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RESUMO

7

A videira é uma espécie frutifera de grande importancia para o agronegécio. E
cultivada desde o semiarido, as regifes de clima temperado, podendo atingir mais
de duas safras por ano, como por exemplo, no Submédio do Vale do Sdo Francisco
(SVSF) — Estados de Pernambuco e Bahia —. No entanto, a viticultura tem sofrido
com problemas fitossanitarios relacionados ao ataque da bactéria Xanthomonas citri,
causadora do cancro bacteriano, que tem comprometido o rendimento de diversas
cultivares, portanto € necessario que seja entendida esta relagdo planta/patégeno,
os fatores de transcricdo (FTs) sdo proteinas que regulam genes envolvidos em
diversos processos biologicos, incluindo a resposta a estresses abioticos e bidticos.
As proteinas basic helix-loop-helix (bHLH) é uma das maiores familias de FTs, com
atuacao reconhecida na tolerancia/resisténcia a estresse abidticos e bidticos. Até o
nosso conhecimento, ndo existem relatos sobre a atuacdo dessas proteinas na
interacdo entre a videira e a bactéria X. citri. Dessa forma, o presente trabalho se
propds a avaliar o papel de FTs do tipo bHLH relacionados ao processo de defesa
de Vitis spp. inoculadas com X. citri analisando sua expresséao, diversidade e funcéo
no contexto em questdo. Bibliotecas de RNA-Seq (lllumina HiSeq2500) foram
geradas a partir de ensaio experimental utilizando clones de duas cultivares (Red
Globe e IAC-572) inoculadas com X. citri. De posse do transcriptoma, foram
realizadas as andlises in silico atraves de ferramentas de bioinformatica,
inicialmente, foram mineradas sequéncias candidatas no genoma de Vitis vinifera
disponivel no Phytozome, onde foram identificadas 102 sequéncias, com seu
dominio integro analisado no batch CD-search, os motivos conservados foram
analisados no MEME, e estes foram correspondentes a regido basica e a hélice-
alca-hélice que constituem o dominio caracteristico de FTs bHLH. A arvore fenética
gerada por meio do MEGA7 juntamente com espécies de V. davidii formou 25
subgrupos. A analise de ontologia génica foi enriquecida por meio do GO consortium
e foi possivel verificar que o processo biolégico mais enriquecido corresponde a
deteccdo de bactéria e atividade de proteinas quinases. O perfil de expressao in
silico observado por meio de heatmaps gerados via software CLUSTER 3.0, e
visualizados pelo TreeView, identificou 34 genes diferencialmente expressos (Log
FC>0.50 e <-0.50), com a maior parte dos transcritos sendo induzida no hibrido IAC-
572. A identificacdo desses genes é de grande importancia para uso em estudos

posteriores que envolvam eventos de transformacao ou edi¢cdo genética em videira,

Xi



0s quais poderao contribuir para o langamento de cultivares resistentes ao cancro
bacteriano.

Palavras-chave: Cancro bacteriano; Fatores de transcricdo; RNA-Seq;
Bioinformatica; Estresse Biotico.
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ABSTRACT

The vine is one of fruit species of great importance for agribusiness. It's cultivated
from the semi-arid to temperate climate, which can reach more than two harvest per
year in S&o Francisco Valley (SVSF) sub-middle region, States of Pernambuco and
Bahia. However, viticulture has suffered with phytosanitary problems related to
Xanthomonas citri bacterial infection, which causes bacterial canker, which has
impaired several species of Vitis cultivated in this region, therefore, this
plant/pathogen relationship needs to be understood, the transcription factors (TFs)
are proteins responsible for regulating target genes that participate in metabolic
pathways involved in several biological processes, including response to abiotic and
biotic stresses. Basic helix-loop-helix (bHLH) proteins constitute the largest family of
TFs, presenting role recognized in tolerance/resistance to abiotic and biotic stress.
There are no reports about the role of these proteins in pathogenic interaction
between grapevine and X. citri bacteria. Thus, the present work aimed to evaluate
bHLH TFs role related to defense process of Vitis spp. inoculated with X. citri
evaluating its expression, diversity, and function. RNA-Seq libraries (lllumina
HiSeq2500) were generated from an experimental assay using clones of two
cultivars (Red Globe and IAC-572) inoculated with X. citri. Owning the transcriptome,
in silico analyzes were performed using bioinformatics tools, where, initially, probe
sequences available in public databases (NCBI and Uniprot) were obtained for
mining candidate sequences in Vitis vinifera genome available in Phytozome, where
were identificated 102 sequences, with complete domain analyzed in the batch CD-
search, the conserved motifs were analyzed in the MEME, and they were
corresponding for the basic region and the helix loop helix which constitute the
characteristic domain of TFs bHLH. The phenetic tree generated using MEGA7 with
sequences from V. davidii formed 25 subgroups. The gene ontology analysis was
enriched using the GO consortium data, and made it possible to verify that biological
process more enriched corresponded to bacterial detection and protein kinase
activity. The in silico expression profile observed through heatmaps generated by the
software CLUSTER 3.0, and visualized in the TreeView, identified 34 diferencially
expressed genes (Log2FC>0.50 e <-0.50), with most transcripts being induced in the
hybrid IAC-572. The identification of these genes is of great importance for use in
further studies involving transformation events or genetic editing in grapevine, which

could contribute to development of resistant cultivars to bacterial infection.
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Keywords: Bacterial canker; Transcription factor; RNA-Seq; Bioinformatics; Biotic

stress.
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GRANGEIRO, C.C.C. (2021) Fatores de Transcricao bHLH em vitis spp.: Caracterizagdo e Modulacao

Transcricional Sob Inoculacao Bacteriana.

CAPITULO |

1. Introducéao

A videira € uma cultura amplamente cultivada no mundo, com destaque por ser
uma commodity de grande importancia mundial devido a sua utilizagdo para
fabricacdo de vinhos, espumantes e para consumo in natura. No Brasil, a area
plantada com videira atingiu 74.750 hectares em 2020, o que corresponde a 1,1% do
total mundial, com uma producdo de 1.396.010 toneladas de uvas nesse periodo
(IBGE, 2020).

O cultivo da uva € relevante para a economia do pais, por apresentar grande
extenséo territorial associada aos diferentes climas, o que contribui para o cultivo de
uma grande diversidade varietal nas diferentes regides. Até meados do século XX, a
viticultura se restringia aos estados do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, no entanto,
houve uma expansdo consideravel da cultura com plantio de uvas adaptadas ao
submeédio do Vale do Sao Francisco (VSF), que constitui os estados de Pernambuco
e Bahia, e se destaca por produzir mais de duas safras por ano (Camargo et al.,
2011).

Em relacdo a fitossanidade dos parreirais, existem relatos sobre diversas
doencas que afetam e causam prejuizos consideraveis para a vitinicultura, como o
mildio e o oidio, que sdo amplamente distribuidos pelo mundo. No entanto, outras
doencas estdo mais restritas a regides que por vezes sao influenciadas pela cultivar
plantada e condi¢cdes ambientais favoraveis, a exemplo da Xanthomonas citri pv.
viticola — bactéria causadora do cancro bacteriano — que € muito agressiva e
disseminada nos parreirais no VSF (Dantas et al., 2010). Nao h& conhecimento, até
0 momento, sobre uma fonte de imunidade para a bactéria em videira, sendo o
plantio de cultivares com resisténcia moderada a doenga como forma de controle
mais indicada (Chand, 1992). A BRS Cora e o hibrido IAC-572 apresentam
resisténcia moderada a doenca, 0 que as tornam promissoras para aplicacdo em
programas de melhoramento da videira (Zucal et al., 2016). Por outro lado, as
cultivares Red Globe e Itadlia Melhorada, apesar de muito difundidas no mercado,

Sao as mais suscetiveis ao cancro bacteriano.
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Transcricional Sob Inoculacao Bacteriana.

Nos ultimos anos, estudos com tecnologias de sequenciamento de
transcriptomas combinados com bioinformética cresceram significantemente, e
facilitaram o conhecimento da relacdo planta-patégeno, uma vez que a analise
transcriptomica fornece dados sobre genes diferencialmente expressos sob
condi¢cbes de um estresse especifico (Liu et al., 2020). Muitos destes genes séo
essenciais para a defesa vegetal, como por exemplo, genes codificantes de enzimas
relacionadas a biossintese de hormonios, como o acido salicilico e etileno, além de
genes responsaveis pelo transporte de agua e ions, ou codificantes de proteinas
relacionadas a expresséao, regulacao e transducéo de sinais de estresses bioticos e

abidticos, a exemplo dos Fatores de Transcrigédo (FTs) (Benko-Iseppon et al., 2011).

Os FTs sdo importantes reguladores responsaveis por ativar ou reprimir a
transcricdo de genes alvos. A familia bHLH (basic Helix-Loop-helix) representa uma
das maiores familias de FTs presente em animais e vegetais. Seu nome esta
relacionado ao dominio conservado bHLH, que compreende cerca de 60
aminoacidos e € composto por uma regido basica e uma hélice-alca-hélice (Gao et
al., 2019). Os FTs bHLH desempenham um papel importante em processos
metabolicos e de desenvolvimento (Feller et al., 2011), bem como sdo comumente
relatados atuando em resposta a estresse abioticos, como frio, seca e estresse
salino (Feng et al., 2013). Recentemente, Gao et al. (2019) relataram a atuagéo de
FTs bHLH na resposta ao ataque dos fungos causadores do mildio e oidio na
videira, ressaltando a multifuncionalidade dessa familia génica. No entanto, pouco
se sabe sobre aspectos moleculares relacionados a infeccdo causada pela bactéria

X. citri em videira.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo identificar e caracterizar, por
meio de andlises in silico, genes diferencialmente expressos da familia bHLH em
duas cultivares de videira a Red Globe e a IAC-572 inoculadas por X. citri. visando
selecionar genes candidatos, via PCR guantitativa em tempo real (QPCR), para uso

em biotecnologia e aplicacdes nos programas de melhoramento genético da videira.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Género Vitis: aspectos botanicos, taxonomia e origem

O género Vitis pertence a familia Vitaceae, a qual possui aproximadamente
1000 espécies agrupadas em 17 géneros, com plantas arbustivas ou lianas lenhosas
morfologicamente caracterizadas pela presenca de gavinhas opostas as folhas,
necessitando de tutores para sustentacdo (Mulllins et al.,, 1992). As plantas
pertencentes ao género Vitis plantas sao do tipo trepadeiras perenes, podendo ser
monoicas ou dioicas, e suas inflorescéncias possuem flores que podem ser
hermafroditas perfeitas masculinas, ou femininas. As folhas sédo alternadas durante a
maior parte de sua vida, exceto quando juvenil, que podem ser simples ou
compostas (Keller, 2015). A raiz é geralmente axial ou pivotante, bem ramificada, e
em condi¢cOes favoraveis, podem chegar a 20 metros de profundidade, sendo que a
maioria das raizes se encontra nos primeiros 50 cm do solo, mas podem atingir
varios metros de comprimento (Giovannini, 2014).

O género Vitis destaca-se por ser um dos mais antigos e cultivados pela
humanidade, e por possuir grande importancia econémica, uma vez que representa
0 Unico género da familia Vitaceae que possuem frutos comestiveis (Ledo e Borges,
2009). Suas plantas sao vinhas perenes, ou arbustos com gavinhas, englobando
cerca de 60 a 70 espécies (Keller, 2015).

