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SAR - Resisténcia adquirida sisttmica

SPR - Ressonéancia plasménica de superficie
TAE - Tris-Acetato-EDTA

TFA - Acido triofluracético

TY - Tryptone yeast

Xcc - Xanthomonas campestris pv. campestris
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RESUMO

A fim de controlar a prodriddo negra das brassicas causada por Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc), ferramentas biotecnoldgicas e nanotecnoldgicas foram utilizadas neste
estudo em trés etapas. Na primeira etapa, metabdlitos concentrados extraidos de Rhizobium
tropici (MC-RT) foram utilizados na inducdo de genes relacionados com defesa. Plantas de
repolho foram cultivadas em casa de vegetacdo e aos 21 dias ap0s a semeadura foram
pulverizadas com solucdo de MC-RT a 1% nas folhas ou na raiz. As partes aérea e radicular
foram coletadas separadamente no dia 0 (condicao controle), 24 e 48 h ap6s o tratamento (hat)
e submetidas a extracdo de RNA para analise por RT-qgPCR de 8 genes relacionados com
defesa. Os resultados mostraram que MC-RT aplicado nas folhas tem efeito protetor mais
duradouro e sisttmico na planta. Os resultados obtidos enfatizam o potencial biotecnol6gico
do uso de MC-RT atuando como um elicitor de respostas de defesa ativas em plantas,
podendo contribuir expresivamente para o controle da podriddo negra das bréssicas. Na
segunda etapa foi realizada a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando
extratos aquosos de folhas de repolho, Arabidopsis, neem e noni, além de extratos aquosos de
partes do fruto de noni (casca ou polpa/semente), como agentes redutores e estabilizantes. As
reaces de sintese de AgNPs foram realizadas em 6 diferentes concentragdes de extratos em
solugdes aquosas de nitrato de prata (AgNOgz), a 1 mM final, totalizando 42 amostras de
AgNPs, das quais 14 foram selecionadas, de acordo com seu didametro hidrodinamico (DH),
indice de polidispersidade (Pdl) e potencial Zeta (ZP) e entdo testadas in vitro para avaliar
suas atividades antibacterianas contra Xcc. As AgNPs que apresentaram a maior atividade
antibacteriana na concentracdo de 64 UM, apresentaram o menor DH, como as sintetizadas
com extrato aquoso da casca do fruto de noni (EACFN) na concentracdo de 60 mg/mL. Além
disso, plantas com gendtipos suscetiveis de B. oleracea foram tratadas com EACFN-AgNPs, e
a modulacdo positiva de genes biomarcadores relacionados a defesa foi obtida por gRT-PCR.
Plantas tratadas com EACFN-AgNPs a 64 uM quando desafiadas com Xcc apresentaram um
fendtipo mais tolerante, destacando-se que a aplicacdo de AgNPs parece desencadear uma
resposta efetiva de defesa da planta. O presente estudo revela o potencial das AgNPs em
direcionar a atividade antibacteriana e melhorar a defesa das culturas de plantas e, finalmente,
propbe uma abordagem alternativa interessante para combater a podriddo negra,
potencialmente extensivel a outros patossistemas. Na terceira etapa foi realizada uma analise
protedmica para compreender os mecanismos de a¢do de AgNPs em Xcc tratada com AgNPs
(32 uM), AgNOs (32 pM), ou sem tratamento (condigcdo controle). Posteriormente foi
realizada a extracdo de proteinas totais e as amostras foram submetidas a analise protedbmica.
Os resultados obtidos revelaram um total de 352 proteinas diferencialmente abundantes. Nas
amostras tratadas com AgNPs, 134 proteinas foram diferencialmente abundantes, incluindo
107 proteinas aumentadas e 27 diminuidas, nas amostras tratadas com AgNO3z foram 14
proteinas diferencialmente abundantes, incluindo 10 proteinas aumentadas e 4 proteinas
diminuidas, quando comparadas com a condi¢do controle. Por fim, quando as amostras
tratadas com AgNPs foram comparadas com as amostras tratadas com AgNOs, os resultados
mostraram 204 proteinas diferencialmente abundantes, incluindo 75 proteinas aumentadas e
129 proteinas diminuidas. A analise de ontologia génica mostrou que a maioria das proteinas
reguladas positivamente estavam envolvidas em importantes processos biolégicos, como
homeostase de ions metalicos, desintoxicacdo, organizacdo de membrana, processo
metabolico de aminoacidos e carboidratos, processo metabolico lipidico, proteoélise, transporte
transmembranar e outros. Os resultados obtidos trazem importantes contribuicdes para a
melhor compreensédo dos mecanismos de acdo de AgNPs em Xcc e poderdo contribuir para
0 desenvolvimento de estratégias de controle de Xcc em bréassica. No geral, todas as
estratégias utilizadas neste estudo contribuem para o controle da podriddo negra e podem
levar a reducdo do uso de agroquimicos.
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ABSTRACT

In order to control the black rot disease of cruciferous crops caused by Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc), biotechnological and nanotechnological tools were used in
this study. In the first stage of this study, concentrated metabolites extracted from Rhizobium
tropici (CM-RT) were used in the induction of defense-related genes. Cabbage plants were
cultivated in a greenhouse and 21 days after sowing were sprayed with a 1% CM-RT solution
on the leaves or roots. The aerial and root parts were collected separately on day 0 (control
condition), 24 and 48 h after treatment (hat) and submitted to RNA extraction for RT-gPCR
analysis of 8 defense-related genes. The results showed that CM-RT applied to the leaves has
a more lasting and systemic protective effect on the plant. The results obtained emphasize the
biotechnological potential of the use of CM-RT acting as an elicitor of active defense
responses in plants, which can significantly contribute to the control of black rot disease. In
the second stage of this study, the green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) was carried
out using aqueous extracts of cabbage leaves, Arabidopsis, neem, and noni, in addition to
aqueous extracts of parts of the noni fruit (peel or pulp/seed), as reducing and stabilizing
agents. AgNPs synthesis reactions were performed in 6 different concentrations of extracts in
aqueous solutions of silver nitrate (AgNO3), at 1 mM final, totalizing 42 samples, of which 14
samples of AgNPs were selected, according to their hydrodynamic diameter (HD),
polydispersity index (Pdl) and Zeta potential (ZP) and then tested in vitro to assess their
antibacterial activities against Xcc. The AgNPs that showed the highest antibacterial activity
at a concentration of 64 puM, had the lowest HD, such as those synthesized with aqueous
extract of noni fruit peel (AEPFN) at a concentration of 60 mg/mL. In addition, susceptible
B. oleracea plants were treated with AEPFN-AgNPs, and a positive modulation of defense-
related biomarker genes was obtained by qRT-PCR. Plants treated with AEPFN-AgNPs at 64
MM when challenged with Xcc showed a more tolerant phenotype, highlighting that the
application of AgNPs seems to trigger an effective plant defense response. The present study
reveals the potential of AgNPs to direct antibacterial activity and improve plant crop defense
and, finally, proposes an interesting alternative approach to combat black rot, potentially
extensible to other pathosystems. In the third stage of this study, a proteomic analysis was
performed to understand the mechanisms of action of AgNPs in Xcc treated with AgNPs (32
pMM), AgNOs (32 puM), or without treatment (control condition). The results obtained revealed
a total of 352 differentially abundant proteins. In samples treated with AgNPs, 134 proteins
were differentially abundant, including 107 increased and 27 decreased proteins. In samples
treated with AgNOg, there were 14 differentially abundant proteins, including 10 increased
and 4 decreased proteins, when compared to the control condition. Finally, when samples
treated with AgNPs were compared with samples treated with AgNQO3, the results showed 204
differentially abundant proteins, including 75 increased and 129 decreased proteins. Gene
ontology analysis revealed that most increased proteins were involved in important biological
processes such as metal ion homeostasis, detoxification, membrane organization, amino acid
and carbohydrate metabolic process, lipid metabolic process, proteolysis, transmembrane
transport and others. The results obtained bring important contributions to a better
understanding of the mechanisms of action of AgNPs in Xcc and may contribute to the
development of strategies to control Xcc in brassica. Overall, all the strategies used in this
study contribute to control black rot disease and could lead to a reduction in the use of
agrochemicals.
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1. INTRODUCAO GERAL

As cruciferas (brassicas) sdo de grande importancia agronémica e econdémica global e
incluem uma ampla gama de membros, como repolho, couve, brdcolis, e também uma grande
variedade cultivadas para preparo de condimentos e ornamentacdo (Rakow, 2004, Samec &
Salopek-Sondi, 2019). O maior fator limitante da produtividade das brassicas tem sido a
podrid@o negra, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), este fitopatogeno
¢ de facil disseminacdo, e causa danos severos na producdo e qualidade da cultura,
especialmente sob condic¢bes de clima quente e umido (Vicente et al., 2001b, Gupta et al.,
2013, Rubel et al., 2017). Para superar os efeitos da podriddo negra, controle quimico (Mishra
& Arora, 2012, Vicente & Holub, 2013), sementes certificadas e livres de doencas, uso de
cultivares resistentes (Nega et al., 2003) e a irrigacdo por gotejamento sdo geralmente
recomendadas (Li et al., 2017). Nas Ultimas décadas, agroquimicos tém sido utilizados como a
principal forma de prevencdo contra a podriddo negra. Contudo, 0 uso excessivo resulta em
aumento do custo de producéo, cepas resistentes a pesticidas, problemas de satide humana e
preocupacOes ambientais (Sexton et al., 2007).

