPP-17 VuPPP-22  0.098755 0.949458 0.10401 77.8
Segmental 2

WGD ou VuPPM-1 VuPPM-40  0.362421 1.007197 0.35983 82.5
Segmental 1

WGD ou VuPPM-3 VuPPM-44  0.06716 0.590564 0.11372 48.4
Segmental 2

WGD ou VuPPM-4 VuPPM-45 0.106828 0.786983 0.13574 64.5
Segmental 3

WGD ou VuPPM-5 VuPPM-62  0.24272 1.299891 0.18672 106.5
Segmental 4

WGD ou VuPPM-6 VuPPM-73  0.286505 1.669474 0.17161 136.8
Segmental 4

WGD ou VuPPM-7 VuPPM-16  0.194061 0.76233 0.25456 62.5
Segmental 2

WGD ou VuPPM-13  VuPPM-37 0.104959 0.605842 0.17324 49.6
Segmental 4

WGD ou VuPPM-17  VuPPM-65 0.1462 0.852635 0.17146 69.9
Segmental 8

WGD ou VuPPM-18  VuPPM-64  0.23637 0.670078 0.35275 54.9
Segmental

WGD ou VuPPM-19  VuPPM-35 0.148526 1.022902 0.1452 83.8
Segmental

WGD ou VuPPM-20  VuPPM-34 0.114424 0.746524 0.15327 61.2
Segmental 6

WGD ou VuPPM-22  VuPPM-63 0.195534 0.74323 0.26308 60.9
Segmental 7

WGD ou VuPPM-23  VuPPM-36  0.16904 0.585461 0.28873 48
Segmental

WGD ou VuPPM-28  VuPPM-76 0.245605 0.698751 0.35149 57.3
Segmental 2

WGD ou VuPPM-31 VuPPM-81 0.084638 0.784639 0.10786 64.3
Segmental 8

WGD ou VuPPM-32  VuPPM-60 0.176038 0.828979 0.21235 67.9
Segmental 5

WGD ou VuPPM-39  VuPPM-46 0.187966 0.569449 0.33008 46.7
Segmental 4

WGD ou VuPPM-52  VuPPM-16  0.267391 NaN NaN X
Segmental

WGD ou VuPPM-53  VuPPM-72 0.112134 0.693277 0.16174 56.8
Segmental 5

WGD ou VuPPM-54  VuPPM-71  0.207266 0.681008 0.30435 55.8
Segmental 2

WGD ou VuPPM-55  VuPPM-68 0.108625 0.582514 0.18647 47.7
Segmental 6

WGD ou VuPPM-56  VuPPM-69 0.076802 0.692345 0.11093 56.7

Segmental

1
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WGD ou VuPPM-70  VuPPM-18 0.402684 1.683518 0.23919 138
Segmental 2

WGD ou VUPTP-13 VUPTP-15 0.203959 1.0266  0.19867 84.1
Segmental 4

WGD ou VUuAspPP- VuAspPP-  0.178436 0.91628 0.19474 75.1
Segmental 2 5

Para um melhor entendimento da conservagao das familias génicas VuPP, foram
analisadas as relacdes de colinearidade entre V. unguiculata, Phaseolus vulgaris e Glycine
max. Dos 141 genes VuPPs identificados na analise, 130 possuiam ortélogos com ambas
as espeécies, 6 com P. vulgaris €5 com G. max, com um total de 602 pares de genes
ortdlogos entre as espécies (Figura 4). Destes, 395 (65 PPP, 255 PPM, 58 PTP e 17 PP)
entre V. unguiculata e G. max e 207 (32 PPP, 137 PPM, 28PTP e 10 AspPP) entre V.
unguiculata e P. vulgaris, correspondendo a praticamente metade do observado na

comparacao anterior (Tabela S2).

V. unguiculata

@ Chromosomes Synteny blocks with conserved VuPPs
() -

Figura 4. Analise de sintenia entre V. unguiculata, P. vulgaris e G. max. As linhas em cinza
indicamos blocos colineares entre as espécies e as linhas azuis e vermelhas destacam os

pares sinténicos dosgenes VuPPs.