A introdug&o de uvas V. vinifera no Brasil se deu por volta de 1532, no estado
de Sao Paulo, um século depois, ela foi introduzida no Rio Grande do Sul, estas ndo
tiveram éxito de inicio, sendo necesséario anos para a cultura se estabelecer nas
regides. No nordeste brasileiro a uva teve seu ponto de partida no litoral, nas ilhas
de Itaparica e Itamaraca, onde teve sua primeira expressdao econdmica,
posteriormente foi levada ao interior, para o agreste e sertdo, onde foi cultivada em
pequenas areas para consumo proprio, ou vendida nas proximidades (de Souza
Ledo, 2010). Apenas na década de 50 que a uva comecou a ser produzida com
técnicas de cultivo, como poda, desbaste de cachos, tratamentos fitossanitarios,
entre outros (Ledo e Possidio, 2000). A partir de meados do século 50 a cultura da
uva teve sua expansédo no Vale do Sao Francisco, onde diversos empreendimentos
investiram na sua producao, e foram trazidos hibridos para a implementacéao na area

(de Souza Leéao, 2010).
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2.2 Cancro bacteriano

2.2.1 Origem, caracteristicas e disseminacéo

O cancro bacteriano da videira é causado pela bactéria X. citri pv. viticola, a
qual foi descrita inicialmente na india como Pseudomonas viticola sp. nov. (Nayudu,
1972). Sua ocorréncia ficou restrita a regido por muitos anos, sendo considerada de
baixa importancia até a ocorréncia de surtos nos anos 80 (Chand e Kishun, 1990).

Em 1998, no Brasil, especificamente nos estados de Pernambuco e Bahia, foi
relatada uma nova doenca que estava afetando parreirais da cultivar Red Globe
(Ferreira et al., 2019). Posteriormente, videiras infectadas com o cancro bacteriano
foram detectadas em outros estados brasileiros (Halfeld-Vieira e Nechet 2006;
Rodrigues Neto et al., 2011), onde medidas de erradicacdo foram ligeiramente
adotadas, uma vez que a X. citri € classificada como praga quarentenaria e esta
sujeita a medidas regulatérias (MAPA, 2014).

O agente causador da doenca no Brasil foi identificado inicialmente como X.
campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, no entanto, estudos baseados em
sequenciamento multilocus e analise de genoma (Parkinson et al., 2009; Midha e
Patil, 2014; Ferreira et al., 2019) apontaram este patdgeno como pertencente a
espécie X. citri, e recentemente, Da Gama et al., (2018) sugeriu uma modificacdo na
sua classificacdo, renomeando a espécie para X. citri pv. viticola.

Os sintomas da doenca podem aparecer em diversas partes da planta. Nas
folhas, surgem como pequenos pontos necroticos de 1-2 mm de diametro, que
guando coalescem podem causar morte em extensas areas do limbo foliar, pontos
com ou sem halos amarelados. Nas nervuras e peciolos das folhas, como também
na raquis e ramos dos frutos formam-se manchas escuras, que quando evoluem
tornam-se fissuras longitudinais designadas de cancro, enquanto que as bagas
crescem desuniformes em tamanho e cor, podendo também apresentar &reas

necroticas (Figura 1) (Malavolta, 1999; Nascimento e Mariano, 2004).
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Figura 1. Sintomas de Xanthomonas citri (cancro bacteriano). A — folha; B —peciolo;
C —ramo; D — baga.

Adaptado de Garrido, (2015).

A intensidade dos sintomas pode variar de acordo com as condigOes
ambientais. No semiarido brasileiro a doenca tem se mostrado mais severa no
primeiro semestre do ano devido as chuvas, uma vez que esta condi¢do propicia a
disseminacdo e infeccdo da bactéria (Lima e Moreira, 2002). Em condicbes néo
ideais para a infeccéo, a bactéria é capaz de sobreviver em cancros formados nas
plantas em forma de in6culos, e com a ocorréncia de chuvas este material é
abundantemente exsudado a partir destes cancros, disseminando a bactéria. Restos
de materiais vegetativos podados e remanescentes no pomar também podem ser
responsaveis pela sobrevivéncia do patdogeno (Aradjo, 2001; Lima, 2008).

A disseminacado a longas distancias ocorre através do material propagativo de
copa e porta-enxerto infectado e utilizado na enxertia ou formagdo de mudas. Em
plantas do mesmo parreiral ou proximas o vento forte associado a chuva se torna
um dos maiores responsaveis pela disseminacdo. O vento também pode causar
ferimento nas folhas facilitando a entrada da bactéria na planta, além de manejos
como podas e desbrotas realizadas em periodos chuvosos em cultivares suscetiveis
(Lima, 2008).
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2.2.2 Formas de controle

A incidéncia do cancro bacteriano € uma das maiores preocupacdes
fitossanitarias no VSF, visto que a regido é responsavel por exportar quase que toda
a uva de mesa do Brasil. Além da doenca causar queda na produtividade da videira,
ela também impede que o material vegetativo proveniente de estados atingidos seja
transitado, limitando a exportacao para mercados internos (Ferreira, 2016).

Como mencionado anteriormente, pela bactéria X. citri ser causadora de uma
doenca regulamentada, com classificacdo em praga quarentenaria (A2), a mesma
esta sujeita a um programa oficial de controle segundo a Instrucdo Normativa (IN) N°
2, de 6 de fevereiro de 2014 (MAPA, 2014), na qual consta toda a regulamentacéo
de procedimentos a serem adotados para controle da doenca. Segundo a IN, em
areas onde nao ha sua ocorréncia, € necessario usar apenas materiais propagativos
sadios, impedir a entrada de pessoas e equipamentos provenientes de areas
contaminadas, e realizar inspecédo visual frequente nas plantas, comunicando
imediatamente quaisquer suspeitas de contaminag¢do nos parreirais. Caso a praga
seja identificada, o proprietario deve eliminar de imediato todas as plantas do
parreiral por meio da erradicacdo e queima das plantas, incluindo as ervas daninhas
do entorno, ficando proibido o plantio de cultivares suscetiveis ao cancro bacteriano
por 3 anos no local (BRASIL, 2014).

Em areas onde ha ocorréncia da doenca, fica impedida a entrada de pessoas
ou equipamentos provenientes de municipios sem ocorréncia, com realizacdo de
podas em variedades mais suscetiveis em meses com menores indices
pluviométricos, desinfestacdo dos equipamentos utilizados apds as podas ou
colheitas utilizando produtos sanitizantes, e por fim, a eliminagéo de todo o material
resultante das podas através de queima ou enterro, seja para variedades suscetiveis
ou sintomaticas (BRASIL, 2014). Desde o aparecimento da doencga foram realizadas
diversas pesquisas direcionadas a encontrar uma forma de controle quimico, onde a
eficiéncia variou, ndo chegando a uma eficiéncia comprovada (Chand et al., 1994;
Chand et al., 1992; Lima e Mashima., 2000; Nascimento et al., 2000; Silva et al.,
2000.

Por ndo existir um método eficiente para o controle do cancro bacteriano da
videira, medidas preventivas para o0 controle e erradicacdo sdo as mais

recomendadas, sendo o uso de sanitizantes para desinfectar as ferramentas de
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corte uma das principais (Naue et al., 2014). E recomendavel que antes da
implantacdo do parreiral, a propriedade seja cercada para que haja o controle do
acesso de pessoas e veiculos. Aléem disso, o uso de quebra-ventos € recomendado
para proteger o parreiral da disseminacéo da X. citri em gotas de dgua transportadas

pelo vento (Nascimento e Mariano, 2004).

2.3. Recursos genéticos, melhoramento e biotecnologia de videiras

2.3.1. Programas de melhoramento da videira no Brasil

O surgimento de trabalhos envolvendo melhoramento da videira se deu em
meados do século 19, quando a filoxera (doenga designada pelo ataque de insetos
do género Phylloxera) dizimou vinhedos de V. vinifera na Europa, apresentando
niveis de resisténcia variaveis entre as espécies de Muscadinia, americanas e
asiaticas (Gessler et al., 2011). No Brasil, as pesquisas voltadas ao melhoramento
genético e técnicas de producao da uva tiveram seu inicio em meados de 1887 no
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em S&o Paulo, que anos depois culminou
na criacdo de trés programas de melhoramento genético, nas cidades de S&o
Roque, Jundiai, e Campinas, respectivamente. As pesquisas iniciaram com a
introducdo de variedades europeias e americanas, que resultaram na selecdo das
cultivares Seibel 2, Catawba Rosa, Seyve Villard, entre outras, que por décadas
foram de grande importancia, e posteriormente, foram substituidas pelas cultivares
americanas Isabel, Bord6 e Niagara, as quais foram cultivadas em todo o pais
devido as suas caracteristicas desejaveis. Além disso, o IAC também foi responsavel
pelo desenvolvimento de porta enxertos importantes, como o IAC 313 e 572, que
foram a base para o plantio de uvas na regido do VSF (Moura et al., 2018).

Na década de 70, na estacdo experimental de Caxias do Sul — RS, a Embrapa
Uva e Vinho deu inicio ao Programa de Melhoramento “Uvas do Brasil” visando a
obtencdo de novas cultivares destinadas a producédo de uvas de mesa, vinhos e
sucos, mais adaptadas as diversas condi¢des climaticas, como também resistentes
as principais doengas observadas no pais. A partir desse programa foram lancadas
21 cultivares que apresentaram alta produtividade, em diferentes ciclos de producéo
e resistentes ao mildio e oidio. Em 2003, foram langadas as primeiras variedades de
uva sem sementes, a BRS Clara, BRS Linda e BRS Morena (EMBRAPA, 2021).
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O programa “Uvas do Brasil” faz uso de métodos classicos de melhoramento,
como selecdo massal, clonal e hibridagbes, e vem trabalhando com uma grande
equipe técnica através de parcerias, como a Embrapa Semiarido que possui sua
sede em Petrolina — PE, e desde 2003 gera subsidio e sustentabilidade a
vitivinicultura do VSF, dando suporte a trabalhos voltados ao melhoramento e
adaptabilidade da cultura em regido semiarida. O principal objetivo da Embrapa
Semiarido € obter hibridos de uva de mesa sem sementes com alta qualidade e
resistentes as principais doencas da regido (Ledo e Borges, 2009).

Em 2020, a Embrapa Semiarido langou a variedade “BRS Taina”, que atende
aos requisitos edafoclimaticos da regido do VSF. Seu fruto é destinado ao consumo
in natura, possuindo bagas firmes, boa aderéncia ao pedicelo, com caracteristica

apirénica e sabor neutro (Ledo et al., 2020).

2.3.2 Fontes de resisténcia

Até o momento ndo se tem conhecimento de cultivares que sejam
completamente resistentes ou imunes ao cancro bacteriano. No entanto, os niveis
da severidade da doenca sdo demasiadamente variaveis, e fontes de resisténcia
moderadas foram identificadas nas cultivares BRS Cora e Moscato, utilizadas para
producéo de vinho, entre outros acessos usados para processamento ou como porta
enxertos (Zucal et al., 2016).

Em cultivares destinadas ao uso em mesa ou para producdo de sucos
amplamente cultivadas no Brasil foi verificada baixa suscetibilidade ao cancro
bacteriano, com destaque para a BRS Isis, BRS Magnha, BRS Nubia, BRS Linda e
BRS Vitoria, lancamentos recentes da Embrapa, as quais foram avaliadas em
condicdes de campo sob condicbes ambientais favoraveis a infeccdo da doenca
(Lourenco et al., 2018).