Poucos sdo os defensivos estudados para o controle deste fitopatogeno. Nos Gltimos
anos, uma das abordagens mais promissoras para o controle de fitopatdgenos tem sido a
utilizacdo de estratégias de controle bioldgico e a inducdo de resisténcia a partir do emprego
de compostos bioativos ou substancias elicitoras de plantas, fungos, bactérias ou indutores de
resisténcia, quimicos sintéticos ou compostos naturais (Gonzalez-Hernandez et al., 2018,
Llorens et al., 2017a, Stangarlin et al.,, 2011). Recentemente, Marks et al. (2013b)
demonstraram que moléculas extraidas de Rhizobium tropici juntamente com inoculantes
portadores de rizobactérias foram capazes de aumentar o crescimento e a produtividade de
soja e milho, demonstrando o potencial biotecnol6gico. Além de promover o crescimento e

aumentar a produtividade de plantas, 0 uso dessas moléculas para o controle de doencas por
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meio da inducdo de resisténcia € um método que vem se revelando promissor (Silva et al.,
2013, Silva et al., 2007). Os indutores aumentam os niveis de resisténcia e ativam diversos
genes associados a defesa nas plantas, como os que codificam as enzimas peroxidases,
quitinases e beta-1,3-glucanases (Ramamoorthy et al., 2002).

Uma outra abordagem que tem recebido bastante destaque envolve o uso da
nanobiotecnologia, que oferece oportunidades promissoras quanto a utilizacdo de sistemas
nanoparticulados para a veiculagdo e liberacdo sustentada de biomoléculas, como RNA e
DNA. Nanomateriais apresentam caracteristicas que possibilitam uma vasta gama de novas
aplicacdes, incluindo o controle de pragas e patdgenos de plantas. A nanobiotecnologia
constitui uma éarea do conhecimento inovadora que tem aplica¢cdes potenciais na agricultura,
desempenhando um papel importante nas melhorias existentes no campo e até mesmo
oferecendo um novo conjunto de ferramentas para entrega de genes e bioativos (Nair et al.,
2010). Dentre os sistemas nanoestruturados, podem ser destacadas as nanoparticulas de prata
(AgNPs) produzidas por rotas de sintese verde que podem ser aplicadas em varias areas como
circuitos integrados, sensores, filtros, fibras, eletrodos celulares, agentes antimicrobianos e
indutores de resisténcia (Rolim et al., 2019, Nair & Chung, 2015). As AgNPs sdo capazes de
alterar a expressdo de genes relacionados com defesa, como superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Nair & Chung, 2015). Além disso, estudos
mostram que AgNPs sdo capazes de aumentar os niveis de pigmentos fotossintéticos, proteina
soltvel total e alterar as atividades da peroxidase (POD) e da polifenol oxidase (PPO) (Noha
etal., 2018).

Neste contexto, o presente estudo propde a anélise da inducdo de genes de defesa em
Brassica olerecea var. capitata apos a aplicacdo de metabdlitos concentrados de R. tropici
CIAT 899 (MC-RT) por RT-gPCR e a sintese, caracterizagdo e avaliagdo da atividade
bioldgica in vitro e in vivo de nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas utilizando extratos
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aquosos de plantas. Além disso, propfe a identificacdo de proteinas moduladas em X.
campestris pv. campestris e Brassica tratadas com AgNPs utilizando cromatografia liquida
acoplada & espectrometria de massa (LC-MS/MS). Espera-se com este trabalho desenvolver
estratégias inovadoras para o controle de X. campestris pv. campestris em brassica, podendo

ser extensivel a outras culturas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Brassica oleracea e Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)

A familia Brassicaceae &€ composta por aproximadamente 338 géneros e 3.709
espécies em todo o mundo (Warwick et al., 2006), onde o grupo Brassica tem o maior
impacto socioecondmico dentre todas as hortalicas populares para alimentacdo humana,
forragem, oleaginosas, antioxidante a base de dieta, compostos nutracéuticos para cancer, e
biocombustiveis (Hafidh et al., 2013, Zielinska et al., 2015). No género Brassica, seis
espécies (Brassica rapa, B. nigra, B. oleracea, B. carinata, B. juncea e B. napus) sdo
amplamente utilizadas em todo o mundo como forragem, sementes oleaginosas, condimentos
ou hortalicas. Trés delas (B. nigra, B. rapa e B. oleracea) sdo dipldides, enquanto as outras
trés sdo alotetraploides (Figura 1) (Liu et al., 2014). Dentre essas espécies destaca-se a B.
oleracea, uma espécie de planta diploide e agronomicamente importante, que abrange
variedades, incluindo repolho, couve-flor, brocolis, couve de bruxelas, couve-rabano e couve.
Dentre as variedades, a B. oleracea var. capitata (repolho) destaca-se por ser uma fonte
extremamente valiosa de acido fdlico, vitaminas (por exemplo, C, K, A), flavondides e célcio
(Gerszberg et al.,, 2015). Além disso, o repolho contém metabdlitos secundarios
(glicosinolatos) e aminoacidos que contribuem para suas reconhecidas propriedades anti-

inflamatorias e anticAncer (Hafidh et al., 2013, Zielinska et al., 2015). No entanto, muitas
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doengas de plantas contribuem para a diminui¢do quantitativa e qualitativa da producéo de

repolho, afetando o rendimento da planta e o valor nutricional.

Brassica nigra

BB
2n=16
Brassica juncea Brassica carinata
AABB BBCC
2n=36 2n=34
Brassica rapa Brassica napus Brassica oleracea
AA AACC CC
2n=20 2n=38 2n=18

Figura 1. RelacGes entre membros do género Brassica (triangulo). Baseado em: Liu S, Liu Y,
Yang X, Tong C, Edwards D, Parkin IAP et al (2014).

Os estresses abidtico e bidtico, tém impacto significativo na perda de qualidade e
quantidade do rendimento de repolho (Yi et al., 2013), levando a busca por alternativas para o
controle de patdgenos sobretudo aquelas com sustentabilidade. A Xcc é uma bactéria
fitopatogénica Gram-negativa de grande importancia agronémica, e causa a doenca conhecida
como podriddo negra das brassicas, que devasta diversas culturas cruciferas, produzindo
lesbes necréticas em forma de “V” nas margens foliares e levando a expressivas perdas
econbmicas (Figura 2) (Alvarez, 2000). A Xcc vive epifiticamente na superficie da folha e
infecta 0 hospedeiro penetrando os estbmatos/feridas, colonizando o sistema vascular de
muitas Brassicaceae, incluindo brécolis, couve, couve-flor, rabanete e a planta modelo
Arabidopsis thaliana (Danhorn & Fuqua, 2007). A infeccdo por Xcc é uma das doencas
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bacterianas mais destrutivas e amplamente disseminada por sementes de cruciferas em todo o
mundo (Singh et al., 2011, Singh et al., 2016, Akhtar et al., 2017). A infec¢do bacteriana é
particularmente prejudicial devido & formag&o de biofilme, que libera enzimas extracelulares
degradadoras e outros fatores de viruléncia (Dow et al., 2003).

A podriddo negra das bréssicas foi descrita pela primeira vez em repolho por Garman
(1892) no Kentucky, EUA. A partir de entdo, tem sido relatada em todas as regides do planeta
onde as culturas de brassicas sdo cultivadas (Vicente & Holub, 2013). Diversas estratégias de
manejo tém sido adotadas para conter a doenca, incluindo rotagdo de culturas, manejo de
residuos de culturas anteriores, uso de sementes sadias, eliminacdo de outras fontes
hospedeiras do fitopatdgeno e tratamento de sementes com bactericida; mas, nenhuma dessas
estratégias tem se mostrado eficazes (Jensen et al., 2005, Vicente & Holub, 2013).

O controle quimico recomendado para o controle da doenca ndo fornece uma solugdo
eficaz para os agricultores e ndo é rentavel, leva a poluicdo ambiental e também prejuizos a
salde humana. Nesse contexto, o desenvolvimento e cultivo de hibridos ou variedades
resistentes a doenca representa uma solucdo tecnolégica eficiente e eficaz para reduzir a
incidéncia da doenca e, consequentemente, perdas na cultura. Nesse sentido, os avancos da
biologia molecular e da biotecnologia tem disponibilizado ferramentas poderosas para
enfrentar esse desafio, permitindo a identificacdo e estudo da expressé@o de genes relacionados
com defesa, 0 que nos permite desvendar os mecanismos pelos quais a resisténcia a doencas é

alcancada por meio do estudo das interagcdes planta-patogeno.
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Figura 2. Amostras de duas variedades de B. oleracea infectadas por X. campestris pv.
campestris. A - Sintomas tipicos de Xcc nas folhas de repolho (B. oleracea var. capitata) B -
Folhas de couve-flor (B. oleracea var. botrytis) com sintomas da doenca podridao negra.