Expressao in silico mediante estresse biético

Os padrdes de expressao génica de VuPPs sob diferentes condicbes de estresse
biético (CABMV e CPSMV) foram investigados (Figura 5a). Os resultados da analise das
bibliotecas de RNA-Seq mostraram que 101 e 121 genes VuPPs estavam induzidos ou
reprimidos nos ensaios paraCABMV e CPSMV em 60 minutos apés a infecgao (Tabela S3,
Figura 5b). Desses, 31/22 e 40/33 estavam UP/DONW e foram exclusivos de CABMV e

CPSMV, respectivamente. Dezessete genes foram induzidos para os dois agentes virais e
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nove foram reprimidos nos dois ensaios experimentais. Seis e dezesseis genes VuPP
apresentaram expressdao contrastante para as combinacbes CABMV x CPSMV
(DONW/UP) e CABMV x CPSMV (UP/DONW), respectivamente. Os niveis de expressao
variaram de 6.86/UP (TR67555|c2_g2 i18) a 7.88/DONW (TR17070|c2_g1_i5) para
CABMV e 7.40/UP (TR67555|c2_g2_i2) a 6.71/DONW (TR21002|c0_g1_i5) para CPSMV.

Ja em 16 horas ap6s a inoculagao, 91 e 87 genes VuPPs diferencialmente expressos
foram escrutinados (Tabela S3, Figura 5¢). Desses, 40/25 e 36/25 eram UP/DOWN, sendo
exclusivos de CABMV e CPSMV, respectivamente. Oito foram induzidos e seis foram
reprimidos nas duas viroses.Dois e dez genes VuPPs apresentaram expressao contrastante
entre as duas viroses. Os niveis de expressao variaram de 9.15/UP (TR21002|c0_g1 _i5) e
7.06/DOWN (TR16124|c0_g1_i16) para CABMV e 7.69/UP (TR11426|c0_g4 i8) e
4.40/DONW (TR114387|c0_g1_i3).

De forma geral, 128 (54%) genes VuPPs escrutinados nos tempos de 60 min e 16
horas apdsa inoculagao pertenciam a familia PPM, seguido por PTP e PPP com 54 (23%)

e 39 (16%) genes, eem menor quantidade os AspPP, com 6% (15 genes).
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Figura 5. a) Quantidade de transcritos VuPPs diferencialmente expressos nos tratamentos estudados. b) Diagrama de Venn para os

CABMV-60min UP

transcritos VuPP diferencialmente expressos compartilhados e exclusivos entre os estresses por CABMV e CPSMV em 60 minutos de
interacéo patogénica. c) Diagramade Venn para os transcritos VuPP diferencialmente expressos compartilhados e exclusivos entre os
estresses por CABMV e CPSMV em 16 horas de interagdo patogénica.Mi = Injuria mecéanica; CABMV = Cowpea Aphid-Borne Mosaic

Virus; CPSMV = Cowpea Severe Mosaic Virus.
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DISCUSSAO

As proteinas fosfatases representam um dos mais importantes
mecanismos reguladores, desempenhando papéis em varios processos
fisiologicos e de desenvolvimento em plantas, incluindo a resposta a estresses
bidticos e abidticos. Apds aconclusdo do sequenciamento do genoma de V.
unguiculata, estudos que envolvem a identificagao, caracterizagéo e fungcao de
familia génicas envolvidas em processos de interesse vém sendo desenvolvidos.
Recentemente, Ferreira-Neto et al (2021)?3 revelarama gendmica estrutural e a
transcriptébmica do quinoma do feijdo-caupi sob condi¢cdes de estresse bidtico e
abidtico. No entanto, informagdes acerca das proteinas complementaresa agao
PKs, as proteinas fosfatases, ainda permanecem incompreendidos no feijao-
caupie em outras espécies de interesse econdmico, sé tendo sido revelado até
o momento o fosfatoma de Oryza sativa e Arabidopsis thaliana'>?4.