Hibridos ndo comerciais (CPATSA 15-06, 15-06T, 21-42, 05-01, 21-32 e 14-
05G) possuem potencial para utilizacgdo em programas de melhoramento por
apresentarem resisténcia moderada ao cancro bacteriano (Farias et al., 2016). O
hibrido IAC-572, considerado moderadamente resistente a doenca, € um porta-
enxerto bastante utilizado no VSF (Peixoto Nascimento et al., 2006). Em todos os
estudos realizados até o momento, a cultivar Red Globe foi utilizada como padréo
para nivel de suscetibilidade, por ela ser a cultivar mais suscetivel conhecida
(Peixoto Nascimento et al., 2006; Farias et al., 2016).
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No Brasil, selecbes de cultivares resistentes a doencas vém sendo
continuamente realizadas nos programas de melhoramento das Embrapas Uva e
Vinho e Semiarido, paralelamente ao interesse comercial direcionado para a
producdo de vinhos, espumantes, sucos e consumo in natura, tornando o cenario
para o lancamento de novas cultivares bastante promissor (Ritschel et al., 2015).
Estes programas vém lancando novas cultivares tendo como foco a produtividade, e
principalmente, a resisténcia aos fungos causadores de mildio e oidio, com algumas
cultivares ja conhecidas e cultivadas. No entanto, atualmente as pesquisas estéo
sendo direcionadas ao cancro bacteriano, uma vez que ainda nao ha relatos de
cultivares resistentes a doenca, especialmente em estudos desenvolvidos no VSF.

Portanto, é de interesse nacional que a interacdo da videira com a X. citri seja
elucidada, de modo que programas de melhoramento possam desenvolver cultivares

resistentes ao cancro bacteriano, trazendo melhorias no manejo da cultura.

2.4. Biologia de Sistemas e Omicas

Premissas sobre o0 estudo da Biologia de Sistemas circundam o meio cientifico
desde meados da década de 50, pela necessidade de atribuir uma abordagem ao
estudo da complexidade recorrente ao organismo e meio ambiente. O conceito de
Biologia de Sistemas se d4 como sendo uma area que busca entender as interacdes
entre os componentes de um sistema bioldgico, investigando como as interacdes
influenciam a funcdo e o comportamento do sistema. Nas décadas seguintes, a
Biologia Molecular cresceu substancialmente, e com a chegada da gendmica
funcional muitos dados tornaram-se disponivel em bancos de dados, possibilitando a
construcdo de modelos mais amplos. A partir dos anos 2000, quando o Instituto de
Biologia de Sistemas — Institute for Systems Biology — teve sua fundacdo em Seattle
nos Estados Unidos, o campo se tornou proprio com estimulo dos dados “Gmicos” e
da Bioinformatica, que visavam o entendimento sistemético da Biologia (Poloni et al.,
2014).

As descobertas cientificas recentes tém produzido uma quantidade de dados
sem precedentes, sendo necessaria uma abordagem interdisciplinar capaz de
processar todas as informacdes disponiveis. O principal papel da Biologia de
Sistemas é entender as funcdes de todos os produtos génicos, e como eles

interagem nas vias celulares, para assim entender o funcionamento do sistema. A
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esséncia deste campo de estudo € modelar organismos para predizer como 0S
mesmos interagem quando alguma via é afetada, e isto requer a atuacdo de
pesquisadores de diversas areas, uma vez que a Biologia de Sistemas é uma

ciéncia essencialmente multidisciplinar (Tabela 1) (Gillaspy, 2008).

Tabela 1. Omicas utilizadas no estudo da Biologia de Sistemas. Fonte: Poloni et al.,
(2014).

Area Molécula de interesse e/ou tipo de
andlise
Genbmica DNA
Transcriptomica Transcritos
Protedmica Proteinas
Interatdbmica Interacdes proteicas
Interferébmica/microRNémica RNAI/miRNA
Epigendmica ModificacGes na cromatina e no DNA
Metabolémica Metabalitos
Fluxémica Alteracdes dinamicas de moléculas
dentro de uma célula ao longo do
tempo
Bidmica Bioma
Glicomica Totalidade de carboidratos
Farmacogendmica Genes que definem o comportamento
de medicamentos
Nutrigendmica Relag&o entre a dieta e os genes
individuais
Toxicogenbmica Estrutura e atividade do genoma e os

efeitos biol6gicos adversos da
exposicao a xenobidticos

Imundmica Funcdo molecular associada aos
transcritos de mRNA relacionados a
resposta imune

As tecnologias 6micas sao as principais fornecedoras de conjuntos de dados
da Biologia de Sistemas, sendo 0s quatro principais campos de pesquisas a
gendmica, transcriptdmica, prote6mica e metaboléomica, que fornecem informacoes
sobre o nivel de expressdo dos genes, transcritos, proteinas e metabdlitos,
respectivamente. No entanto, os dados brutos resultantes destas andlises ainda sdo

eventualmente massivos e sem conexdes claras (Karahalil, 2016; Aizat et al., 2018).
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A genbmica fornece dados através de analises das sequéncias de
nucleotideos, estrutura do genoma e sua composicdo, possibilitando identificar
variacbes genéticas em individuos, relacdo entre diferentes genes, e resposta a
doencas ou terapias (Karahalil, 2016). O transcriptoma se d4 como o conjunto de
transcritos (MRNASs) de um organismo quando analisados em situacfes especificas,
indicando transcritos diferencialmente expressos (induzidos ou reprimidos) naquela
situacao (Wang et al., 2009).

A proteGmica, por sua vez, busca investigar o conjunto de proteinas expressas
sob determinado estado fisiologico e escala temporal, além de avaliar as mudancas
na expressao de proteinas em resposta a condi¢gfes e fatores biolégicos (Pandey e
Mann, 2000; Aebersold e Mann, 2003). A metabolémica é uma das mais recentes
Omicas abordadas na Biologia de Sistemas, e visa elucidar o perfil metabdlico de um
sistema biolégico com uso de técnicas analiticas e andalise multivariada de dados
(MP, 2021).

Todo esse conjunto das ciéncias 6micas gera milhares de dados que precisam
ser analisados eficientemente para possibilitar a interpretacdo das informacbes e
formulacdo de hipéteses. Com isso, a integralizacdo dos dados se apresenta como
uma maneira eficiente para sua analise, possibilitando resultados mais precisos e
robustos (Gomez-Cabrero, 2014). Nesse contexto, a bioinformatica surge para
facilitar a manipulagcédo e processamento destes dados de forma integrada, gerando

predi¢bes sobre as interagfes bioldgicas.

2.5. Bioinformatica: importancia e aplicacfes

A bioinformética teve seu ponto de partida no inicio da década de 50, quando
James Watson e Francis Crick publicaram seu classico trabalho sobre a estrutura
tridimensional da hélice do DNA na revista Nature. A partir dessa descoberta foi
possivel compreender detalhes estruturais da molécula bem como sua replicacéo e
traducdo do material genético. De forma geral, a bioinformatica segue duas
vertentes: a tradicional, que aborda diretamente as sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos; e a estrutural, que trata de uma visdo tridimensional de proteinas,
abrangendo técnicas computacionais e de modelagem molecular (Verli, 2014).

Paralelamente ao crescimento da tecnologia de sequenciamento de nova

geracdo (NGS) nos Ultimos anos, houve um aumento significativo no
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desenvolvimento de softwares de bioinformatica com foco no processamento de
dados gerados a partir das diversas metodologias de sequenciamento (Schloss et
al., 2009; Rognes et al., 2016). No entanto, com o aumento no volume de dados
cresce também a complexidade dos problemas a serem analisados e a necessidade
de utilizacdo de plataformas, equipamentos e redes mais robustas. Por outro lado,
pesquisadores com menos recursos e que demandam de analises mais
simplificadas podem trabalhar também neste campo, tornando a bioinformatica uma
area acessivel quando comparada a outras (Verli, 2014).

A bioinformatica possui papel fundamental na analise de dados de genomas e
transcriptomas e na interpretacdo de sistemas e interacdes biolégicas. Além disso, o
uso de suas ferramentas possui aplicacdo nas mais diversas areas. Na saude
humana e agronomia, por exemplo, auxilia no diagnostico de doengas, mapeamento
genético, descoberta de processos evolutivos, investigacdo da organizacdo e
funcionalidade de células, tecidos, 6rgaos especificos ou sistemas, bem como
possibilita a identificacdo e caracterizacdo funcional e estrutural de genes ou
transcritos que influenciam em condicdes fisioldgicas normais ou adversas, entre
outros (Araujo et al., 2008; Barh et al., 2013; Van Emon, 2016). Atualmente, existe
uma diversidade enorme de softwares disponiveis de forma gratuita que possibilitam
a realizacdo de vérias andlises de bioinformatica, como pode ser observado na
tabela 2.

Tabela 2. Softwares utilizados na bioinformatica e suas aplicacoes.

Aplicacdes Software Referéncias
Pré- FastQC http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/pr
processamento ojects/fastqc/
de reads :
Cutadapt Martin (2011)
FASTX-toolkit  http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.
html/
Montagem SOPA DE Luo et al. (2012)
NOVO
TRINITY Grabherr et al. (2011)
Predicéo de Emsembl http://www.ensembl.org/info/genome/genebui
genes e genome Id/genome_annotation.html/
anotacao annotation
Infernal Nawrocki et al. (2009)
(Meta) Lomsadze et al. (2005)
Genemark
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NCBI genome  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1694

annotation 39/
Repeat masker http://www.repeatmasker.org/
Mapeamento Star Dobin et al. (2013)
Tophat Trapnell et al. (2012)

Fonte: Adaptado de Esposito et al., 2016.

O aumento de estudos abordando tecnologias de sequenciamento NGS para
geragcdo de genomas e transcriptomas, juntamente com ferramentas de
bioinformética facilitaram indiscutivelmente os estudos envolvendo plantas e
patdgenos, possibilitando detectar genes e proteinas especificas associadas a
resposta de defesa vegetal a diversos estresses, gerando grandes descobertas
(Agrawal et al., 2015; Zhou et al., 2016).

Na literatura ha inimeras pesquisas recentes que buscaram identificar genes
candidatos (genes que proporcionam fontes de resisténcia a determinadas
condicdes) utilizando a técnica de RNA-Seq, que possibilitaram a descoberta e
caracterizacao de genes importantes em varias culturas de interesse agronémico.
Han et al (2015), comparando o transcriptoma de cultivares de arroz suscetiveis e
resistentes ao virus Ustilaginoidea virens (Cooke.) Takah, concluiram que a
resisténcia ao patdgeno esta relacionada a ativacdo de vias de sinalizacdo de
resisténcia, inducédo de proteinas PR, entre outros. Em videira, foram identificados
DEGs possivelmente regulados para proteger a planta da infec¢gdo com o mildio (Liu
et al., 2020). Em Citrus sinensis, Mosharaf et al. (2021) analisaram a relacéo entre
as familias génicas AGO, DCL e RDR através da técnica de RNAI e verificaram que
as mesmas possuem forte relacdo no crescimento e desenvolvimento das plantas,
bem como no controle da expressédo ou supressao génica, e quando em interacéo
com FTs como MYB, Dof, ERF, NAC entre outros, sdo responsivos a luz, estresse e
fungBes hormonais. Recentemente, Joshi et al. (2021) identificaram genes da familia
génica NHX com grande potencial para tolerancia a salinidade em soja.

Portanto, é de suma importancia a identificagdo e caracterizacdo de genes
candidatos para aplicacdo no melhoramento genético ou biotecnologia vegetal. Além
disso, ha diversas ferramentas de bioinforméatica disponiveis que podem auxiliar na

caracterizacao funcional e estrutural desses genes (Tabela 3).
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Tabela 3. Ferramentas utilizadas para caracterizacdo de genes candidatos.