2.2 Imunidade vegetal desencadeada por padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMP) e imunidade desencadeada por efetor (ETI)

O sistema de imunidade inata das plantas é amplamente caracterizado, no qual as
respostas de defesa sdo ativadas por meio da sinaliza¢do iniciada pelo reconhecimento do
ataque patogénico (Schwessinger & Ronald, 2012). As plantas apresentam mecanismos de
defesa indutiveis ou constitutivos para impedir a invasdo de patdgenos (Pieterse & Dicke,
2007). A inducdo da resposta de defesa em plantas é tipicamente desencadeada por
componentes conservados da parede celular do patégeno, como os lipopolissacarideos,
conhecidos como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS). Essas moléculas
indutoras de defesa de plantas s@o conhecidas como elicitores e, seu reconhecimento por
receptores especificos, conhecidos como receptores de reconhecimento de padrGes (PRRS),
localizados na membrana plasmatica das plantas, leva a uma imunidade desencadeada por

PAMP ou PTI (imunidade desencadeada por padrdes) (Jones & Dangl, 2006). PTI e ETI
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(imunidade desencadeada por efetor) sdo duas vias de sobreposicdo diferentes, definidas de
acordo com os tipos de moléculas do patdgeno reconhecidas pelas plantas (Jones, Katagiri &
Tsuda, 2010). No PTI, os eventos de sinalizagdo de defesa do hospedeiro incluem a producao
de fitormdnios, compostos fenolicos, fitoalexinas e uma grande resposta transcricional que
aumenta a expressdao de genes relacionados a defesa, incluindo genes relacionados a
patogénese (PR) (van Loon et al., 2006). E bem conhecido que as proteinas PR sdo
codificadas por um complexo grupo de familias de genes relacionados a regulacdo de
processos fisioldgicos, e desempenham um papel crucial na resposta de defesa contra
estresses abioticos e bidticos (Rout et al., 2016).

Na tentativa de driblar o PTI, muitos patdégenos adaptados entregam proteinas efetoras
dentro das células vegetais, manipulando as func¢des celulares ao seu favor e interferindo nas
repostas de defesa, resultando na suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS- effector-
triggered susceptibility). As plantas resistentes por sua vez, reconhecem os efetores por meio
dos genes de resisténcia (R) e ativam uma resposta mais rapida denominada ETI. As resposta
de defesa PTI e ETI geralmente sdo semelhantes, porém ETI é mais rapida e amplificada que
culmina para uma morte celular programada no local da infecc¢ao, conhecida como resposta de
hipersensibilidade (HR) (Coll et al., 2011). A HR ¢é caracterizada pela explosdo oxidativa, que
consiste na geracdo de superoxido (O2) e acumulo de peroxido de hidrogénio (H20z),

produzindo espécies reativas de oxigénio (EROSs).

2.3 O uso de biomoléculas na inducgéo de resisténcia a doencas em plantas

Diversas biomoléculas tém sido estudadas com a finalidade de proteger as culturas
contra patogenos/doencas. Essas moléculas tém a capacidade de induzir resposta de defesa
nas plantas que resulta em resisténcia contra infeccdo subsequente por um fitopatdgeno,

denominada priming. Em termos de resposta molecular, a defesa da planta envolve um grande
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nimero de mudancas morfoldgicas e bioquimicas, como: calose, deposicdo de compostos
fendlicos, ativagdo de vias de &cido salicilico e/ou jasménico ou sintese de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) (Llorens et al., 2017b).

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa contra patdgenos
(Bostock et al., 2014). Elas respondem a "padr6es moleculares associados a patdgenos”
(PAMPs) ativando uma imunidade desencadeada por PAMPs (PTI) ou uma imunidade
desencadeada por efetor (ETI) mediada por receptores capazes de reconhecer especificamente
patdégenos (Boller & He, 2009, Navarova et al., 2012). A consequéncia pode ser o
estabelecimento de um status de “resisténcia adquirida sistémica” (SAR), que pode aumentar
a resisténcia de toda a planta a ataques subsequentes (Navarova et al., 2012, Schwachtje et al.,
2018).

Bactérias comumente conhecidas como rizobios estabelecem simbioses com vérias
espécies de plantas leguminosas, formando estruturas especificas denominadas nodulos
radiculares, estrutura onde ocorre o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico,
trazendo importantes contribui¢Bes para a agricultura e a0 meio ambiente em relacdo ao uso
de compostos nitrogenados para adubacdo vegetal (Peoples et al., 2009, Gundi et al., 2018,
Capelesso et al., 2019). A nodulacdo de leguminosas requer uma cascata de sinais
moleculares trocados entre a planta hospedeira e o rizébio. Esta comunicacdo molecular
comeca com a exsudacdo de flavonoides da leguminosa, os quais sdo reconhecidos pelas
bactérias. Quando induzidas por estas moléculas de plantas, os rizébios sintetizam lipo-quito-
oligossacarideos (LCOs), também conhecidos como fatores Nod, responsaveis pelo inicio do
processo de nodulacédo (Dénarie et al., 1996, Marks et al., 2013b, Marks et al., 2015).

O nodD ¢ considerado o gene de nodulacdo mais intrigante, e é constitutivamente
expresso e responsavel pela transcricdo de outros genes de nodulagdes na presenca de
indutores de plantas adequados, geralmente flavonoides, iniciando assim o processo de
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nodulagéo (Oldroyd, 2013, Smith et al., 2015). Diversos estudos mostram que os fatores Nod
também podem desempenhar outros papéis além do processo de nodulacdo, incluindo
estimulagdo da fotossintese, melhorias no crescimento e rendimento de grdos e mudancgas nas
respostas de defesa em leguminosas e ndo leguminosas (Khan et al., 2008, Marks et al.,
2013Db, Liang et al., 2013).

Outras moléeculas tem sido utilizadas na indugdo de resisténcia a doengas em plantas.
Estudos realizados por Liu et al. (2019) mostraram que a melatonina foi capaz de induzir
resisténcia a doengas em frutos de tomate, ativando diversas enzimas antioxidantes
realcionadas com defesa, como a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
peroxidase (POD). Além disso, outro estudo mostra que o tratatamento com melatonina inibiu
0 mofo cinzento causado por Botrytis cinerea em tomateiro e ativou vias de sinalizagédo
envolvida na resisténcia a doengas como a via da fenilpropandide (Li et al., 2019). Estudos
realizados por Matolepsza (2006) mostraram que o tratamento com acibenzolar-S-metil e o-
hidroxietilorutina foi capaz de induzir resposta de defesa contra B. cinerea em tomateiro. A
inducdo de resisténcia a doengas em plantas utilizando moléculas constitui uma ferramenta

promissora para o controle de pragas na agricultura convencional.

2.4 Avaliacao da expressao de genes de defesa

O estudo da expressdo génica em nivel do transcriptoma oferece informacdes
importantes de um organismo em uma determinada condicao bioldgica, embora ela ndo reflita
diretamente a expressdo das proteinas deste organismo (Chen & Harmon, 2006). Diversos
mecanismos estdo envolvidos no controle da sintese proteica, os quais atuam desde a
transcrigdo do gene até a obtencdo da proteina na forma ativa. Durante 0 processo de sintese
proteica podem ocorrer modifica¢cbes pos-transcricionais e pos-traducionais, alterando a

conformacdo espacial de proteinas e gerando diferentes classes proteicas, as quais
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bioquimicamente e estruturalmente podem desempenhar diferentes funcbes nas vias
metabdlicas e na composicao do proteoma do organismo.

Diversos estudos ja foram conduzidos para avaliar a expressao de genes de defesa por
RT-gPCR, como por exemplo, as expressoes de 18 genes de defesa em frutos de morango
tratados com elicitores: quitosana, Benzotiadiazol (BTH) e um produto comercial baseado em
uma mistura de célcio e &cidos organicos (COA) (Landi et al., 2014). Além disso, outros
estudos ja foram realizados utilizando a RT-qPCR para analisar a expressdo de genes de
defesa em interacdo planta-patégeno, como por exemplo em, Medicago truncatula infectada
com Pseudomonas syringae (Montejano-Ramirez et al., 2020), Triticum aestivum cv. Darya
infectada com o fungo Blumeria graminis f. sp. hordei (Rezaei et al., 2019) e Capsicum
annuum infectado com Colletotrichum scovillei (Baba et al., 2020).

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) permite monitorar em tempo
real a amplificacdo de genes (van Pelt-Verkuil et al., 2008), sendo uma técnica bastante
eficiente para a validagdo da expressdo génica. A RT-gPCR baseia-se no processo de
transcricdo reversa (RT) seguida pela reacdo em cadeia da polimerase, tendo o produto
quantificado por meio de moléculas fluorescentes incorporadas ao DNA, as quais podem ser
monitoradas durante a cinética da reacdo (Higuchi et al., 1993, Kubista et al., 2006).