Neste estudo, os genes PP de V. unguiculata foram amplamente
investigados, desde a identificagcdo no genoma, localizagcbes cromossOmicas,
relagdes evolutivas,estrutura génica, analise de motivos conservados e padroes
de expressao sob diferentes agentes patogénicos virais (CABMV e CPSMV).
Revelamos que o genoma do feijdo-caupi compreende 146 genes VuPP
divididos em quatro familias, de acordo com seu dominio catalitico, corroborando
ao reportado em Arabidopsis e arroz, com 150 e 132 genes PPs'224
respectivamente. Além disso, os VuPPs apresentaram umalarga faixa de peso
molecular, entre 21,26 e 119,64 kDa, ponto isoelétrico predominantemente
acido, e estavam, em sua maioria, direcionados para o citoplasma,
semelhantemente ao reportado para as familias PPM, PTP e AspPP em
Brachypodium distachyon'®?%,  Medicago truncatula'®, Brassica rapa®®?,
Solanum tuberosum L.28, em diferentes espécies de Rosaceae?® e em Solanum
lycopersicum'S. Schwartz et al (2007)%°relataram que os valores de pl estdo
correlacionados com a localizagdo subcelular das proteinas e que o pl de
proteinas citosdlicas sdo acidos, corroborando aos dados obtidos neste estudo.
Uma pontuacao GRAVY positiva representa as propriedades fisico- quimicas de

proteinas ligadas a membrana, enquanto uma pontuagcdo GRAVY negativa
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sugere a natureza soluvel da proteina. Em nosso estudo, os valores de GRAVY
das proteinas VuPPs foram predominantemente negativos, evidenciando a
natureza soluvel (hidrofilica) dessas proteinas, sendo que apenas trés VuPPs
apresentaram valores de GRAVY positiva (VuUPPP10, VuPTP20 e VuPTP27).

Afim de obter informagdes acerca da conservacgéao e diversidade dos genes
VuPPs, foram realizadas analises estruturais de éxon/intron e de motivos
conservados em conjunto com a construgédo de arvores fenéticas para saber se
a distribui¢cao dos padrdes dessas estruturas e motivos eram consistentes dentro
dos subgrupos das arvores. Foi possivel observar que a quantidade de éxons e
introns foi bastante divergente entre as quatro familias. A variagdo no numero de
éxons identificada no nosso trabalho, foi consistente com o reportado
anteriormente para genes PTPs em Brassica rapa®® e para genes PP2C em
Medicago truncatula'* e tomate'’s. Por outro lado, foi contrastante ao reportado
em Triticum aestivum®' e Cucumis sativus®? que apresentaramde 1a12e 2 a
10 éxons em seus genes PP2C, respectivamente.

A diversidade no numero de introns em VuPPM, que foi de 1 a 20, também
foi similar ao previamente reportado para genes PP2C em Arabidopsis e O.
sativa'3. De forma geral, para as quatro familias de genes VuPPs, os membros
das subfamilias apresentaram um padrao de estrutura génica similar, havendo
maior diferengca no tamanho dos introns. Essa conservagdao dentro das
subfamilias também foi identificada previamente em M. truncatula'™, T.
aestivum3', C. sativus®, tomate'S, Arabidopsis e O. sativa'® para genes PP2C.
Tal manutencao dessas estruturas dentro das subfamilias suporta, portanto, a
relagédo proxima evolutivamente entre estas sequéncias™s.

No nosso estudo, também observamos que nenhum gene VuPP
apresentou-se semintron na sua estrutura. Genes envolvidos em respostas
bioldgicas rapidas tendem a ser pobres em introns, pois necessitam de inducao
rapida e eficiente33. Porém, apesar dessa desvantagem energética, os introns
podem desempenhar alguns papéis dentro do genoma,como regular o splicing
alternativo, aumentar a expressao de genes, controlar o transportedo mRNA ou
a montagem da cromatina3*.