Ferramenta Funcéo Referéncia
BLAST Alinhamento local Altschul et al. (1990)
est2genome Alinhamento de introns e (http://fembos s.bioin forma tics.nl)
€Xons com o genoma (Rice et al. 2000).
Batch CD- Analise de dominios Marchler-Bauer e Bryant (2004)
search conservados
MEME Andlise de motivos Bailey et al. (2015)
JvirGel 2.0 Predicéo de ponto isoelétrico Hiller et al. (2006)
e peso molecular
MEGA v.7 Andlise genética e evolutiva Kumar et al (2018)
JPred4 Predicao de estrutura Drozdetskiy et al. (2015)
secundaria de proteina
SWISS- Modelagem comparativa Arnold et al. (2006)
MODEL
Gene Visualizacéo de composicao Hu et al. (2015)
Structure e posicao de exons/introns
Display
Server
(GSDS)
CLUSTER Andlise de expressao in silico Eisen et al. (1998)
TreeView Visualizacao de imagens Page (1996)
Circos Geracdao de diagramas Krzywinski et al. (2009)

2.6. Genomas e transcriptomas sequenciados em videira

2.6.1 Genbmica da videira

Por ser uma espécie de grande importancia para a agricultura mundial, a

videira foi a primeira planta frutifera a ter seu genoma sequenciado, sendo
considerada um modelo biolégico de relevancia para espécies frutiferas em estudos
de Biologia Molecular (Jaillon et al., 2007; Velasco et al., 2007). No entanto,
interpretar a informacao biolégica de forma adequada a partir de genomas vegetais
ainda € um dos principais desafios da Genética agricola, visto que ha uma imensa
variacao genética presente tanto nas colecdes de germoplasmas, como na natureza
(Myles et al., 2010).

Estudos de mapeamento genético tém como finalidade identificar loci

associados a variacfes fenotipicas e sdo fundamenteis para melhorar cultivares
28



GRANGEIRO, C.C.C. (2021) Fatores de Transcricao bHLH em vitis spp.: Caracterizagdo e Modulacao

Transcricional Sob Inoculacao Bacteriana.

através do melhoramento assistido por marcadores moleculares, como também para
estabelecer um entendimento mais amplo da relacdo gendétipo x fenétipo (Mackay,
2009). O mapeamento da variacdo gendmica seja ela natural ou induzida, € uma das
formas mais eficazes de entender funcdes génicas relacionadas a diversos
processos biologicos.

A primeira caracterizagdo gendomica da videira foi realizada por um grupo
Franco-Italiano (The French-Italian Public Consortium for Grapevine Genome
Characterization) utilizando o genotipo PN40024 derivado da cultivar Pinot Noir, que
apresenta quase homozigose completa, cerca de 93% resultantes de
autofecundacgbes sucessivas (Jaillon et al., 2007). Considerando apenas um dos
haplétipos em cada regido heterozigética, o conjunto de dados consiste em 19.577
contigs e 3.514 supercontigs com um total de 487 Mb, valor proximo ao relatado na
literatura para o tamanho do genoma da videira (Lodhi et al., 1995).

Posteriormente, o centro de pesquisa IASMA sequenciou 0 genoma completo
do clone ENTAV 115 da cultivar Pinot Noir em colaboracdo com laboratérios
privados e Universidades visando a montagem do genoma, anotacao funcional e
estrutural dos genes, como também a identificacdo de polimorfismos. Neste estudo,
foi utilizado o método Sanger para sequenciamento do genoma, utilizando uma
cobertura de 6,5x, além de Sequenciamento por Sintese (SBS), com cobertura de
4,2x, para a identificacdo de sitios polimorficos. Ap6s a montagem das sequéncias,
foram identificados 120.000 contigs, que foram combinados com os dados SBS.
Foram removidos 10.847 contigs repetitivos em tandem e 7.003 contigs menores
que 1.00 bp, restando 58.611 contigs, o que corresponde a 530,9 Mb de DNA
gendmico (Velasco et al., 2007).

A possiblidade de identificar locus de resisténcia a doencas esta crescendo
significativamente devido ao avanc¢o das técnicas de Biologia e Genética molecular.
Estudos recentes de mapeamento genético tém facilitado a identificacdo de locus
associados a resisténcia da videira ao mildio e oidio, com aproximadamente 48
locus ja mapeados (Maul et al., 2021). Os loci de resisténcia ao mildio (Ren3 e
Ren9) sdo promissores para o0 melhoramento, uma vez que as regides de QTL foram
identificadas e os marcadores vinculados foram desenvolvidos (Zendler et al., 2021).
Velasco et al. (2007) ao sequenciar o genoma da V. vinifera (cultivar Pinot Noir clone
ENTAV 115) identificaram 341 genes de resisténcia (R) da classe NBS e varios

componentes responsaveis por sinalizar respostas de defesa codificados pelos
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genes EDS1, PAD4, COI1, MPK4, JAR1, ETR1 e NDR1, descritos como produtos de

genes R.

Os dados resultantes dos sequenciamentos mencionados sdo de grande
importancia para o melhoramento genético da videira, pois permitem a criagdo de
marcadores especificos para analisar regides de interesse e selecionar genes

candidatos.

2.6.2 Transcriptdmica da videira

Organismos vegetais, por serem sésseis, desenvolveram estratégias ao longo
de sua evolucdo que possibilitaram a adaptacdo a diversos estresses abidticos e
biéticos. No entanto, este processo de resposta ndo é simples e envolve uma grande
e complexa rede de transducdo de sinais, que desencadeia respostas bioquimicas,
fisiolégicas e morfologicas (Kunkel e Brooks, 2002; Katagiri, 2004; Benko-Iseppon et
al., 2010). Trabalhos que analisam o genoma em escala global, como também
analises direcionadas a estagios vegetais especificos possuem um grande potencial
para esclarecer os mecanismos envolvidos na defesa da planta, fornecendo genes
candidatos promissores para utilizacdo em programas de melhoramento (AbuQamar
etal., 2016).

A transcriptdmica € a ciéncia responsavel por analisar o conjunto de transcritos
de um organismo em situagfes especificas, a exemplo de estresses de natureza
bidtica ou abidtica, fases de desenvolvimento, entre outros, possibilitando a
identificacdo de transcritos diferencialmente expressos relacionados com tais
condi¢des (Wang et al., 2009; Liu et al., 2020).

Diversos estudos recentes de transcriptbmica com videira encontram-se
disponiveis na literatura, envolvendo andlises realizadas com diversos estresses e

condicBes distintas, como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4. Trabalhos recentes com utilizac&do de transcriptomas em videira.

Condicao Metodologia Principais Impactos Referéncia
analisada Utilizada
Estresse hidrico—  Microarray Foi identificado genes Catacchio et
seca candidatos relacionados a al. (2019)

resposta especifica do
genotipo ao déficit hidrico.
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Estresse bidtico Dual RNA- Avaliou os transcriptomas Goncalves et
(Infecgéo com o Seq do hospedeiro e do al. (2019)
fungo patégeno simultaneamente,
Lasiodiplodia sugerindo que L.
theobromae - theobromae poderia
podridéo seca) usar a via fenilpropandide

para evitar a resposta de
defesa do hospedeiro.

Estresse bidtico RNA-Seq Construcao de biblioteca de Liu et al.
(Infeccéo com transcriptoma com (2020)
mildio) inoculacao de P. viticola, e

geracao de perfil de
expressao diferencial, para
identificar genes candidatos
envolvidos na resisténcia ao

mildio.
Estresse por frio RNA-Seq Selecéo de potenciais Gu et al.
genes candidatos para (2020)
aumento da tolerancia ao
frio.
Estresse bidtico RNA-Seq Relato de multiplos Shimizu e
(Infeccéo com agrupamentos de genes Suzaki (2020)
mildio) envolvidos na resposta a

infecg¢ao por P. viticola.
Estes continham uma série
de genes paralogos que
codificam proteinas
provavelmente relevantes
para o0 mecanismo de
defesa em videiras.

Com o aumento de estudos de andlises genémica nas ultimas décadas, novos
métodos voltados para quantificacdo de niveis de expressdo génica no
transcriptoma foram desenvolvidos, sendo o RNA-Seq e Microarray os métodos de
maior destague com ampla utilizacdo pelos pesquisadores (Kogenaru et al., 2012).
Catacchio et al (2019) identificaram genes candidatos que tinham relacao direta a
resposta especifica do gendtipo ao estresse hidrico, a cultivar Autumn royal modela
sua resposta por meio de transducédo de sinal ABA envolvendo 29 genes, em
contrapartida, a cultivar Italia possui uma resposta mais ampla, através da
modificacdo da parede celular, do metabolismo de carboidratos, resposta a espécies
reativas de oxigénio, horménios e estresse osmotico. Recentemente, Liu (2020)
identificou 201 fatores de transcricdo diferencialmente expressos em cultivares

resistentes e suscetiveis inoculadas por Plasmapora viticola, sendo 66 induzidos e
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135 reprimidos, dentre os FTs presente o estava o bHLH, o que indica que o mesmo

pode esta atuando na planta contra a infeccdo da P. viticola.

2.7. Fatores de transcricdo (FTs) e seu papel na defesa contra patégenos

2.7.1. Mecanismos de acao na defesa vegetal

As respostas aos estresses sao controladas por iniUmeros genes-chave que
codificam ativadores e repressores da transcricdo, que regulam a expresséo de
genes e vias induzidas por estresses (Baillo et al., 2019). Os fatores de transcricéo
(FTs) séo responsaveis por regular a expressdo génica através de ligacdes com
elementos cis-reguladores de genes-alvo que sdo modulados em situacdes
especificas, como em estresses hibticos e abiodticos (Gao et al., 2019). Nos vegetais,
cerca de 10% dos genes codificam os FTs nos mais diversos estagios de
desenvolvimento afim de regular suas funcfes (Gonzalez, 2016; Inukai et al., 2017).

Como as plantas necessitam desenvolver uma resposta rapida quando
acometida por um estresse, uma cascata de sinais moleculares é acionada, que se
inicia pela percepcao do estresse e transducgéo de sinais, e por fim, pela ativagcéo de
genes responsivos ao estresse (Figura 2). As células, ao perceberem qualquer sinal
de estresse, ativam sensores na parede celular que detectam o estimulo, seguida de
uma rapida transducdo do sinal externo para dentro da célula, onde cascatas de
sinalizagdo envolvendo moléculas intracelulares ou ions séo ativadas. Estas
cascatas estao relacionadas principalmente a espécies reativas de oxigénio (ROS) e
fons de célcio (Ca?*) (Baillo, 2019).
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Figura 2. Esquema das vias de sinalizacdo envolvidas nas respostas ao estresse
abidtico e bidtico.
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Como segundos mensageiros que coordenam a percepcao de sinal durante as

respostas a estresses destacam-se os fitohormdnios, como o acido abscisico (ABA),
acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA) e etileno (ET) (Figura 2). Adicionalmente,
séo ativadas as vias de transducéo de sinais por meio de duas cascatas principais,
gue envolvem a acdo de proteinas fosfatases e quinases (Proteinas quinases
ativadas por mitogénio — MAPK e quinases dependentes de calcio - CDPK).
Posteriormente, FTs especificos sdo ativados ou reprimidos por proteinas quinases
ou fosfatases, e se ligam a elementos cis-reguladores de genes relacionados ao
estresse, aumentando ou reprimindo sua transcricdo (Kosova et al., 2015;
Hernandez-Garcia e Finer, 2014; Erpen et al., 2018; Baillo et al., 2019) (Figura 2).