Atualmente, estudos de RT-gPCR tém sido empregados como analise complementar
em estudos protedmicos, a fim de avaliar quantitativamente a expressdo de genes
potencialmente envolvidos em diversos processos bioldgicos, como em estudos de interacao
planta-patdgeno (Braybrook et al., 2006, Ooi et al., 2012). A RT-gPCR tornou-se uma técnica
muito informativa para a quantificacdo de diferencas nos niveis de expressdo génica entre
amostras (Taylor et al., 2010). A escolha de genes referéncia apropriados é fundamental para
obtencdo de resultados precisos, uma vez que, apesar desses genes apresentarem uma
expressdo uniforme na maioria dos tecidos, podem variar em diferentes fases de
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desenvolvimento, tratamentos bioldgicos e condi¢cBes ambientais (Expdsito-Rodriguez et al.,
2008). A estabilidade dos genes de referéncia é determinada partindo do principio de que dois
genes normalizadores ideais apresentam razfes de expressao idénticas em todas as amostras,
independentemente das condi¢cbes ambientais e experimentais. Assim, um valor de
estabilidade do gene (M) baixo indica expressdo mais estavel.

Vérios programas computacionais tém sido utilizados para a identificagdo e a
classificacdo dos genes constitutivos mais adequados, entre eles destacam-se o geNorm
(Vandesompele et al., 2002). O programa geNorm determina os genes de referéncia mais
estaveis em um conjunto de amostras e também quantos genes de referéncia sdo necessarios
para que a normalizacéo seja segura. Este software calcula o valor de M baseado na média
geométrica dos genes testados e na média da variacdo par a par de genes contra 0s outros

presentes nas diferentes amostras (Vandesompele et al., 2002).

2.5 Nanotecnologia no controle de fitopatdgenos

Além das abordagens biotecnoldgicas, mais recentemente o uso de nanotecnologia
para o controle de doencas de plantas tem se mostrado como uma estratégia promissora. A
nanotecnologia envolve a caracterizacdo, fabricacdo e/ou manipulacdo de estruturas,
dispositivos ou materiais em nanoescala que geralmente abrange pelo menos uma dimenséo
de cerca de 1-100 nm (Duncan, 2011). Quando aplicada a questbes bioldgicas, por vezes
recebe a terminologia nanobiotecnologia. Existem diferentes tipos de nanomateriais e
nanossistemas que podem ser aplicados em sistemas bioldgicos e cuja preparagdo exige uma
formulacdo adequada e condi¢des de processamento oportunas.

Por exemplo, as nanoparticulas metalicas (NPMs) podem ser aplicadas em diversas
areas do conhecimento como a medicina, biologia, fisica, quimica, ciéncia dos materiais e
agricultura (Kumar et al., 2014). Dentre as NPMs, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tem
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recebido crescente destaque pois podem ser aplicadas em varias areas como circuitos
integrados, sensores, filtros, fibras, eletrodos celulares e agentes antimicrobianos (Rolim et
al., 2019). Contudo, ainda existem alguns desafios para produzir NPMs, e o principal deles é a
obtencdo de suspensdes coloidais estaveis e escalaveis industrialmente. I1sso acontece devido a
elevada energia surpeficial das nanoparticulas (NPs), o que facilita termodinamicamente a
agregacao das mesmas para a geracao de ligacdes metal-metal (Klabunde & Richards, 2009).

Para evitar a agregacdo das NPs, alguns estabilizantes poliméricos sdo utilizados,
como o poli(alcool vinilico) (PVA), poli(vinilpirrolidona) (PVP) e acido poli acrilico (PAA),
que apresentam sitios basicos de Lewis em suas estruturas, com alta afinidade pelas AgNPs
(Klabunde & Richards, 2009). Uma outra forma de evitar a agregacdo das NPs é a utilizacdo
de ions provenientes dos sais boroidreto e citrato de sédio, que adsorvem nas superficies,
criando repulsdes eletrostaticas entre as NPs. Mas, para isso € necessaria a adicdo desses
reagentes em excesso molar (Solomon et al., 2007).

Um outro método que vem sendo utilizado para sintese de NPs é a sintese verde, que
consiste na utilizacdo de agentes redutores e estabilizantes de baixa ou nula toxicidade,
substituindo 0s reagentes convencionais que sdo toxicos para 0 meio ambiente e para a salude
humana, o que torna o método eco-amigavel/sustentavel (Ahmad et al., 2019). Sintese verde
(também atribuida com o termo biol6gica) pode ser classificada como: utilizacdo de
microrganismos como fungos, leveduras (eucariotos), bactérias e actinomicetos (procariontes)
ou pelo uso de plantas e extratos vegetais (Rafique et al., 2017). Dentre 0s organismos
utilizados nesta via biologica, se destacam as plantas/extratos vegetais, que contém inimeras
moléculas como enzimas, proteinas, aminoacidos, flavonoides, compostos heterociclicos e
metabolitos hidrossollveis, capazes de reduzir os ions Ag® a AgNPs em apenas uma etapa

(Sharma et al., 2009, Rafique et al., 2017).
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A sintese verde é vantajosa em relacdo a sintese quimica, porque as plantas produzem
biomoléculas redutoras que aderem a superficie das NPs, garantindo estabilidade e protec&o.
Na realizagdo da sintese verde, muitas vezes um extrato é misturado a uma solucéo aquosa de
um sal do metal, geralmente o nitrato de prata (AgNOs) no caso de AgNPs, e acontece a
biorreducéo, como mostra o0 esquema na Figura 3. Alguns fatores podem afetar a velocidade
da reacdo de sintese das AgNPs, como por exemplo o pH, temperatura, concentracdo e

natureza do extrato, e concentracdo do sal metalico (Mittal et al., 2013).

Meio de cultivo Biorredugdo Nucleacgdo

Moléculas de extratos
vegetais

fons de Prata

Folhas

0
0‘00 ‘.“

Sementes

@ Temperatura

" Nutrientes

com
propriedades

Figura 3. Esquema de nucleacdo e crescimento das nanoparticulas de prata em sintese verde.

A eficiéncia da sintese e as caracteristicas das AgNPs dependem da parte da planta
utilizada no extrato (folhas, talo, cascas ou sementes ou misturas delas). S&o exemplos de
plantas ja estudadas a Boerhaavia diffusa (Kumar et al., 2014), Artemisia annua e Sida acuta

(Johnson et al., 2014), Capsicum annuum L. (Li et al., 2007), Berberis vulgaris (Behravan et

30


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092666901300602X?casa_token=kGHPLa1ehXYAAAAA:SxBCq11Xrlse9xF8Jr5Fpf-FyPf9tY6solcMStvlPIi3woE0KUzS-J6HGk0RV_-o0VRY6dwT3xM

al., 2019) Salvia spinosa (Pirtarighat et al., 2019), Camellia sinensis (ch& verde) (Vilchis-
Nestor et al., 2008), Annona reticulata (Parthiban et al., 2019), Allium cepa (Jini & Sharmila,
2020), Ziziphus joazeiro (Guimarées et al., 2020), entre muitas outras.

Diversos estudos tém mostrado a atividade antimicrobiana de AgNPs. Estudos
realizados por Savithramma et al. (2011) mostraram que AgNPs sintetizadas com extratos de
plantas medicinais foram capazes de inibir o crecimento de Klebsiella, Aspergillus,
Pseudomonas e Fusarium. Além disso, estudos realizados por (Soliman et al., 2018) mostram
que AgNPs sintetizados a partir de extratos de Rhodotorula sp. strain ATL72 foram capazes
de inibir completamente o crescimento de varios patdgenos, incluindo bactérias Gram
positivas (Streptococcus sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp.) e bactérias Gram negativas
(Shigella sp., Escherichia coli, Pseudomonas areuginosa e Klebsiella sp.).

Além de inibir o crescimento de microorganismos, as AgNPs também sdo capazes de
induzir resposta de defesa em plantas. Estudos realizados por Nair and Chung (2015) mostram
que AgNPs sdo capazes de alterar a expressdo de genes relacionados com defesa, como
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). Outro estudo
mostra que AgNPs sdo capazes de alterar os niveis de pigmentos fotossintéticos, proteina
sollvel total e alterar as atividades da da polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POD) (Noha

etal., 2018).

2.6 Mecanismo de a¢do das AgNPs em microorganismos

Os mecanismos antibacterianos das AgNPs ndo sdo completamente esclarecidos.
Sabe-se que a ac¢do das AgNPs impede 0s processos que ocorrem na superficie e no interior
dos microorganismos, resultando em inibicdo do crescimento, perda da infectividade e
diminuicdo de atividades bioldgicas, podendo ocasionar danos celulares. As AgNPs afetam a

permeabilidade seletiva da membrana (é aumentada), bem como a respiracéo, resultando na
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morte celular. Diversos estudos relatam que o diametro das AgNPs e a carga positiva dos ions
Ag" (liberados pelas AgNPs ap6s atravessarem a parede celular dos microorganismos) sdo
primordiais para a sua atividade antimicrobiana, por meio da atrago eletrostatica entre a
membrana celular dos microrganismos (negativamente carregadas) e as AgNPs
(positivamente carregadas) (Morones et al., 2005, Sharma et al., 2009).