O padrao de composicdo dos motivos conservados nas familias dos
genes VuPPsmostrou-se semelhante dentro das subfamilias e variou entre elas,
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sendo consistente comos resultados da arvore fenética e das estruturas génicas.
Em VuPPM, que mostrou um maior padrao de conservagao nas suas
sequéncias, o motivo 4 presente em todas elas, contendo os aminoacidos
[DG]X2[G] é caracterizado por ser a assinatura da familia3'. Esta diversificagéo
na distribuicdo dos motivos pode ser um indicativo de divergéncia nasfun¢des dos
genes nestas subfamilias ao mesmo ponto que a sua conservagao dentro destas
subfamilias também demonstra a proximidade da relagdo evolutiva entre estas
sequéncias™s.

A transcricdo de um gene é regulada através da interagdo entre
fatores de transcricio com os elementos cis-regulatérios presentes nos
promotores, portanto, a identificagdo destes elementos nos genes VuPPs pode
ajudar no entendimento das suas possiveis fungdes na maquinaria celular.
Identificamos trés familias de fatores de transcricdo que codificam potenciais
reguladores nos genes VuPPs. As familias C2H2, BBR-BPC e AP2/ERF
apresentaram 6 dominios de ligagdo nas regides reguladoras dos genes, onde
C2H2 mostrou-se presente nas quatro familias VuPPP, VuPPM, VuPTP e
VuAspPP. Este fator de transcricdo atua como regulador transcricional na
resposta de plantas a diversos tipos de estresses abidticos, como temperaturas
extremas, salinidade, seca, estresse oxidativo, luz excessiva e quebra de
silicio3%:36,

BBR-BPC apesar de nao ser tdo bem estudado quanto outros fatores de
transcricdo em plantas, mostrou possuir papel no controle do tamanho do
meristema floral e desenvolvimento de sementes, controlando outros fatores de
transcricdo como LEC2 e WUSCHEL?®"38, além de estar envolvido na sinalizagéo
dos horménios auxina, citocininae etileno®. Como uma das maiores familias de
fatores de transcricdo em plantas, AP2/ERF atua na regulagdo de diversos
processos como desenvolvimento vegetal,regulagdo hormonal e na resposta a
varios tipos de estresses*®. Por exemplo, os genes da subfamilia DREB
apresentam importante papel na resposta a estresses abidticos, como seca e
baixas temperaturas*'42. A existéncia de diversos tipos de fatores de transcri¢do
nos promotores dos genes VuPPs indica a sua atuagdo na regulagao destes
genes e seu envolvimento na resposta a estresses abidticos e desenvolvimento

das plantas.
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A duplicagdo génica fornece material genético com diversas fungdes
através dos diferentes mecanismos da evolugdo, aumentando assim, a
capacidade dos genomas de seadaptar a mudangas ambientais*®. Um dos
maiores mecanismos responsaveis pela expansao dos genes VUuPPs foi a
duplicacdo dispersa (dispersed). A duplicagdo dispersaé predominante em
diferentes genomas de plantas*4. A distribuicdo deste tipo de duplicagéo dentro
e entre genomas pode ser em parte explicada devido a transposi¢ao deum unico
gene distante, que pode ocorrer por mecanismos baseados por DNA ouRNA*5:46,
A outra forga que mais contribuiu para a ampliagcdo dos genes VuPPs foi a
duplicacdo WGD ou segmental. O presente estudo identificou 29 pares de genes
VuPPs duplicados segmentalmente, apontando que tal evento contribuiu
significativamente paraa complexidade destas familias génicas na espécie.

A duplicagdo segmental € definida pela existéncia de genes paralogos
causados pela duplicagdo do genoma completo (WGD) ou pela duplicagéo de
grandes porgdes de cromossomos?®, sendo o mecanismo prevalente na
familia VuPPM (PP2C). Estudos anteriores reportaram que a familia génica
PP2C se expandiu, em sua maioria, devido a duplicacdo através de todo o
genoma ou segmental em arroz e Arabidopsis'3, Populus euphratica'!, algoddo*’
e C. sativus®?. Este grupo de genes expandiu continuamente durante a escala
evolutiva, por exemplo, em plantas nao vasculares como Chlamydomonas
reinhardtii (alga verde) e Physcomitrella patens, que possuem 10 e 50 genes
PP2C em seus genomas, respectivamente. Ja em plantas superiores, esse
numero éaumentado significativamente para 80 em Arabidopsis e 130 em milho,
estando esta expansao e diversificacao correlacionada com a adaptacédo das
plantas superiores as mudancas das condigbes ambientais?.