Os FTs desempenham papeis cruciais no desenvolvimento vegetal. No que se
refere a tolerancia ou resisténcia a estresses existem seis familias génicas que se
destacam, incluindo MYBs, bHLHs (Basic Helix-Loop-Helix), DREBs (Dehydration
responsive element-binding), ERFs (Ethylene responsive element binding factor),
bZIPs (Basic region/leucine zipper motif) e WRKY (Kavas et al., 2016; Mao et al.,
2017).

Em videira, existem varios estudos recentes abordando FTs (Tabela 5), no
entanto, ainda ha muito o que se descobrir sobre algumas familias de FTs que ainda
sdo pouco caracterizadas em condicbes especificas, a exemplo da bHLH e sua
atuacdo em estresses bhidticos.
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Tabela 5. Estudos recentes realizados com fatores de transcricdo em videira.

Papel na planta Fator de Transcricao Referéncia

Atuagao na via de sinalizagao de WRKY Huang et al. (2021)
acucar e acido abscisico

Regulagéo da biossintese de

proantocianidina e antocianina MYB Cheng et al. (2021)
em bagas
Resposta ao estresse por frio DOF Wang et al. (2021)
Estresses ab_lotlcos e bidticos e ERE Toups et al. (2020)
desenvolvimento de frutos
Estresse hidrico WRKY Hou et al. (2020)
Ativacdo da transcricao e DOE Yu et al. (2019)

aumento da resisténcia ao oidio

Regulacao do tamanho da célula
vegetal, da biomassa vegetativa bHLH Lim et al. (2018)
e rendimento reprodutivo

2.7.2 Fatores de transcricdo bHLH

A familia de proteinas bHLH (basic Helix-Loop-Helix) é uma das mais
representativas em plantas e animais. Seu nome deriva de um dominio bHLH
altamente conservado, constituido por aproximadamente 60 aminoacidos. Possuem
uma regido basica e uma hélice-al¢a-hélice (HLH) (Figura 3) (Gao et al., 2019).

Em vegetais, as proteinas bHLH constituem a segunda maior familia de FTs, e
desde a descoberta do dominio bHLH em muasculos murinos (Murre et al., 1989)
foram realizados diversos trabalhos de analises estruturais e funcionais em plantas,
animais e fungos, demonstrando sua importancia na regulagédo da transcricdo de

genes envolvidos em processos bioldgicos relevantes (Feller et al., 2011).

34



GRANGEIRO, C.C.C. (2021) Fatores de Transcricao bHLH em vitis spp.: Caracterizagdo e Modulacao

Transcricional Sob Inoculacao Bacteriana.

Figura 3. Estrutura dos FTs bHLH, representada por duas alfa-hélices que medeiam

a dimerizacao, e um dominio bésico, que se liga as sequéncias E-box no DNA.

U]

k’”"HI/

C-A-N-N-T-G
E-box

O dominio bHLH é caracterizado por duas regides que possuem funcdes
distintas, uma basica, localizada na regido N-terminal do dominio, contendo cerca de
15 aminoécidos, com funcdo de reconhecimento e ligacdo especifica ao DNA, e
uma regido HLH, que se localiza na regido C-terminal do dominio, com
aproximadamente 50 aminoacidos, caracterizada por duas alfa-hélices anfipaticas
conectadas a um loop varidavel, cuja funcdo principal € permitr a homo ou
heterodimerizacdo com outros FTs, sendo essa dimerizacdo necessaria para que o
FT bHLH se ligue ao motivo da sequéncia G-box (5-CACGTG-3’) ou seu cognato E-
box (5’-CANNTG-3’) (Atchley et al., 1999; Nair e Burley, 2000; Nosaki, 2018).

Por possuir duas regides funcionalmente distintas, € possivel que haja
interacdes simultdneas desses FTs com DNA e proteinas, o que torna bHLH
importante em diversas redes de sinalizacdes, regulacdo génica, como também na
resposta a estresses (Wang et al.,, 2019). FTs bHLH tém sido relatados em
associacao a diversos processos hioldgicos importantes para os vegetais, como na
tolerdncia a seca e salinidade (Wang et al., 2016), resisténcia a patdgenos com
ativacdo da sintese de acido jasmonico (He et al., 2018), alteracbes morfologicas
adaptativas (Lim et al., 2018; Buti et al., 2020), regulacdo da biossintese de
flavonoides e antocianinas (Zhao et al., 2019).

Em videira, Wang et al. (2018) identificaram e caracterizaram funcionalmente

94 FTs bHLH, além de avaliar o seu potencial de atuacdo frente a estresses
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abioticos (seca e frio) e na biossintese de metabdlitos secundarios (antocianinas e
flavonoides). Os autores verificaram que 21 FTs bHLH foram induzidos para o
estresse de seca e 17 para o tratamento de frio, e que outros trés genes estavam
potencialmente relacionados a biossintese de antocianinas e flavonoides.
Recentemente, Gao et al. (2019) identificaram 126 FTs bHLH em videira e o0s
classificaram em 24 subfamilias baseado em analises filogenéticas, incluindo
homologos de outras espécies vegetais (A. thaliana, Oryza sativa, Populus

trichocarpa).

2.7.3 Bancos de dados especificos para TFs em plantas

Com o advento das ferramentas computacionais e sua integralizacdo com as
pesquisas 6micas se tornou necessdria a criacdo de repositorios para 0
armazenamento de dados. Os trés maiores e importantes bancos de dados fazem
parte do International Nucleotide Sequence Database Collaboration, compreendendo
o DNA DataBank of Japan (DDBJ), o European Nucleotide Archive (ENA) e o
GenBank do NCBI, que trocam dados diariamente e possuem uma vasta cole¢céo de
sequéncias publicas. Até fevereiro de 2021, considerando apenas o GenBank, havia
um total de 776.291.211.106 de bases disponiveis, e 2.266.241.476 sequéncias
depositadas (GenBank, 2021).

Os bancos de dados podem reunir diversos tipos de informacgcdes sobre
moléculas, suas sequéncias e funcdes, como DNA, RNAm, proteinas, vias
metabdlicas, entre outros. Muitos bancos de FTs encontram-se disponiveis ao
publico, fornecendo um grande numero de informacdes e anotacdes sobre as mais

diversas familias de FTs de diferentes espécies e condi¢des de andlise (Tabela 6).

Tabela 6. Bancos de dados publicos com informagfes disponiveis para fatores de
transcri¢cao de plantas.

Bancos de dados Sites

Plant Transcription http://planttfdb.gao-lab.org/
Factor Database

Grass Transcription https://grassius.org/grasstfdb.php

Factor Database

36



GRANGEIRO, C.C.C. (2021) Fatores de Transcricao bHLH em vitis spp.: Caracterizagdo e Modulacao

Transcricional Sob Inoculacao Bacteriana.

iITAK-transcription Factor http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi
Database

Phytozome database https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#

PINTFDB http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/
Pfam pfam.xfam.org

UniProt https://www.uniprot.org
DDBJ https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
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FATORES DE TRANSCRICAO bHLH: CARACTERIZACAO ESTRUTUBAL,
FUNCIONAL E PERFIL TRANSCRICIONAL EM VIDEIRA SOB INFECCAO DE
Xanthomonas citri
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Resumo

Fatores de Transcricao (FTs) bHLH representam a segunda maior familia de FTs em
vegetais e apresentam atuacdo reconhecida na regulacdo de diversos processos
bioldgicos, incluindo resposta a estresses abibticos e bidticos. A videira é das frutas
mais consumidas mundialmente, e no Brasil, seu cultivo é responsavel por
movimentar um grande volume de negocios anualmente, em especial na regido do
submédio do Vale do Sao Francisco (VSF). No entanto, a vitivinicultura vem
sofrendo perdas significativas devido ao cancro bacteriano, doencga ocasionada pela
bactéria Xanthomonas citri pv. viticola, para a qual ndo existem cultivares resistentes
disponiveis at¢é o momento. Dessa forma, este trabalho buscou realizar a
caracterizacdo gendmica estrutural e funcional de FTs bHLH em Vitis vinifera, bem
como gerar um perfil transcricional de genes candidatos diferencialmente expressos
frente a interacdo patogénica de Vitis spp. e X. citri. Foram identificados 102 FTs
bHLH possuindo dominios completos e motivos conservados, com 96 genes
distribuidos em 18 pseudocromossomos de videira, sendo o chr7 o mais abundante
com 12 genes mapeados. As proteinas bHLH exibiram variacdo de peso molecular e
pH, porém, todas apresentaram localizacdo subcelular predita no nucleo. O
fenograma apontou a classificacdo dessas proteinas em 25 subgrupos e um grupo
orfao, semelhantemente ao observado para essa familia génica em outras espécies
vegetais. Foram identificados 22 genes bHLH duplicados em tandem no genoma de
V. vinifera, o que indica que eventos de duplicacdo ocorreram ao longo do processo
evolutivo da espécie e que esses provavelmente foram responsaveis pela sua
diversificacdo. A andlise de enriquecimento dos promotores demonstrou que as
proteinas bHLH parecem exercer importante papel na sinalizagdo celular,
principalmente em vias mediadas por proteinas quinases e direcionadas ao
reconhecimento de patdégenos. Além disso, entre 0s processos biolégicos
enriquecidos sob controle dos bHLH, destacam-se vias hormonais, tais como acido
salicilico e acido jasménico, processos de reconhecimento e resposta a estimulos
bidticos, além da ativacdo do sistema inato de defesa, o que evidencia a importante
atuacao dos FTs bHLH na regulacdo das respostas de defesa da videira. O perfil de
expressdo in silico indicou que dos 102 bHLH identificados no genoma de Vitis
vinifera, 34 foram DEGs, com doze sendo induzidos do hibrido IAC-572, enquanto
foram néo significativos na cultivar Red Globe, comparativamente aos seus controles
nao inoculados. Os resultados sugerem que os FTs bHLH possuem um importante
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papel na resposta de defesa utilizada pela videira frente ao patdégeno bacteriano e
disponibilizam genes candidatos promissores para validacado por gPCR e posterior
aplicacdo em abordagens biotecnoldgicas ou programas de melhoramento genético

da espécie.

Palavras-chave: Cancro bacteriano, Defesa vegetal, RNA-Seq, Vitis vinifera.

Introducéao

Na natureza as plantas estdo naturalmente propensas a sofrer diversos tipos
de estresses, sejam bidticos ou abidticos, e para sobreviver a tais condigdes,
utilizam mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e moleculares como estratégias de
resposta aos diferentes estresses (Sun et al.,, 2015). Os FTs atuam como
reguladores das principais vias de ativacdo e/ou repressdo da expressdo génica,
desempenhando papéis importantes no crescimento, desenvolvimento e resposta
vegetal a condicbes estressantes (Tian et al.,, 2020), sendo a maior parte dos
processos bioldgicos controlados transcricionalmente por FTs em nivel celular
(Wang et al., 2018).

Os fatores de transcricao (FT) basic Helix-Loop-Helix (bHLH) sdo comumente
envolvidos na resposta a estresses abidticos, como frio (Feng et al., 2012),
salinidade (Yu et al., 2021), e sinais hormonais (Friedrichsen et al., 2002), bem como
na regulacao da biossintese de antocianina (Hu et al., 2016), entre outros processos.
Os FTs bHLH tém seu nome derivado do dominio HLH altamente conservado, o qual
contém cerca de 60 aminoacidos, e € composto estruturalmente por uma regido
basica (basic) e uma hélice-alca-hélice (Helix-Loop-Helix) na regidao HLH (Feller et
al., 2011). Ainda pouco se conhece sobre a funcado dos bHLH em espécies vegetais
sob estresses bidticos, e especialmente em videira, onde existem apenas dois
estudos recentes, conduzidos por Gao et al. (2019) e Liu et al. (2020), que relataram
a atuacao dessa familia génica frente a infeccées de fungos causadores do oidio e
mildio (Elsinoe ampelina e Plasmapora viticola), respectivamente.