Acredita-se que AgNPs sdo capazes de invadir as células, e interagir com as ligacoes
dissulfeto de glicoproteinas/proteinas dos microorganismos, e consequentemente afetam
negativamente o DNA, dificultando o proceso de replicacdo impossibilitando a transcrigéo.
Esses mecanismos, isoladamente ou concomitantemente, estdo envolvidos nas agdes
antibacterianas (Lara et al., 2011). Tais fatos ocorrem porque a prata tem alta afinidade com
os elementos enxofre e fésforo. A membrana celular, assim como muitas proteinas, é rica em
enxofre, jA 0 DNA, é rico em fdsforo. Estas modificagcBes nas estruturas das biomoléculas
prejudicam os processos bacterianos, podendo ocasionar morte celular (Sharma et al., 2009,

Morones et al., 2005). A Figura 4 ilustra a interacdo de ions prata em bactérias.
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Figura 4. AgNPs atravessando a parede celular e liberando ions prata que se ligam com
enzimas e DNA.
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Uma das formas de se estudar os efeitos das AgNPs em microorganismos € por meio
da avaliagcdo protedmica, uma abordagem de caracterizacdo em larga escala do conjunto de
proteinas traduzidas em uma célula ou tecido. Nesse sentido, o estudo do proteoma tem como
objetivo identificar os componentes proteicos e analisar a abundancia das proteinas, em
diferentes condicdes bioldgicas (Fournier et al., 2007, Tao et al., 2011). A cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) é a ferramenta mais importante para a
identificacdo e quantificacdo de proteinas (Alves et al., 2017). A aplicacdo dos métodos LC-
MS permite identificar e quantificar milhares de peptideos e proteinas em um mesmo
experimento. Ter um banco de dados bem curado que inclua todas as possiveis proteinas
presentes naquele organismo € uma grande vantagem para a identificacdo das sequéncias. No
entanto, as sequéncias peptidicas também podem ser identificadas por sequenciamento de
novo (Ferreira et al., 2014). A digestdo enzimatica € um passo crucial na protedmica bottom-
up. A digestdo é importante, pois a sensibilidade dos métodos depende do tamanho 6timo dos
peptideos, considerando a capacidade de serem ionizados e fragmentados. A tripsina é a
enzima mais utilizada devido a sua clivagem especifica no lado C-terminal dos residuos de

lisina e arginina (Fiedler et al., 2014, Vensel et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

A podriddo negra consiste em uma doenca bacteriana causada por X. campestris pv.
campestris (Xcc), responsavel por grandes prejuizos na qualidade e producdo de diversas
hortalicas. Tendo em vista que a podridao negra que acomete as brassicas vem sendo tratada
principalmente com a aplicacdo de agroquimicos, potencialmente danosos ao meio ambiente,
atualmente o desenvolvimento de plantas resistentes tem sido considerado como a forma mais
eficiente no controle desta doenca. Uma estratégia que vem sendo bastante utilizada para o
controle de fitopatdgenos tem sido a utilizacdo de biomoléculas como indutores de resisténcia
em plantas que tem se apresentado como uma importante alternativa ao uso de plantas
resistentes e utilizacdo de agroguimicos. Sabendo que a inducdo de resisténcia de plantas tem
sido feita com biomoléculas, uma das propostas do presente estudo foi a avaliacdo da possivel
influéncia de metabdlitos concentrados produzidos por R. tropici (MC-RT) na inducdo de
genes de resisténcia a Xcc por RT-gPCR em brassica. Uma vez comprovado o efeito na
inducdo de defesa em condic¢des controladas (casa de vegetacdo), esses metabolitos poderdo
ser utilizados como uma proposta alternativa aos agroquimicos para controle da podriddo
negra.

Uma outra estratégia alternativa aos agroquimicos, que vem sendo bastante utilizada
para o controle de microorganismos € a utilizacdo de AgNPs. Diversos estudos ja relataram
que AgNPs apresentam atividade biologica contra diversas bactérias resistentes como
Staphylococcus aureus, S. pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtilis (Gopinath et al., 2012). Ainda, sabendo que a obtencdo de AgNPs por sintese quimica
gera residuos toxicos e danos ao meio ambiente, uma outra proposta do presente estudo €
desenvolver uma rota simples, rapida e sustentavel para obtencdo de AgNPs por sintese verde
utilizando extratos aquosos de plantas como agentes redutores e estabilizantes. Nesse sentido,

a atividade antimicrobiana dessas AgNPs seré avaliada em sistemas biologicos in vitro e in
34



vivo, visto que estas NPs podem ser uma alternativa para o controle de Xcc. Por fim, as
proteinas envolvidas na resposta a AgNPs em Xcc e B. oleracea, também serdo avaliadas por

protedmica.

4. HIPOTESES
Biomoléculas produzidas por R. tropici sdo capazes de induzir genes de resisténcia a

Xanthomonas campestris pv. campestris em brassica.

Extratos aquosos oriundos de B. oleracea var. capitata, Arabidopsis, neem (Azadirachta
indica) e noni (Morinda citrifolia) apresentam metabolitos que podem reduzir e estabilizar a
prata idnica formando AgNPs, e essas por sua vez, apresentam efeito antibacteriano e/ou

indutor de resisténcia em plantas.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho é utilizar ferramentas biotecnoldgicas e nanotecnoldgicas

visando ao controle da podridao negra das brassicas.

5.2. Objetivos especificos

e Analisar por RT-gPCR a inducdo de genes de defesa em B. olerecea var. capitata ap6s a

aplicacdo de metabdlitos concentrados de R. tropici (MC-RT);

e Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade biologica de AgNPs produzidas utilizando

extratos aquosos de plantas;

e Analisar por RT-gPCR a inducdo de genes de defesa em B. olerecea var. capitata apos a

exposicdo a AgNPs;

o Identificar proteinas moduladas em X. campestris pv. campestris tratadas com AgNPs

utilizando cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa (LC-MS/MS).
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RESUMO

Extratos de diferentes organismos vivos tém sido investigados como possiveis indutores de
resisténcia com a capacidade de controlar fitopatogenos. Para verificar o potencial de
metabdlitos extraidos de Rhizobium tropici para desencadear respostas de defesa em plantas
cruciferas, analisou-se a expressdo de genes relacionados a defesa por RT-gPCR. Brassica
oleracea var. capitata, suscetivel a Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), foram
cultivadas em casa de vegetacdo. Aos 18 dias apds a semeadura, as plantas foram inoculadas
com 1 mL de metabolitos concentrados de R. tropici (MC-RT) 1% na raiz. Em um segundo
experimento, as folhas de B. oleracea foram pulverizadas na face adaxial com 1 mL de uma
solugdo contendo 1% de MC-RT. O tecido aéreo e radicular foram coletados separadamente
em 0 (condicdo controle), 24 e 48 horas ap6s o tratamento (hat), submetidos a extracdo de
RNA e andlise de expressdo génica por RT-gPCR. Os resultados mostraram que ap6s o
tratamento da raiz com MC-RT, os genes avaliados foram regulados positivamente em 24 hat
e regulados negativamente em 48 hat nas raizes; enquanto nas folhas, os genes foram
regulados negativamente em 24 e 48 hat. Por outro lado, o tratamento foliar com MC-RT
mostrou que a maioria dos genes nas folhas e raizes foram regulados positivamente aos 24 e
48 hat. Esses resultados indicam que o efeito do MC-RT aplicado nas raizes parece ficar
restrito a regido aplicada, enquanto a aplicacdo nas folhas resulta em uma resposta mais
sistémica e o efeito do MC-RT ¢é sustentado por um periodo mais longo de tempo. Os
resultados obtidos neste estudo enfatizam o potencial biotecnolégico do uso de metabdlitos de
R. tropici, atuando como um elicitor de respostas de defesa ativas em plantas.

Palavras chaves: metabdlitos concentrados, podriddo negra, resposta de defesa e
Xanthomonas campestris pv. campestris
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1. INTRODUCAO

O género Xanthomonas compreende varias bactérias fitopatogénicas de grande
importancia, que afetam uma grande variedade de culturas de relevancia social e econdmica,
podendo ser destacada Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), responsavel pela
podriddo negra das brassicas (Vicente & Holub, 2013, Rubel et al., 2017). A familia
Brassicaceae inclui uma grande variedade de culturas cultivadas para alimentagéo, preparacao
de especiarias e plantas ornamentais. A podridao negra ocorre em todas as regides produtoras
de cruciferas, causando perdas no rendimento e na qualidade das culturas (Vicente et al.,
2001b). A prevencdo da podriddo negra tem sido de suma importancia para o controle de
infeccbes. No entanto, esse controle é dificultado por ser uma doenca sistémica, além de ser
transmitido por meio de sementes infectadas (Vicente, 2004). Atualmente, essa doenca tem
sido parcialmente controlada pelo uso de cultivares resistentes, no entanto, existem poucas
fontes de resisténcia identificadas (Vicente et al., 2001a).