De forma a determinar o tipo de pressao de selegao atuante nos pares
duplicados dos genes VuPPs, calculamos a razdo das substituicbes de
mutagdes nao sindbnimas esinénimas (Ka/Ks) que se mostrou menor de 1 para
todos os pares duplicados, indicando que estes genes sofreram uma
selegaopurificadora*® e mantiveram suas estruturas efungdes bioldgicas
conservadas durante a evolugdo. Também estimamos o tempo dedivergéncia
destes pares de genes, que ocorreu em 84.1 e 75.1 para os genes VUPTP e
VUAspPP e variou entre 42.7 a 77.8 nos genes VUPPP e 46.7 a 138 milhdes de
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anos nosgenes VuPPM, sendo similar ao tempo de divergéncia dos genes PP2C
em B. distachyon(50.8-131.5 milhdes de anos) e bem anterior ao ocorrido
em Arabidopsis (16.1)*°,Fragaria vesca (19)*° e S. lycopersicum (31.59)". A
manutencao destes genes ao longode todos esses anos é consistente com o
estudo de Blanc e Wolfe (2004)° que propde quegenes envolvidos na transdugéo
de sinais tém sido preferencialmente retidos no genoma.Compreender a relagao
de sintenia entre espécies é fundamental para avaliar o potencial da analise
gendmica e identificar genes funcionalmente relacionados®'. Nésanalisamos a
evolugao dos genes PPs entre as espécies V. unguiculata, P. vulgaris e G.max.
A relagdo ‘caupi versus feijdo comum’ demonstrou praticamente a metade
daquantidade de pares ortélogos identificados entre ‘caupi versus soja’,
sugerindo umarazao de 2:1:1 entre GM:PV:VU. Restrepo-Montoya et al. (2021)52
estudando a ortologia entre genes RLK-RLP em algumas espécies de
leguminosas, também identificaram umarazao de 2:1 entre os genes de soja e
feijao comum. Esta razdo, como aponta o autor, seriamais um indicativo da
duplicacdo do genoma completo de soja, afirmagao previamentereportada por
McClean et al. (2010)%', que também sugere que o genoma de feijdo comum
sofreu apenas duplicacbes segmentares localizadas. Uma outra
particularidade destaanalise é o fato de apesar de uma alta quantidade de genes
VuPPs serem provenientes deduplicagao do tipo dispersa. Este fato ndo impediu
que estes genes possuissem ortdlogos com outras espécies de leguminosas, 0
que também foi observado por Ferreira-Neto et al. (2021)*® para genes
codificantes de quinases em V. unguiculata. Por outro lado, contrastacom a
afirmacgdo de Ganko et al. (2007)% que diz que genes de duplicagdo do tipo
dispersando sao encontrados proximos uns aos outros no genoma € nhao
demonstram sintenia conservada.

Durante o seu crescimento e desenvolvimento, as plantas nem sempre
conseguemmanter a sua homeostase para o seu crescimento saudavel devido a
condigdes ambientaisadversas (estresses bidticos e abidticos). Esses estresses
afetam significativamente o rendimento e a qualidade do feijao-caupi'®®4. Os
mecanismos moleculares dos genes PPenvolvidos na resposta das plantas a
estresses abidticos foram extensivamente estudados em diversas espécies

vegetais'%1425-29 No entanto, estudos envolvendo a resposta dos genes PP a
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estresses bioticos ainda s&o escassos. Em tomate infectado com R.
solanacearum, dados de RNA-seq revelaram que nove genes SIPP2C foram
induzidos frente ao estresse aplicado, demonstrando que a familia de genes
SIPP2C estava intimamente relacionada com a resposta a R. solanacearum’®,
Em nosso estudo, os dados de RNA-Seq de CABMV e CPSMV, revelaram
que 26 genes apresentaram niveis de expressdo equivalentes para os dois
ensaios experimentais, sendo dezessete genes induzidos e nove reprimidos.
Identificamos também que um conjunto de 53 e 73 genes VuPPs foram
diferencialmente expressos paraCABMV e CPSMV, respectivamente, indicando
que os genes VUPP podem responder deforma similar para diferentes patégenos

virais.