A videira € uma das culturas agricolas mais importantes do mundo, sendo
cultivada na maior parte do globo terrestre. No Brasil, sua producdo ocorre
principalmente nas regifes Sul e Nordeste, destacando-se a regido do Submeédio do
Vale do Sao Francisco (Pernambuco e Bahia), onde sua producéo pode resultar em

mais de duas safras por ano. No entanto, com o surgimento do cancro bacteriano,
52



GRANGEIRO, C.C.C. (2021) Caracterizagdo molecular e perfil transcricional de fatores de transcri¢céo

bHLH em videira sob estresse bidtico.

causado pela bactéria Xanthomonas citri pv. viticola, o cultivo da videira ficou
bastante comprometido nessa regidao (Gama et al., 2018). Até o momento ndo se
tem conhecimento de fontes de resisténcia para X. citri e os métodos de controle
utilizados rotineiramente apenas minimizam as perdas severas ocasionadas pelo
patdogeno. Nesse sentido, o desenvolvimento de cultivares resistentes representa
uma alternativa promissora para o controle efetivo da doenga e 0s avangos recentes
nas abordagens biotecnologicas e de melhoramento genético devem acelerar esse
processo.

Dessa forma, o presente trabalho buscou selecionar e caracterizar FTs bHLH
no genoma de Vitis vinifera, além de identificar genes diferencialmente expressos
(DEGs) no transcriptoma de Vitis spp. sob inoculagéao de X. citri, afim de selecionar
genes candidatos que possam conferir resisténcia a doenca visando aplicacdo em

abordagem biotecnoldgica como transgenia e de edicédo de genes.

Material e Métodos

Material vegetal e imposi¢cao do estresse

O experimento visando a geracdo das bibliotecas de RNA-Seq foi conduzido
na Embrapa Semiarido em Petrolina, Pernambuco, Brasil usando clones da cultivar
Red Globe (susceptivel ao cancro bacteriano) e do hibrido IAC-572 (resultante do
cruzamento entre o porta-enxerto 101-14 MGT [Vitis riparia X Vitis rupestres] e Vitis
caribaea), considerado moderadamente resistente ao cancro bacteriano. As plantas
foram propagadas por estaquia, sendo cultivadas em potes plasticos de 5 L, com
substrato composto por proporgdes iguais de solo do tipo argiloso e vermiculita, sob
condi¢Bes controladas [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% ymoles].

Apdés 30 dias de cultivo, as plantas sadias de ambos os acessos foram
selecionadas e divididas em dois grupos: (1) Controle — plantas inoculadas com
agua destilada esterilizada; (2) Tratamento - plantas inoculadas com a bactéria X.
citri (isolado Xcv117), A inoculagdo bacteriana 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). As coletas foram
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realizadas em quatro tempos distintos: (I) 90 minutos, (II) 6 horas, (lll) 24 horas e
(IV) 48 horas ap6s a inoculacéo. Os tecidos foliares foram coletados, imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80° C. Para a

montagem do transcriptoma foi utilizado o material coletado em 90 minutos.

O desenho experimental adotado foi em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em arranjo fatorial de 2x4 (acessos x tratamentos - periodo de inoculagéo)
com trés réplicas biolégicas para cada grupo (controles e tratamentos), totalizando
48 unidades experimentais. Cada réplica bioldgica foi composta por duas plantas por

vaso.

Extracdo de RNA, construcéo das bibliotecas de RNA-Seq, sequenciamento e

sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi realizada a partir da associacdo do protocolo
CTAB-Acetato (Zhao et al., 2012) e do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega)
utilizando aproximadamente 200 mg de tecido foliar e tratamento de DNAse. As
amostras foram analisadas quanto a sua pureza, concentracdo e integridade em
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific), fluorimetro Qubit (Life
Technologies) e Bioanalyser (Agilent Technologies), respectivamente. Parte do RNA
total extraido (5 pg) foi enviado para a construgdo das bibliotecas de RNA-Seq e
sequenciamento no Centro de Gendmica Funcional ESALQ/USP utilizando a
plataforma HiSeq2500 (lllumina), paired end (2 x 100 bp), empregando-se 0s
seguintes kits: TruSeq Stranded mRNA Library Prep (20020594; Illumina), TruSeq
RNA Indexes Set A e B (20020492 e 20020493; lllumina) e HiSeq Rapid PE Cluster
Kit v2 (PE-402-4002; Illumina). O restante do RNA total (5 pg) foi utilizado para a
construgéo de bibliotecas de cDNA, com volume final de 100 uL. A sintese de cDNA
foi realizada utilizando o GoScript Reverse Transcription System (Promega)

seguindo as instrucdes do fabricante.

Andlise de qualidade do sequenciamento e montagem das bibliotecas

O controle de qualidade das bibliotecas sequenciadas foi feito pelo FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). O software STAR (Dobin
et al., 2013), versdo 2.4.0, foi utilizado para as etapas de alinhamento e

mapeamento do transcriptoma. A anotacdo primaria dos transcritos foi realizada
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contra varios bancos de dados — NCBI, UniProt, InterPro e Gene Ontology — por
meio do uso da ferramenta blast. A analise estatistica dos genes diferencialmente

expressos foi feita através do pacote DESeq2 (Love et al., 2014) do software R.

Identificacéo e caracterizacdo de genes bHLH

As sequéncias sondas (seed sequence) correspondentes aos genes de
interesse foram localizadas em bancos de dados publicos (NCBI e Uniprot), sendo
conduzido posteriormente um alinhamento via tBLASTn contra o genoma de Vitis
vinifera 12X disponivel no Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/). Foram
considerados validos, os alinhamentos com e-value menor ou igual a e®. Para
verificar a integridade das sequéncias quanto a presenca de dominio funcional, uma
busca foi realizada com auxilio do Batch CD-search

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi). Adicionalmente, foram

realizadas predi¢6es do peso molecular a partir do software JVirGel 2.0 (Hiller et al.,

2006), ponto isoelétrico utilizando o Isoeletric Point Calculator (http://isoelectric.orq),

e por fim, a localizacdo subcelular identificada por meio do Cell-PLoc 2.0 (Chou e
Shen, 2010).

Identificacdo de motivos e andlise fenética

Para identificar os motivos conservados nas sequéncias de bHLH foi utilizada
a ferramenta online Multiple EM for Motif Elicitation - MEME, versdo 5.3.3

(https://meme-suite.org/meme/tools/meme). As sequéncias proteicas foram

inseridas, adotando-se 0s seguintes parametros: Any number of repetitions, find
three motifs and Maximum width 70, com demais parametros default. Além disso, foi
realizado um alinhamento multiplo das sequéncias no MEGA 7.0 (Kumar et al.,
2016), com visualizacéo dos residuos conservados pelo programa Jalview. Arvores
fenéticas foram geradas visando compreender a organizacdo dos diferentes bHLH
identificados, por meio do alinhamento de sequéncias de V. vinifera e V. davidii (Li et
al.,, 2021) no MEGA 7.0, utilizando o método de Neighbor-Joining adotando os
seguintes parametros: pairwase deletion, 1000 replicatas de bootstrap e p-distance.
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Localizacdo cromossdmica e analise de duplicacéo

A localizacdo dos genes VvbHLH nos 19 cromossomos da videira foi obtida a
partir das informacdes disponiveis para o genoma de V. vinifera no banco de dados
Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov). Para a identificacdo de duplicacdo em
tandem foi utilizada a definicdo de Riechman et al. (2000) que considera como

repeticdo em tandem os genes que estejam entre uma distancia de 50 kb.

Andélise de promotores e anotacdo GO

Inicialmente, foi realizada uma busca no genoma de V. vinifera por todas as
regides promotoras reconhecidas para bHLH. Para isso, os 1000 nucleotideos que
antecedem cada um dos 26.346 genes de V. vinifera foram utilizados para uma
busca de promotores, por meio do uso de 54 diferentes PFMs (Position Frequency
Matrix) relacionados a bHLH de plantas, as quais foram selecionadas no banco de

dados JASPAR (http://jaspar.genereq.net/). As matrizes relacionadas as PFMs foram

entdo confrontadas contra o genoma de V. vinifera por meio do algoritmo MOODS,

disponivel no github (https://github.com/ihkorhonen/MOODS). Os genes que

apresentaram regido promotora regulada pelos bHLH foram submetidos a analises
de enriquecimento (Enrichment analysis tool) no GO Consortium, com distribuicéo

via Panther Classification System (http://pantherdb.org/), com o objetivo de

determinar quais processos sao majoritariamente regulados pelos FTs bHLH em

videira.

Anélise de expresséo in silico

As sequéncias VVvbHLH caracterizadas no genoma de V. vinifera foram
alinhadas via BLAST contra o transcriptoma da Vitis spp. para identificagéo do perfil
de expressao in silico. Mapas de calor (Heatmaps) foram construidos com base nos
valores de modulacdo (Log2FC) obtidos na comparagcédo das bibliotecas de RNA-
Seq, por meio do software Cluster 3.0, com visualizacédo gerada no TreeView (Page,
1996). Foram considerados como DEGs os transcritos que possuiam Log2FC >0.5

ou <-0.5 e p-value < 0.05).
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Resultados

Mineracdao e caracterizacao dos FTs bHLH

Foram identificados 221 genes candidatos no genoma de Vitis vinifera, com
similaridade as sondas utilizadas, os quais tiveram seus dominios analisados para
confirmacgéo da presenca e integridade do dominio bHLH. ApGs a remogéo de genes
candidatos com dominio bHLH ausentes ou incompletos, restaram 102 FTs VvbHLH
com o dominio caracteristico conservado. Os genes foram entdo mapeados nos 19
pseudocromossomos de V. vinifera e renomeados para VvbHLHO1 a VvbHLH102 de

acordo com a sua posigao.

Propriedades fisico-quimicas e localizagc&do subcelular

O ponto isoelétrico predito para as proteinas bHLH apresentou grande
variacdo de pH (4.5 a 9.8), com 56% dos genes demonstrando afinidade acida e os
demais variando entre pH neutro e alcalino (19% e 25%), respectivamente. O peso
molecular observado também foi diversificado, com proteinas variando de 10,19 kDa
a 69,30 kDa (Figura 1). Todas as proteinas apresentaram localizacdo predita no

nacleo celular, como esperado para FTs.

Isoelectric point vs. molecular weight for all proteins
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Figura 1. Ponto isoelétrico e peso molecular preditos para as proteinas bHLH de
videira. Cada ponto observado no gréafico representa uma sequéncia candidata.
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Analise de motivos conservados, fenograma e perfil de expresséao in silico

Foram identificados trés motivos conservados nas sequéncias de VvbHLH,
com os motivos um e dois correspondentes ao padrdo caracteristico da familia
génica bHLH, representado por uma regido béasica, e similar ao padrédo estrutural
hélice-alca-hélice da familia (Figura 2A). Além disso, foi possivel observar a
presenca de 20 residuos de aminoacidos conservados na maioria das sequéncias
analisadas, com excecdo das proteinas VvbHLH10, VvbHLH11, VvbHLH36,
VVbHLH37, VVbHLH62 e VVvbHLH64, que possuem uma menor conservagdo de
residuos quando comparadas as demais (Figura 2B), corroborando ao verificado em
estudos anteriores com FTs bHLH de outras espécies vegetais.