As tecnologias verdes estdo se tornando cada vez mais importantes em programas de
manejo integrado de pragas e patdgenos, especialmente quando se discute a producédo
integrada para uma agricultura sustentavel. Uma estratégia importante para o controle de
doencas € o uso de biomoléculas para reduzir pesticidas toxicos para a saude e 0 meio
ambiente. Rhizobium tropici € uma bactéria fixadora de nitrogénio associada a leguminosas,
principalmente em feijdes comuns (Phaseolus vulgaris L.) e leucena (Leucaena spp.).
Recentemente, Marks et al. (2013b) demonstraram que moléculas extraidas de R. tropici
juntamente com inoculantes contendo rizobactérias foram capazes de aumentar o crescimento
e a produtividade de soja e milho, demonstrando o potencial biotecnol6gico desses extratos.

Extratos de diferentes organismos foram investigados como indutores de resisténcia e
tém sido eficazes no controle de fitopatdgenos (Silva et al., 2007, Silva et al., 2013). Os

indutores aumentam os niveis de resisténcia e ativam genes associados a defesa nas plantas,
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como os que codificam as enzimas peroxidase, quitinases e beta-1,3-glucanase (Ramamoorthy
et al., 2002, Guzzo & Harakava, 2007). Em estudos anteriores realizados com metabdlitos
concentrados de R. tropici (MC-RT) por M. Megias (comunicacgdo pessoal), foi verificada a
inducdo de proteinas PR (relacionadas a patogénese) envolvidas na defesa da planta.

As proteinas PR foram relatadas pela primeira vez por van Kammen van Loon and van
Kammen (1970) em plantas de tabaco infectadas com o virus do mosaico do tabaco. Essas
proteinas tém sido associadas a defesa ativa das plantas, restringindo o desenvolvimento e a
disseminacdo de doengas. Atualmente, existem 17 familias de proteinas PR (PR-1 a PR-17)
que apresentam varias propriedades antimicrobianas envolvidas na defesa da planta por meio
de diferentes processos biolégicos (Fister et al., 2016). Outros genes envolvidos na resposta
de defesa a patdgenos também foram relatados, como a proteina de fusdo de acido graxo
dessaturase/citocromo b5, dioxigenase dependente de 2-oxoglutarato tipo DAO e proteina 2
responsiva ao sal (Jiang et al., 2011).

Uma das principais técnicas utilizadas para quantificar a expressdo génica é o PCR
quantitativo (RT-gPCR) devido a sua alta sensibilidade e especificidade. A analise da
expressdo génica € uma abordagem importante para entender os padrfes de expressdo génica
em processos bioldgicos (Dussert et al., 2013, Tranbarger et al., 2011). Assim, a avaliacdo da
expressdo de genes envolvidos na inducdo de resisténcia pela técnica de RT-qPCR é de suma
importancia para a melhor compreensdo do processo. Nesse contexto, o objetivo deste
capitulo foi avaliar a influéncia das biomoléculas produzidas por R. tropici (CIAT 899) na
resisténcia a Xcc e verificar a inducdo de genes relacionados a defesa por RT-gPCR em B.
oleracea. Os resultados obtidos neste estudo podem auxiliar na otimizagdo do uso de
metabolitos concentrados produzidos por R. tropici (MC-RT) em estratégias de biocontrole

visando a reducdo do uso de agrotoxicos na producgéo de culturas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivo de R. tropici CIAT 899 e purificacdo de metabolitos

Neste estudo, R. tropici CIAT 899, obtido da Embrapa Cerrados, foi cultivado a 28°C
em meio tryptone yeast (TY) com a seguinte composicdo em g.L*: 3 g de extrato de levedura,
5 g de triptona, 5 g de triptona, 0,65 g de cloreo de calcio (CaCl,-2H;0); pH 6,8-7,0. As
vitaminas biotina e tiamina foram adicionadas e dissolvidas em &gua (H20), depois
esterilizadas por filtracdo utilizando filtro (0,2 pum), para uma concentracdo final de 0,2 e 5
pg/mL, respectivamente.

A partir de um pré-indculo em meio TY, a bacteria R. tropici foi cultivada em meio
minimo B: Manitol (10 g/L), sulfato de magnésio (MgSOs-7H>0) (0,55 g/L), nitrato de
potéssio (KNO3) (0,55 g/L), nitrato de célcio (Ca(NOz)2-4H20) (1,30 g/L), Fe(l11)-NaEDTA
(2,5 mL/L) e oligoelementos (2,5 mL/L). A solucdo Fe(lll)-NaEDTA (1,3% m/v) foi
esterilizada por filtracdo com filtro de 0,45 um. A composicdo da solucdo de oligoelementos
é: sulfato de magnésio (MnSO4-H.0) (0,609 ¢/L), sulfato de zinco (ZnSO4-7H20) (0,097
g/L), acido borico (H3zBOs3) (1,269 g/L), molibidato de sédio (NazMo00O4-2H,0) (0,398 g/L) e
sulfato de cobre (CuSO4-5H.0) (0,035 g/L). O pH foi ajustado para 5,0 e a solucdo foi
autoclavada. Em seguida foram adicionados 10 mL de fosfato de potassio (K2HPO4) 1 M com
pH 7,2 por litro de meio. Este meio foi suplementado com apigenina (1 mg/mL), ou com
cloreto de sédio (NaCl) a 300 mM, exceto os controles negativos, e foram incubados a 28°C
sob agitacdo, durante 3 a 5 dias.

A extracdo dos metabolitos foi efetuada apos a remocdo das células por centrifugagéo,
adicionando-se 300 mL de n-butanol por litro de meio. A mistura foi mantida em agitacéo
durante 12 h e deixada em repouso por pelo menos 24 h, até se observar boa separacao das
fases aquosas e butandlica. Em seguida, a fase butandlica (superior) contendo os fatores de

nodulagéo foi recolhida e concentrada em um evaporador rotativo a baixa temperatura. A
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purificacdo dos metabdlitos foi realizada utilizando um cartucho de extracdo em fase solida
(SPE Cis Resprep, Teknokroma). A fracdo contendo os metabolitos foi recuperada em
metanol, liofilizada e ressuspendida em 5 mL de acetonitrilo 20% em H>0 (v/v). Em seguida,

0 MC-RT foi diluido em &gua ultapura para uma concentracdo final de 1%.

2.2 Tratamento com MC-RT em plantas de B. oleracea para analise de RT-gPCR

Sementes da cultivar de B. oleracea var. capitata (suscetivel & Xcc 51), foram
plantadas e as plantas cultivadas em casa de vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil, sem controle de temperatura. As sementes foram
submetidas a desinfestacdo quimica com hipoclorito de sodio a 3% por 15 min e lavadas com
agua destilada por 7x. Apds a desinfestacdo, as sementes foram embebidas em solucdo
contendo metabdlitos concentrados de R. tropici (MC-RT) a 1% e colocadas em camara fria a
4°C por 2 horas. Posteriormente, as sementes foram colocadas para germinar em papel
Germitest® por 3 dias e transplantadas para copos plésticos de 200 mL contendo uma mistura
de solo estéril, areia estéril e esterco (3:1:1 w/w). Cada copo de plastico continha 1 planta e 3
plantas formaram cada amostra (n=3). Foram utilizadas 3 repeti¢cdes bioldgicas (amostras),
totalizando 54 plantas.

Aos 15 dias apds o transplante, foram realizados dois experimentos. No primeiro
experimento, as plantas foram inoculadas com 1 mL de MC-RT 1% na raiz (rizosfera). Os
tecidos aéreos e radiculares foram coletados em triplicata (cada repeticdo foi formada por 3
plantas) separadamente em 0 h (controle ndo tratado), 24 e 48 h apos a aplicacgdo, totalizando
18 amostras. No segundo experimento, as folhas foram pulverizadas na face adaxial com 1
mL de MC-RT 1%. Os tecidos aéreos e radiculares foram coletados conforme descrito para o
primeiro experimento, macerados em nitrogénio liquido e submetidos & extracdo de RNA total

para andlise de RT-qPCR. As plantas tratadas (tecidos aéreos e radiculares) 24 e 48 h apds a
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aplicacdo foram comparadas com a condicdo controle (antes do tratamento). Trés réplicas

bioldgicas foram analisadas por tratamento, totalizando 36 amostras (Figura 5).
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Figura 5. Esquema simplificado demonstrando as etapas desenvolvidas para avaliar a
possivel influéncia de moléculas produzidas por R. tropici (CIAT 899) na inducédo de genes de
defesa por RT-gPCR. A - Pulverizacdo das folhas com solugdo contendo metabdlitos
concentrados de R. tropici (MC-RT) a 1% e coleta de material, parte aérea e radicular,
separadamente (0, 24 e 48 hat). B — Inoculacéo das plantas com 1 mL de MC-RT 1% naraiz e
coleta de material parte aérea e radicular, separadamente (0, 24 e 48 hai). C - Extracdo de
RNA total e anélise por RT-gPCR.