CONCLUSOES

Nosso estudo disponibilizou informagdes inéditas acerca da identificacdo
e caracterizagcao de genes PP no genoma do feijao-caupi, que conta com 146
membros VuPP. Relatamos pela primeira vez o padrao de expressao (RNA-Seq)
dos genes VUPP na resposta a infeccédo por CABMV e CPSMV. A indugéo e/ou
repressao de transcritos de VuPP indica que essa familia pode desempenhar um
papel importante na resposta de defesa da planta contra os agentes virais. Além
disso, um conjunto de genes foi induzidode forma exclusiva para cada ensaio
experimental, demonstrando a pluralidade de fungdesdos VuPPs. No entanto,
essa expressao ainda necessita ser validada via gPCR. Os nossos dados
disponibilizam um novo painel de candidatos para auxilar os programas de
melhoramento genético da cultura, como também revelam caracteristicas unicas
dos genes VuUPP, que sao importantes para auxiliar no desenvolvimento de

marcadoresmoleculares em feijao-caupi.

METODOLOGIA

Identificagao e anotagao dos membros de PP de Vigna unguiculata
Os dominios HMM especificos para cada familia PPs [PPP (PF00149),
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PPM (PF00481), PTP (PF04387, PF00102, PF00782 e PF01451) e Asp-dep
Phosphatase (PF09309, PF12689 e PF03767)] foram recuperados do Pfam®® e
utilizados como busca no banco de dados do Phytozome (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/), utilizando paraisso o proteoma  predito de V.
unguiculata {unguiculata_540 v1.2.protein_primaryTranscriptOnly.fa.gz). As
sequéncias de aminoacidos retornadas foram verificadas manualmente usando
o Pfam (http://pfam.xfam.org/) e 0 Batch CD-search online
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) para confirmar a
presenca dos dominios PPs. Todos os candidatos a genes PPs sem dominio ou
que apresentaram quebra na regiao N e/ou C terminal foram excluidos da
analise.

O comprimento do gene, sequéncia de codificagdo (CDS) e o numero de
aminoacidos dos genes VuPP foram obtidos no banco de dados Phytozome. Os
parametros fisico-quimicos, incluindo peso molecular (P.M) e ponto isoelétrico

tedrico (pl) de cada proteina candidata a VuPP foram calculados usando a

ferramenta do JvirGel 2.0°6. Os valores de GRAVY (grande média de
hidropatia) foram calculados usando a ferramenta fornecidas pela
Bioinformatics.org (https://www.bioinformatics.org/sms2/protein_gravy.html). A
localizagdo subcelular foirealizada por meio do servidor online Plant-mPLoc?’.
As regides transmembranares putativas das proteinas VuPPs foram preditas
usando o] TMHMM Server v.2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0).

Analise de estrutura génica e motivos conservados

Os motivos conservados das proteinas VuPPs foram avaliados através do
MEME®8(https://meme-suite.org/meme/tools/meme) e as estruturas génicas de
éxon-intron foram identificadas através do arquivo GFF
(Vunguiculata_540_v1.2.gene_exons.gff3) disponivel no banco de dados
Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) e a imagem foi gerada pelo

software TBtools®®.
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Analise de promotores e enriquecimento de candidatos a elementos cis-
regulatérios

As sequéncias gendmicas de 1,5 kbp antes da regido CDS de cada gene
VuPPs foram extraidas do Phytozome v.12 (https://phytozome.jgi.doe.gov) e
definidas como portadoras de regides promotoras putativas. Essas sequéncias
foram utilizadas para a busca de motivos (candidatos a elementos cis-
regulatorios) pelo software MEMES®8. (http://meme-suite.org/tools/meme) com os
seguintes parametros: ponte de corte adotadode e-value < 102, maximo numero
de motivos analisados foram 10 e a extensdo desses motivos variou de 6 a 50
nucleotideos. Apdés a busca no MEME, os motivos foram analisados pelo
software TOMTOM®® (http://meme-suite.org/tools/tomtom) com o objetivo de
identificar um fator de transcrigdo (FT) ao candidato a elemento cis- regulatério
identificado pelo MEME. O banco
JASPAR2018 CORE plants_nonredundant foi utilizado para a busca destes
FTs e os critérios estatisticos dos alinhamentos foram: p-value e g-value com

ponto de corte de < 102, sendo escolhido o best hit de cada analise.