Na regido basica, destacam-se a Histidina (H-1), Acido Glutamico (E-5) e trés
Argininas (R) nos sitios seis, oito e nove, ja na primeira hélice, Isoleucina ou Leucina
(I ou L-12), Asparagina (N-13), Leucina (L-22), Valina (V-23) e Prolina (P-24). Por
sua vez, na regido da alca foram observados dois residuos conservados, Lisina (K-
28) e Acido aspartico (D-30), presentes na maioria das proteinas. A segunda hélice
agrupou a maior parte dos residuos de aminoacidos conservados, incluindo Lisina
(K-31), Alanina (A-32), Serina (S-33), Leucina (L-35), Tirosina (Y-41), Lisina (K-43) e
Leucina (L-45) (Figura 2A).
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Figura 2. Alinhamento de sequéncias proteicas dos FTs bHLH de Vitis vinifera. (A)
Aminoécidos conservados. (B) Dominios conservados. As estrelas indicam residuos
altamente conservados identificados previamente na literatura.

A arvore fenética foi construida utilizando como parametro de identificacdo
sequéncias alinhadas de V. davidii (VdbHLH) e VvbHLH. Baseado na classificacédo
de V. davidii foram identificados 25 subgrupos e um grupo 6rfao (sequéncias que
ndo agruparam em nenhum dos subgrupos). O subgrupo XII agrupou 14 membros
VVbHLH, enquanto que o XV, Vlla, Il e IVd apenas um. Por sua vez, o subgrupo IVa

agrupou oito sequéncias de ambas as espécies (Figura 3).
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Figura 3. Arvore fenética construida com sequéncias de proteinas de VvbHLH e V.
davidii.

Dos 25 subgrupos identificados, o XII destacou-se como o mais abundante, e
ao analisar a estrutura dos motivos, observou-se que todos os membros desse

subgrupo possuem o0s trés motivos caracteristicos da familia bHLH bem
conservados (Figura 4).
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Figura 4. Arvore fenética, analise de motivos e perfil de expresséo de FTs bHLH de
Vitis spp. sob inoculagdo por Xanthomonas citri. Cada ramo colorido representa um
grupo distinto e as sequéncias que possuem asterisco apresentam Log2FC >0.50 e
<-0.50. Os blocos de motivos conservados em vermelho, azul e verde representam a
Logo 1, 2 e 3, respectivamente.
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O subgrupo Ib foi o segundo mais abundante da analise, com 12 membros
VVbHLH, e dois motivos conservados foram identificados em 11 membros, com o
membro restante apresentando apenas 1 motivo conservado em sua sequéncia, 0
gue aponta para uma discreta diversificacdo entre os membros dessa familia génica
e sugere que os mesmos podem ter sofrido eventos evolutivos. No entanto, em sua

maioria, os VvbHLH demonstraram caracteristicas estruturais bem conservadas.

A analise de expressao in silico indicou que dos 102 bHLH identificados no
genoma de Vitis vinifera, 34 mostraram-se diferencialmente expressos (Log2FC
>0.50 e <-0.50) ap6s 90 minutos de inoculacdo com X. citri (Figura 4). Desses, 12
estavam induzidos no hibrido IAC-572 (resistente) e apresentaram expressao
constitutiva ou foram reprimidos na cultivar Red Globe (susceptivel). Além disso,
cinco apresentaram indugdo no acesso susceptivel e foram n&o significativos ou
reprimidos no resistente. Por fim, um DEG bHLH foi induzido em ambos o0s acessos
(Figura 4).

Quando adotado o valor padrao de modulagéo (Log2FC >1 e <-1), o painel de
candidatos se torna mais restrito (com apenas oito DEGS), porém, com expressao
diferencial exclusiva no hibrido IAC-572, sendo trés induzidos (VvbHLH25,
VVbHLH12 e VVvbHLH46) e cinco reprimidos (VvbHLH09, VvbHLH28, VvbHLH44,
VvbHLH68 e VvbHLH77) (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de expresséo in silico (Log2FC >1 e <-1) dos FTs bHLH de Vitis spp.
sob inoculagao por Xanthomonas citri.
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Localizagcdo cromossomica e duplicacao génica

A ancoragem dos FTs bHLH no genoma de Vitis vinifera demonstrou que 96
genes foram mapeados em 18 dos 19 pseudocromossomos, com alguns formando
clusters, enquanto seis genes (VvbHLH97 — VWbHLH102) ndo foram mapeados em

nenhum cromossomo (Figura 6). A quantidade de genes por cromossomo variou de
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Figura 6. Representacao esquematica dos 18 pseudocromossomos de videira com a
localizacédo de 96 genes bHLH. Os genes que formaram clusters estéo identificados
com uma barra ao lado.

Doze genes foram mapeados no pseudocromossomo sete, 0 mais
representativo, seguido do chrl, chrl7 e chrl8 com nove genes em cada. Um gene
foi mapeado nos chrl0 e chrl9, enquanto que o chr9 ndo ancorou nenhum gene.
Pode-se observar que os pseudocromossomos que possuem uma quantidade maior
de genes demonstram uma leve tendéncia de localizacdo em regides terminais,
como verificado nos chr7, chrl?7 e chrl8 (Figura 6).

De acordo com o critério utilizado para a identificacdo de duplicacdo em
tandem, foram mapeados 22 genes em tandem presentes nos cromossomos 1, chr7,

chr8, chrl5, chrl6, chrl7 e chrl8. Os 22 genes duplicados formaram nove clusters
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gue estéo identificados com barras roxas na figura 6. Uma vez que a duplicacdo em
tandem é considerada um dos mecanismos responsaveis pela expansao de familias
génicas, os dados sugerem que estes genes possivelmente sofreram duplicacdo em
algum momento da evolucdo da espécie, como também podem ter levado a uma

neofuncionalizacao (aquisi¢cao de novas funcdes).

Ontologia Génica (GO) de proteinas VvbHLH

Para melhor compreender a funcdo dos bHLH na regulagdo da expressao
génica, foi realizada a identificacdo de regides promotoras reconhecidas por esta
familia génica, observando os processos enriquecidos e consequentemente mais
regulados pelos VvbHLH. Foi identificado um total de 5019 genes regulados pelos
genes VVbHLH (correspondendo a cerca de 20%), a partir da analise de
enriguecimento, foi possivel determinar que o0s processos biolégicos mais
enriquecidos corresponde a deteccdo de bactéria, bem como a atividade de
proteinas quinases, evidenciando que membros bHLH parecem exercer importante
papel na sinalizacdo celular, principalmente em vias mediadas por proteinas

quinases e direcionadas ao reconhecimento de patégenos (Figura 7).
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Figura 7. Anotacao funcional via Ontologia Génica (GO) de genes VvbHLH e andlise
de enriquecimento de promotores (A) Processos bioldgicos, (B) Fungdo Molecular e
(C) Classe proteica.

Ao analisar os processos bioldgicos mais enriquecidos sob controle dos
bHLH, notou-se que além de vias hormonais, tais como acido salicilico e &cido
jasménico, os processos de reconhecimento e resposta a estimulos biéticos, o
reconhecimento de outros organismos, resposta a herbivoria, além da ativacdo do
sistema inato de defesa foram os mais representados. Este dados apontam para

uma importante regulacdo de FTs bHLH em processos de defesa e sinalizadores
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celulares, como as proteinas quinases, bem como evidenciam o envolvimento dessa

familia génica na resposta inicial da videira frente ao patdgeno bacteriano.

Discusséo

Identificacéo de genes bHLH

Dada sua importancia na regulacéo transcricional, bem como sua atividade no
desenvolvimento vegetal, respostas a estresses, etc (Nath et al., 2019), os fatores
transcricionais possuem grande destaque. Os membros da familia bHLH,
representam um grupo diversificado entre os vegetais, com 102 genes identificados
neste trabalho para V. vinifera. Resultados similares foram obtidos por Wang et al.
(2018), que identificaram e caracterizaram funcionalmente 94 FTs bHLH em videira,
avaliando o potencial de atuacdo dessa familia génica frente a estresses abibticos
(seca e frio) e na biossintese de metabdlitos secundarios (antocianinas e
flavonoides). Recentemente, Gao et al. (2019), identificaram 126 FTs bHLH e os
classificaram em 24 subfamilias com base em andlises filogenéticas, incluindo
homologos de outras espécies vegetais (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e
Populus trichocarpa).

Por outro lado, observa-se que o numero de bHLH identificados em outros
vegetais € bastante variavel, sendo superior ao verificado em nosso estudo em
espécies como tomate (Sun et al., 2015), maca (Mao et al., 2017), batata (Wang et
al., 2018) e melao (Bai et al., 2020) (159, 188, 124 e 118), e inferior em pera, Ginkgo
biloba e cereja doce, que possuem 95, 85 e 66 FTs bHLH, respectivamente (Zhang
et al.,, 2018b; Zhou et al.,, 2020; Shen et al., 2021), variagdo provavelmente
relacionada a diferencas no tamanho do genoma ou ocasionadas por eventos

evolutivos, como a duplicacdo gendmica.

Residuos de aminoacidos conservados no dominio bHLH e sua capacidade de

ligacdo ao DNA

As proteinas bHLH séo caracterizadas pela presen¢ga de um dominio bHLH
altamente conservado que confere a funcao de ligacdo ao DNA, interacéo proteina-
proteina e regulacéo transcricional em vias de desenvolvimento (Murre et al., 1994).

O dominio bHLH possui cerca de 60 aminoacidos e é composto por uma regido
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basica e uma hélice-loop-hélice, a regido basica € bem conservada e tem como
funcdo a ligacdo especifica do DNA a sequencias com determinados aminoécidos
conservados, facilitando a ligacdo das proteinas ao cis elemento conhecido como E-
box (5'-CANNTG-3") (Gao et al., 2019).

Ao analisar o dominio conservado das VvbHLH identificamos a regido basica
e a hélice-alca-hélice bem definidas, e uma composi¢cdo de 50 aminoécidos,
similarmente ao encontrado em Dendrobium officinale (orquidea) e Solanum
melongena (beringela), com 55 e 54 amino&cidos, respectivamente (Wang e Liu,
2020; Tian et al., 2019), e menor que em milho e banana (63 e 79 aminoacidos)
(Zhang et al., 2018a; Wang et al., 2020). Em nosso estudo, foram identificados 23
residuos conservados com identidade superior a 50%, além de cinco residuos
presentes na regido basica e 18 na hélice-alca-hélice. Trés residuos (Arg-8, Arg-9 e
Leu-45) se destacaram como altamente conservados, apresentando 89, 89 e 93%
de identidade, respectivamente, corroborando ao observado em D. officinale, que
apresentou identidade de 89% para Arg-16 e de 91% para Leu-55 (Wang e Liu,
2020), o que demonstra o quanto o FT bHLH é conservado em diversas espécies de
vegetais.