2.3 Extracéo e purificacdo de RNA total
A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o método Trizol (Invitrogen) para a

parte aerea de acordo com Simms et al. (1993), com modificaces e 0 metodo CTAB para as

raizes. Para a parte aérea, aproximadamente 0,1 g do material vegetal foi utilizado e foi
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adicionado 1 mL do reagente Trizol, acrescido de 1% de B-mercaptoetanol (mantido a 4°C).
As amostras foram homogeneizadas durante 1 min com o auxilio de um agitador de tubos do
tipo vortex. Em seguida, os tubos foram mantidos durante 5 min em gelo e centrifugados
(16128 x g por 10 min a 4°C). Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante (fase aquosa) foi
transferido para um novo tubo de 2 mL e foram adicionados 300 uL de cloroférmio para a
separacao de fases.

As amostras foram incubadas novamente durante 3 min em gelo e homogeneizadas
por 1 min em vortex. Apds a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas por 15 min a
16128 x g a 4°C. Posteriormente, foi coletada a fase aquosa e adicionado 0 mesmo volume de
isopropanol (mantido a 4°C) para a precipitagdo dos acidos nucléicos. As amostras foram
incubadas durante 2 horas a -20°C e centrifugadas a 16128 x g, por 15 min a 4°C. Apoés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol 75% foi adicionado. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min, a 4°C e a 16128 x g e 0 sobrenadante
foi novamente descartado. O precipitado foi seco por aproximadamente 10 min a temperatura
ambiente e depois, eluido em 20 pL de H2O ultrapura tratada com DEPC (pirocarbonato de
dietila).

Para a parte radicular, aproximadamente 0,1 g do material vegetal foi utilizado e foi
adicionados 600 pL do tampdo de extracdo CTAB (brometo de cetrimonio), acrescido de 2%
de p-mercaptoetanol (mantido a 4°C). Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 65°C
sob agitacdo e em seguida adicionados 600 pL de clorofil e centrifugados (16128 x g por 4
min a 4°C). Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foram
adicionados 600 puL com clorofil, agitados e centrifugados (16128 x g por 4 min a 4°C).
Posteriormente, foi coletada a fase aquosa e adicionado o mesmo volume de isopropanol

(mantido a 4°C). As amostras foram incubadas durante 2 h a -20°C e centrifugadas a 16128 x
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g, por 30 min a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 600 pL de etanol
70% foram adicionados. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 min, a 4°C e a
16128 x g e o sobrenadante foi novamente descartado. O precipitado foi seco por
aproximadamente 10 min a temperatura ambiente e depois, eluido em 20 uL de H.O tratada

com DEPC (pirocarbonato de dietila).

2.4 Quantificacéo e avaliacéo de &cidos nucléicos

A quantificacdo do RNA isolado foi realizada utilizando espectrofotdmetro
NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis -Termo Fisher) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para verificar a integridade do RNA isolado, as amostras foram analisadas em gel de agarose
desnaturante (agarose 1%; Tampao TAE 1X), pré-corado com brometo de etidio (0,5 mg/mL)
(Sambrook et al., 1989). Foram aplicados no gel 1 pL de RNA acrescido de 2 pL de
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10x) (Invitrogen). Foi utilizado como marcador molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM/Life TechnologiesTM). Apds adicdo do tampédo de
corrida (Tris Base, acido acético e EDTA 0,5 M) na cuba, a eletroforese foi conduzida a 85 V

por cerca de 30 min. Os géis foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

2.5 Tratamento de RNA total e sintese de cDNA para RT-qPCR

Para o tratamento de RNA com DNase para eliminar possiveis contamina¢@es com
DNA gendmico, foi utilizado 4 ug de RNA total em volume de 20 pL. Foram adicionados 4
pg de RNA total, 2 pL de tampéo 10x Tampéao de Reacdo, 1 uL da enzima Turbo™ DNAse
(Applied Biosystems/Ambion) e completado o volume final com agua estéril para 20 pL. As

amostras foram mantidas durante 30 min a 37°C. Posteriormente, foram adicionados 4 pL de
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EDTA 25 mM (acido etilenodiamino tetra-acético) para a inativagdo da enzima Turbo DNase,
e as amostras foram mantidas por 10 min a 65°C e em seguida no gelo por 5 min.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando 2 pg de RNA tratado. O cDNA foi
sintetizado utilizando o kit Next Generation MMLV RNAse H Minus First-Strand cDNA
Synthesis (DNA Express Biotecnologia LTDA). Para cada reagdo foram utilizados 10 puL do
RNA tratado (2 pg), 1 pL de oligo (DT), 1 uL de DNTP's, seguida de incubagdo a 65°C por 5
min e em gelo por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 4 pL. de Tampao de Reacdo 5x
First-Strand ¢cDNA, 2 ulL de DTT (Ditiotreitol) e 1 pL da enzima NextGeneration
Transcriptase Reversa M-MLV RNAse Minus, com incubacdo a 50°C por 60 min para a
reacao de transcricdo reversa (RT) e 70°C por 15 min para inativacdo da enzima. O cDNA fita

simples foi armazenado a -20°C e utilizado para RT-qPCR.

2.6 Validacdo de cDNAs por RT-PCR convencional

O RT-PCR semi-quantitativo foi utilizado para a avaliacdo dos cDNAs sintetizados e
para a validacdo dos primers selecionados para a analise de expressdo génica. As reacdes
foram conduzidas com cDNA diluido 20x em &gua ultrapura, 2,5 puL de tampao de reagdo 5x
(GE Healthcare Life Sciences), 1 uL de cada primer para a concentracdo final de 0,2 uM
(foward e reverse), 0,5 uL de dNTPs, 0,75 pL de MgCl2 50 mM e 0,25 pL de Taq DNA
Polimerase (GE Healthcare Life Sciences) para um volume final de 25 pL. A reagdo ocorreu
em termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler - Applied Biosystems) sob as seguintes
condigdes: 95°C por 3 min; 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 min;
finalizando com um passo de 72°C por 5 min. Os produtos de amplificacdo foram

visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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2.7 Selecéo de genes e desenho de primers

Proteinas potencialmente envolvidas na resposta de defesa foram selecionadas a partir
de estudos publicados anteriormente (Tabela 1) e os genes correspondentes foram utilizados
para desenhar os primers. O software Primer3 (Untergasser et al., 2012) foi utilizado para
desenhar todos os primers, e a auséncia de amplificacdo e produtos inespecificos foram
avaliados utilizando o software OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy et al., 2008). Os parametros
utilizados para desenho dos primers foram: temperatura média de 57°C a 63°C para cada

primer, tamanho dos primers 20 nucleotideos.

2.8 Experimentos de RT-gPCR e analise de dados

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados em termociclador 7300 96-well Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems). Todas as reagdes foram compostas por 5 pL de
Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 pL de cada primer numa
concentragéo inicial de 10 uM (forward e reverse) e 2 uLL de cDNA fita simples referente a
cada amostra a ser analisada (diluido 10x). O programa de PCR utilizado foi um passo a 95°C
por 10 min para ativacdo da enzima Taq DNA polimerase (hot start), 95°C por 15 s, 60°C por
60 s repetidos por 40 ciclos. E para a verificacdo da presenca de dimeros de primers e
produtos inespecificos, a curva de desnaturacdo -“melting curve” foi analisada apos o término
da amplificacdo. O programa foi 95°C por 15 s, 60°C por 60 s, aumentando 0,3°C a cada ciclo
até atingir 95°C. Todos os experimentos foram realizados utilizando trés réplicas bioldgicas
independentes e para cada réplica bioldgica, trés réplicas técnicas foram utilizadas. Todas as
reacOes de RT-qPCR foram obtidas em placas 96 pogos e em cada microplaca foi colocado
um controle negativo sem a presenca de cDNA para confirmar a auséncia de contaminago.
Reacdes com RNA tratado com DNase também foram realizadas para confirmar a auséncia de

contaminagdes com DNA genémico.
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Os dados brutos da fluorescéncia de todas as corridas foram importados para o
software Real-time PCR Miner (Zhao & Fernald, 2005), para determinar a eficiéncia da PCR
e o valor de Cq (cycle threshold). A expresséo génica foi analisada utilizando o software Rest
(Pfaffl et al., 2002). A normalizagéo foi realizada com a utilizagcdo de genes de referéncias
internos, conhecidos como genes constitutivos (Guénin et al., 2009). Para comparar as
diferencas na expressdo entre 0s grupos, utilizou-se o teste t com 4 graus de liberdade, n = 9

(3 repeticdes bioldgicas e 3 técnicas para cada replica bioldgica).

2.9 Inoculagdo de Xcc em plantas tratadas com MC-RT

A fim de verificar os sintomas em B. oleracea var. capitata Veloce (suscetivel a Xcc
51), plantas tratadas com 1% de MC-RT e ndo tratadas foram inoculadas com o isolado Xcc
51. Xcc foi cultivada em meio NYG (Nutrient Yeast Glycerol), composto por 5 g de peptona,
3 g de extrato de levedura, 10 g de agar e 20 mL de glicerol por litro (Daniels et al., 1984) a
28°C. Apds 48 h de crescimento em placa de Petri, as células foram cultivadas durante 16 h
em meio NYG liquido. Posteriormente, a cultura bacteriana foi transferida para tubos de
polipropileno de 50 mL e centrifugadados (5976 g por 15 min a 4°C). Em seguida o
sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em solucao salina estéril (NaCl 0,85%) e
a densidade Optica ajustada para Asoo = 0,300 para inoculagdo. Aproximadamente 0,5 mL da
solucdo bacteriana foi pulverizado nas folhas de cada planta. Um total de 3 réplicas bioldgicas
foram utilizadas. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo, e 0s sintomas
da doenga foram monitorados visualmente e também quantificados em funcdo da
porcentagem de area foliar lesionada capturada no total de folhas da planta (n = 9), em seis
momentos (1-3-5-7-10-15 dias ap6s a infecgdo - dai), utilizando o software QUANT®,

segundo Vale et al. (2003). A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA unilateral (p-
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valor <0,05) seguido por um teste post hoc t-student (p-valores <0,01; <0,0001) para

comparacao de média entre os grupos tratado e controle.
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Tabela 1. Informacdes gerais dos genes selecionados para analise da expressédo génica.