Analise de duplicagao génica e sintenia

A identificagédo dos genes duplicados foi realizada pelo software TBtools®,
no qual os genes paralogos dentro das espécies foram extraidos utilizando a
ferramenta duplicate_gene_classifier com parametros default, pelo pacote
MCScanX®', tendo comobase as sequéncias das proteinas e os arquivos GFF.
Foi realizado um BLASTp das sequéncias proteicas utilizando um e-value de e
5. Posteriormente, os resultados do BLAST foram analisados pelo MCScanX para
identificacdo da colinearidade e dos paresduplicados. Os pares de genes e as
regides de ligagao foram extraidos pelas ferramentas File Merge for MCScanX e
File Transformat for MicroSynteny View. A pressao de selecao dos genes VuPPs
duplicados foi determinada pelo calculo das substituigdes sindnimas (Ks) e néo
sindnimas (Ka) e a sua proporgéo (Ka/Ks) por meio do software TBtools®®. O
tempo de divergéncia e de duplicacao foram avaliados por uma taxa de mutacao
sindnima de substituicdes por local sindnimo (A) pelo tempo T = (Ks/2A), onde A
=6.1 x 1079 para soja®. Os genes ortdlogos V. unguiculata, P. vulgaris e G. max

foramidentificados pelo software TBtools®® através da andlise de colinearidade
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pelo pacote MCScanX®', utilizando os arquivos com as sequéncias gendémicas
retiradas do Phytozome (Vunguiculata_540 v1.0.fa, Pvulgaris_442 v2.0.fa e
Gmax_508 v4.0.fa) com seus respectivos arquivos GFF, adotando como ponto

de corte um e-value de e9.

Material bioldgico e condigoes de estresse bibtico

Os experimentos de inoculagdo com CABMV, CPSMV e Macrophomina
pseudophaseolina foram conduzidos em casa de vegetagdo no Instituto
Agrondémico de Pernambuco (IPA), em Recife, Pernambuco, Brasil. Os ensaios
virais foram realizados utilizando duas plantas com gendtipos contrastantes
quando a resisténcia: IT85F-2687%354e BR14-Mulato®®, resistentes ao CABMV e
CPSMV, respectivamente. Por sua vez, parao ensaio fungico foi utilizado apenas
o gendtipo BR14-Mulato.

Para os experimentos virais, as plantas foram cultivadas até o inicio do
estagio vegetativo (3 semanas) sob fotoperiodo natural e temperatura variando
de 28 a 32 °C. Para a inoculagdo do virus, o tecido foliar foi injuriado
mecanicamente com Carborundum(carboneto de silicio) seguido da aplicagao de
cada indculo viral. Cada ensaio experimental foi conduzido separadamente,
visando minimizar os impactos dos compostos volateis utilizados na
comunicagao entre as plantas. Apds a injuria e ainoculagdo do virus o tecido
foliar foi coletado em dois tempos distintos, para cada controle/tratamento: 6
minutos e 16 horas. O desenho experimental foi feito utilizando trés repeticoes
bioldgicas (RBs) para cada tratamento utilizado. Cada RB foi composta por cinco
plantas. Apds a aplicagao do estresse, os tecidos foliares foram coletados, sendo
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —
80° C atéa extracdo do RNA.

As sementes dos gendtipos de feijao-caupi 'IT85F-2687' e 'BR-14 Mulato'
foram obtidas formalmente no 'Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-de-corda’
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA; Recife, Pernambuco, Brasil). O
Prof. Dr. Anténio Félix da Costa gentiimente realizou a identificagdo da

espécie/gendtipo.