Foram verificados trés residuos de Arginina (R) altamente conservados em
nosso trabalho, os quais segundo Atchley et al. (1999) ocorrem em uma frequéncia
superior a 90%. Além disso, identificamos um motivo HER bem conservado, como
observado em proteinas bHLH de banana (Wang et al., 2020), milho (Zhang et al.,
2018a), pera (Zhang et al., 2018b) e Ginkgo biloba (Zhou et al., 2020). O motivo
HER (His-Glu-Arg) é bem conservado na regido basica do dominio bHLH e esta
presente em mais de 50% dos vegetais, e 0 mesmo esta relacionado a capacidade
de ligacdo ao DNA (Atchley e Fitch, 1997; Massari e Murre, 2000; Toledo-Ortiz et al.,
2003). Por fim, observamos residuos de Leucina (L) na hélice um e dois altamente
conservados, os quais de acordo com Simionato et al. (2007) foram fundamentais
para a formacdo de dimeros em proteinas PAR1 de Arabidopsis. Motivos que
possuem a proteina HLH naturalmente formam homo ou heterodimeros com outras
proteinas bHLH, o que € essencial para o reconhecimento e especificidade da
ligacdo ao DNA (Brownlie et al., 1997; Carretero-Paulet et al., 2010).
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Localizacdo cromossdémica

A videira é uma das culturas agricolas mais antigas ja registradas pelo
homem, e desde entdo suas espécies tém sofrido eventos evolutivos naturais,
principalmente devido a polinizagdo cruzada, o que acarreta em mudancgas em nivel
génico de individuos, e consequentemente na espécie ao longo do tempo. Estudos
genéticos sugerem que eventos de duplicacdo génica seja uma das principais
causas da expansdo de familias génicas, sendo a duplicagdo em tandem e
segmentar as mais comuns (Cannon et al., 2004). Eventos de duplicacdo que
originam genes presentes em um mesmo cromossomo sao identificados como
duplicagdo em tandem, por sua vez, as duplicacbes segmentares ocorrem quando
genes sao identificados em cromossomos diferentes (Li et al., 2017).

Riechmann et al., (2000) propuseram a definicho de que um evento de
duplicacdo em tandem ocorre quando em uma regido cromossémica com menos de
50 kb dois ou mais genes sdo mapeados. Nesse sentido, ao analisar os VvbHLH
identificamos um total de 22 eventos, presentes nos cromossomos um, sete, oito,
15, 16, 17 e 18. Curiosamente, no chrl6 e 18 foi observada uma repeticio em
tandem contendo trés genes bHLH (Chrl6 — VvbHLH73, VvbHLH74 e VVbHLHT75;
Chrl8 — VvbHLH91, VvbHLH92 e VvbHLH93). Além disso, observamos que apenas
0S genes em tandem presentes nos cromossomos 16 e 17 estdo agrupados no
mesmo subgrupo Ib de acordo com a arvore fenética (Figura 3), com os demais
clusters de repeticbes mapeados em grupos distintos, possivelmente resultado de
eventos secundarios de translocacdo reciproca ou de insercdo. Resultados
semelhantes foram relatados por Wang et al. (2015), que avaliaram a distribuicéo
gendmica de FTs bHLH em tomate, e Li et al. (2017), analisando FTs Homeobox de
videira, sugerindo que a duplicagcdo génica possivelmente causou uma alteragéo
estrutural significativa na sequéncia dessas proteinas, a ponto de as agrupar em
cromossomos distintos, e que podem, inclusive, ter conferido novas fungdes a esses
membros bHLH.

Classificagcao das proteinas VvbHLH baseada na similaridade fenética e analise

de motivos

A familia bHLH estd presente em diversos organismos compreendendo
aproximadamente 26 subfamilias descritas. Em nosso estudo foram identificados 25

subgrupos, similarmente ao encontrado em tomate e A. thaliana, com excecao do
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subgrupo XIV (Wang et al., 2015; Pires e Dolan, 2010). Em todos os subgrupos
observou-se uma quantidade variada de membros. Levando em consideragao a alta
conservacao das proteinas bHLH, dois motivos especificos foram foco da nossa
investigacdo, o dominio bHLH, que foi identificado na juncdo dos logos um e dois, e
o terceiro motivo conhecido como non-bHLH, rotineiramente relatado nessa familia
génica.

Estudos sugerem que as proteinas bHLH datem de mais de 1 bilh&do de anos,
0 que resultou em subgrupos bem conservados, como o IVc, que agrupa uma
proteina oriunda de uma alga cloroéfita milenar (Pires e Dolan, 2010). Ainda podemos
observar que o dominio bHLH encontra-se conservado na maioria de seus
membros. Aproximadamente 28 motivos non-bHLH ja foram relatados para vegetais,
e em nosso estudo, os mesmos foram agrupados em clusters distintos, como
observado para os grupos IX, Xl e Xll. O subgrupo IVb agrupou apenas quatro
proteinas VvbHLH, com duas destas presentes no mesmo ramo (logo 2 — hélice-
alca-hélice), sendo o mesmo néo identificado em Arabidopsis (Pires e Dolan, 2010).
Em videira, Gao et al. (2019) identificaram 3 proteinas neste subgrupo.

O grupo Xll foi o mais abundante com 14 VvbHLH, seguido pelo Ib com 12
membros, semelhantemente ao identificado por Gao et al. (2019), em videira (16 e
14). Ainda identificamos cinco subgrupos (lll a+c, lllb, IVc, Va e XV) com numero de
membros semelhantes entre V. vinifera, V. davidii, O. sativa e A. thaliana —,
indicando que ndo ocorreu uma grande expansao nos genes destes grupos (Gao et
al., 2019) Em contrapartida, os subgrupos X e Xlll ndo agruparam nenhum membro
VVbHLH, mas em A. thaliana estes mesmos subgrupos possuem quatro sequéncias
(Heim et al., 2003).

Ao analisar os cinco membros VvbHLH do grupo XV notamos que quatro
deles constituiam-se das menores ORF’s (90, 90, 91 e 92 aa), o que pode sugerir
gue ndo houve uma grande expansdo nas proteinas desse subgrupo ao longo do
tempo. Em contraste, notou-se que o quinto membro VvbHLH36 possui apenas a
logo correspondente a regido basica, e uma ORF de 403 aminoéacidos, indicando
gue o mesmo pode ter sofrido duplicacdo segmentar, semelhantemente ao relatado
em A. thaliana (Toledo-Ortiz et al., 2003) e arroz (Li et al., 2006).
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Analise in silico de transcritos VvbHLH diferencialmente expressos e anotacao
GO

FTs bHLH séo responsaveis por regular diversos processos nos vegetais,
como o de desenvolvimento da planta, incluindo carpelos, anteras, células
epidérmicas e estbmatos (Pires e Dolan, 2010), processos metabodlitos como a
biossintese de alcaloides (Zhang et al., 2012) e de hormdénios, como o &cido
abscisico (ABA) (Abe et al., 2003), etileno, giberelina e acido jasmoénico (Fernandez-
calvo et al.,, 2011), como também na resposta a estresses abidticos como seca,
salinidade, luminosidade e deficiéncia em ferro (Wang e Lan, 2016; Castelain et al.,
2012). No entanto, estudos que reportem sua atuagéo sob estresse bidtico ainda séo
escassos, com relatos recentes de investigagdes envolvendo sua participagcdo na
resposta de defesa da banana contra o fungo Fusarium oxysporum f.sp cubense
(Wang et al., 2020), e em trigo, contra os fungos Fusarium pseudograminearum e
Zymoseptoria tritici (Wang et al.,, 2019). Em videira, a maioria das andlises
transcriptdbmicas desenvolvidas com FTs bHLH visaram investigar processos que
regulam a biossintese de antocianinas e flavonoides (Wang et al., 2018), estresses
hidricos (Catacchio et al., 2019) ou salinos (Upadhyay et al.,, 2018), trabalhos
envolvendo estresses bidticos séo restritos a infec¢cdo por fungos (Goncalves et al.,
2019; Liu et al., 2020).

Em nosso estudo, foram identificados 34 DEGs bHLH (Log2FC >0.50 e <-
0.50), sendo que a maioria dos genes candidatos apresentou inducdo exclusiva no
acesso moderadamente resistente a X. citri. FTs bHLH foram identificados como
uma das familias mais representativas em DEGs na videira em resposta a infeccao
ao fungo Plasmapora viticola, causador do mildio na videira (Liu et al., 2020). Gao et
al. (2019) avaliaram via qPCR 26 genes bHLH associados ao ataque dos fungos
causadores do mildio e oidio (Elsinoe ampelina) em videira e relataram a expresséo
diferencial de varios deles em diferentes érgéos (caule, folha, gavinha, raiz, flor e
fruto) e sob estresse hormonal (acido abscisico e metil jasmonato). Recentemente,
Liu et al. (2020) identificaram 1.091 e 849 DEGs em cultivares resistentes e
suscetiveis ao mildio, respectivamente, a partir de bibliotecas de RNA-Seq.

A analise de ontologia génica é dividida em trés principais categorias, funcéo
molecular, processos biolégicos e componentes celulares. A funcdo molecular
descreve a atividade bioquimica de um produto génico, incluindo ligacdes
especificas (Ashburner et al., 2000). No enriquecimento da funcao molecular, como
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esperado, as proteinas VvbHLH estavam relacionadas a atividades de ligacdo ao
DNA e em proteinas especificas, similarmente ao observado por Mao et al. (2017)
avaliando FTs bHLH em macéa sob estresse hidrico e salino. Com relacdo aos
processos biolégicos, o termo mais enriquecido para os FTs bHLH de videira foi a
deteccdo de bactéria e resposta a estimulos bidticos externos, confirmando a
atuacdo dessas proteinas frente ao estresse estudado. Wang et al. (2019) relataram
gue 0s processos mais enriquecidos observados para bHLH em trigo sob estresse
abiotico (calor, seca, frio e salino) e bidtico (Fusarium pseudograminearum e
Zymoseptoria tritici) foram processos celulares e metabdlicos. Por sua vez, Wang et
al. (2018) reportaram o termo “processos biossintéticos” como o0 mais enriquecido

para FTs bHLH avaliados em batata sob estresse causado por calor, sal e seca.

Consideracgdes Finais

o Neste estudo, FTs bHLH foram caracterizados estruturalmente e
funcionalmente através de ferramentas de bioinformatica objetivando
identificar genes candidatos promissores para aplicagdo em programas de
melhoramento genético visando resisténcia ao cancro bacteriano da videira
causado por Xanthomonas citri. Bibliotecas de RNA-Seq geradas a partir de
duas cultivares de videira submetidas a inoculagdo com X. citri em tempo
precoce (90 minutos) foram utilizadas para selecionar genes alvos envolvidos
no processo de defesa da planta ao patdgeno bacteriano.

o Do ponto de vista genbmico, em sua maioria, os VvbHLH demonstraram
caracteristicas estruturais bem conservadas, apresentando dominios integros
e motivos caracteristicos da familia génica.

o A avaliacdo de eventos de duplicacdo génica demonstrou que essa familia
provavelmente teve uma expanséo no decorrer de sua evolugao.

o As andlises funcionais forneceram evidéncias da atuacdo dos FTs bHLH na
interagcdo entre a videira e X. citri, com enriquecimento de promotores
relacionados a sinalizacao celular, em vias mediadas por proteinas quinases
e direcionadas ao reconhecimento de patdgenos. Entre 0sS processos
biolégicos enriquecidos sob controle dos bHLH, destacaram-se as vias dos
fitohormdnios SA e JA, percepc¢do e resposta a estimulos bidticos, e ativacdo

do sistema inato de defesa, apontando que as principais vias reguladas por
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FTs bHLH relacionam-se diretamente com respostas imunoldgicas da videira
a condicao estressante.

o O perfil de expressdo demonstrou a modulacdo de varios genes candidatos
bHLH na resposta precoce da planta frente a infeccdo bacteriana,
especialmente no acesso moderadamente resistente, reforcando o potencial
desses FTs como alvos biotecnolégicos para manipulacdo genética em
acessos de videira susceptiveis ao cancro bacteriano ou em outras espécies
Importantes agronomicamente acometidas pela doenga.

o Os resultados aqui apresentados ampliam o conhecimento acerca dos
mecanismos de defesa da espécie contra X. citri e confirmam a participacao
de FTs bHLH nas condi¢cdes analisadas, sendo de grande importancia para

aplicacdo em programas de melhoramento da videira.
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