97

Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo do RNA total do feijao-caupi inoculado por CABMV e
CPSMV foi utilizado o kit “SV Total RNA Isolation System®” (Promega), seguindo
as recomendagdes do fabricante. A extracdo do RNA total do feijao-caupi sob
inoculagdo com M. pseudophaseolina foi realizada a partir da associagdo do
protocolo CTAB Acetato® e do kit “SV Total RNA Isolation System®” (Promega).
A concentragdo e pureza das amostras de RNA foram verificadas com
fluorimetro Qubit (Invitrogen®) e NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific) e
sua integridade verificada em eletroforese em gel de agarose 1,5%. A sintese do
cDNA foi realizada com o kit GoScript™ Reverse Transcription Systems

(Promega) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Construcao de bibliotecas de RNA-Seq e analise de expressao diferencial

As bibliotecas de RNA-Seq foram geradas via sequenciamento Illlumina
HiSeq2500, utilizando leituras emparelhadas com 100 pb. Todas as etapas de
sequenciamento foram realizadas no Centro de Gendmica Funcional da
Universidade deSao Paulo (Piracicaba, Brasil). A montagem do transcriptoma foi
realizada pela abordagem 'de novo' usando o software Trinity, seguindo
estratégia descrita por Ferreira-Neto et al., (2021)%.

As analises de expressao génica diferencial foram realizadas de forma
independente para cada ensaio (Injuria + inoculagdo de CABMV, Injuria +
inoculagdo de CPSMV). Para isso, foi utilizada a ferramenta edgeR®®. Os
transcritos com -1 > log2FC

>1, p<0,05e FDR < 0,05 foram considerados diferencialmente expressos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As tabelas suplementares desse artigo podem ser encontradas em:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Mzc -
Mm3HTxer2KEYZ1JnVsNS3wT1B5NF/edit?usp=sharing&ouid=1099846101251480846
76&rtp of=true&sd=true

Tabela S1: As caracteristicas dos genes VvPP, como caracteristicas fisico-
quimicas,GRAVY, regides transmembranares, localizagao subcelular e
ancoragem gendmica Tabela S2: Pares sinténicos dos genes VuPPs entre V.
unguiculata X P. vulgaris e V.unguiculata X G. max.
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Figura S2. a) Organizagao genémica dos genes VuPPM. b) Distribuicdo dos
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CONCLUSOES

O feijao-caupi e a videira apresentam 146 e 129 membros fosfatases
(VuPPs e WPPs), respectivamente, nos seus genomas, sendo consistente

ao observado para outras espécies vegetais diploides.

A maioria das VuPPs e VWvPPs apresentou conservagcdo de estruturas
secundarias e motivos, indicando tratar-se de uma familia génica

conservada, em consonancia com sua significativa importancia funcional.

Até entdo nao se tinha relatos de PPs apresentando regides
transmembranares em suas estruturas. No presente estudo foram
descobertas nove VuPPs e oito VWPPs, apresentando de um a quatro
hélices transmembranares, indicando se tratar, possivelmente, de

fosfatases de membrana.

A andlise dos sitios de ligagdo a fatores de transcricdo nas regides
promotoras de VuPPs e VvPPs apontou que esses genes sao regulados,
majoritariamente, por fatores das familias C2H2 e DOF, os quais estao

intimamente relacionados com respostas a estresses.

O perfil de expressao de RNA-Seq de feijao-caupi sob infec¢do por CPSMV
e CABMV, indicou que um grande conjunto de VuPPs sao acionados em
tempos precoces (60 minutos) e tardios (16 horas) da infeccdo. Além disso,
os dados apontam uma associacao funcional das VuPPs para as viroses

avaliadas neste estudo.

O perfil de RNA-Seq associado a validacao da expressao via qPCR, indicou
que seis VvPPs apresentaram modulagao (indugéo) apenas em 48 horas de
estresse, indicando a agao dessas proteinas frente a infecgéo por X. citri
apenas em tempos tardios da infeccao.
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