Gene

FAD

DLP

ODD

SRP2

PIDRP8

SAP

ARP

CP450

UBI*

TBP*

* Genes de referéncia

Acess GenBank

XM_002302577.2

NM_001036559.3

XM_013745193.1

NM_001247299.2

XM_008345553.1

NM_001340582.1

XM_006371764.1

NM_119299.3

XM_013778573.1

XM_013728490.1

Anotation/Gene name

XP_002302613.1/ Fatty
desaturase/cytochrome b5 fusion pot

NP_001031636.2/ Defensin-like
protein

XP_013600647.1/ 2-oxogl
dependent dioxygenase DAO-like

XP_001234228.2/Salt responsive pr

XP_008343775.1/ pathogen-i
defense-responsive protein 8

NP_001319883.1/
peroxidase

Stromal  as

XP_006371826.1/Avirulence-respor
family protein

NP_194878.1/ Cytochrome P450

XP_013634027.1/
ribosomal protein L40

Ubiqui

XP_013583944.1/ TATA-box-t

protein 1

Forward Primer (5’ to 3°)

ATAACAGAATCGCGCAGCTC

ATCAGCAATGTCTGGTGCAG

CAAATCCTCCCAAACCACAG

ACGAGGAAAACGGAGACATC

AGTCTTGCATGGACCCAAAC

TTCCTCTCTTCGCACTCAAG

TAACAGATGCTCAGCTAGAG

CTTAGACTTCACCCAACCAT

ATGTCAAGGCCAAGATCCAG

TCTTGGCTCCAGTACAAACC

T™ (°C)

53

53

51

52

60

52

49

49

52

52

Reverse primer (5' to 3")

TGAAGAACTTGGTGGAGACG

TTGTCTAGGGATGGGTCCAG

CCCTTGGAGCAATCAATCTC

TTAACCCATAACCGCCTCTG

TCTCACAATCGCGTCTTCAG

GAAACTCCGATTCACCAACG

CGAAATCCCATTCTCCAT

CTCTCGGGACAAAACTCG

GAGCCAAAGCCATCAAAGAG

ACATTGTGTCGACGGTGAAC

T™ (°C)

52

52

50

52

60

52

45

50

51

53

Amplicon

162

179

160

166

173

166

162

167

186

177

Primer

Efficiency (%)

85

83

84

88

88

87

81

83

83

86
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3. RESULTADOS
3.1 Analise da expressao génica por RT-qPCR

Para avaliar o potencial do uso de MC-RT na inducéo de resisténcia de plantas contra
fitopatdgenos, usamos RT-gPCR para analisar a expressao relativa de 8 genes relacionados a
defesa em B. oleracea (listados na Tabela 1) tratadas com os metabdlitos extraidos de R.
tropici. Quando o MC-RT foi aplicado nas raizes das plantas, os resultados mostraram que a
todos 0s genes analisados, exceto o gene FADS, tiveram suas expressdes reguladas
positivamente em 24 hat apds a aplicacio do MC-RT nas partes radiculares quando
comparada a condicdo controle (tempo 0 h apos a aplicacdo) (Fig. 6a). Além disso, observou-
se que em 48 hat a expressdo relativa da maioria dos genes analisados foi regulada
negativamente, exceto os genes CYP83B1, DAO and PIDRPS, isso surgere uma inducdo de
curto prazo da resposta de defesa em células radiculares de plantas pelo MC-RT. No entanto,
nas partes aéreas, apenas parte do conjunto de genes analisados foram regulados
negativamente em 24 h ap6s a aplicacdo, quando comparado a condicao controle (tempo 0 h
ap6s a aplicacdo). As 48 h apos a aplicacdo os resultados mostraram que todos os genes
analisados, exceto o gene FADS, foram regulados negativamente, quando comparados a
condicgéo controle. Esses resultados indicam que a aplicacdo de MC-RT na raiz da planta ndo
parece desencadear uma resposta de defesa sistémica em plantas ameacadas, que se limitou as
células da raiz. Além disso, a regulacdo negativa desses genes nas folhas (apds o tratamento
da raiz) pode ter ocorrido para economizar energia para uma resposta de defesa ativa mais
pronunciada nas raizes.

Por outro lado, o tratamento das folhas das plantas com MC-RT resultou em uma
ampla resposta de defesa da planta, na qual a maioria dos genes de defesa analisados foram

regulados positivamente em ambos os tecidos da planta (raiz e folha), exceto para o gene
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Root treatment

Fold Change (log,)

CYP83B1

FADS

SRG2

DAO SAPX

PIDRPS

ARP

DEFL

Aerial 24h
Aerial 48h
Root 24h
Root 48h

Fold Change (log,)
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Aerial 24h
Aerial 48h
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Figura 6. Andlise da expressdo relativa dos genes alvos associados a resposta de defesa, usando o ponto de tempo O horas apés a inoculacdo (hai)
como uma condicdo controle ndo tratada. a- Tratamento radicular com MC-RT; b- Tratamento foliar com MC-RT. Conforme indicado, as barras azuis
e vermelhas representam o tecido aéreo coletado em 24 e 48 hat, enquanto o verde e roxo denotam o tecido radicular coletado em 24 ¢ 48 hat.” * ”

simbolo indica significancia estatistica da expressdo génica (p-value < 0.05).
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SAPX que foi regulado negativaemente em 24 e 48 hat nas raizes e folhas das plantas, e
PIDRP8 que foi regulado negativamente em 24 e 48 hat nas folhas das plantas (Fig. 6b). Os
genes ARP e DEFL ndo mostraram uma regulacao significativa na expresséo génica em folhas
tratadas com MC-RT. Esses resultados sugerem que a aplicagdo de MC-RT em folhas de
plantas desencadeia uma resposta de defesa sistémica, embora tenha sido observado um

menor nivel de expressdo génica quando comparada a aplicacao na raiz.

3.2 O potencial do uso de MC-RT para o0 manejo da podriddo-negra

Para verificar o potencial do MC-RT em reduzir a infeccdo por Xcc, o tratamento
foliar foi escolhido porque a infec¢do por Xcc ocorre principalmente por estbmatos e também
pelo fato de que o tratamento foliar parece induzir uma resposta mais sisttmica em B.
oleracea e poderia potencialmente fornecer maior protecdo a planta. Para examinar 0s
sintomas da doenca, plantas de B. oleracea (grupos controle e tratado com MC-RT) foram
inoculadas com Xcc a 24 h ap6s o tratamento com MC-RT. Aos 7 dias apés a infecgdo (dai)
com Xcc, as plantas tratadas com MC-RT apresentavam apenas manchas cloréticas (Fig. 7 -
Ib), enquanto as folhas das plantas controle apresentavam manchas cloréticas e também
necréticas (Figura 7 - 1a). Aos 10 dias, as plantas controle ainda exibiam um feno6tipo mais
afetado. No entanto, no Gltimo ponto de tempo avaliado (15 dai), sintomas progressivos, como
senescéncia foliar, foram visualmente observados em ambos os grupos de plantas controle e
tratado, sugerindo a perda de funcionalidade do MC-RT, ou seja, a degradacdo/oxidacao dos
compostos metabolicos, devido a sua decomposicao natural e também ao tempo de exposigédo
ao ambiente hostil do apoplasto foliar.

Os sintomas da doenca foliar observados também foram avaliados quantitativamente
por meio do software Quant® (Vale et al., 2003). A quantificacio dos sintomas (média + SE)

em termos de porcentagem de area de superficie foliar s&, revelou que as folhas de brassicas
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10 dias apds o tratamento com MC-RT apresentaram a proporcdo mais significativa de tecido
foliar saudavel (teste t post hoc; valor de p <0,0001) quando comparado ao grupo controle
(Figura 7 - I1), sugerindo, em ultima andlise, um priming efetivo das respostas foliares de

defesa das plantas contra Xcc, devido a aplicacdo de MC-RT.
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a Plants not treated with CM-RT

Xcc-inoculated plants

11

(in pixels)

Healthy foliar surface

7 DAI+
10 DAI
15 DAI+

7 DAI + CM-RT}
10 DAI + CM-RT}
15 DAI + CM-RTH

Figura 7. Fenotipagem de folhas de bréssicas tratadas com MC-RT. As fotografias foram obtidas em seis momentos 1, 3, 5, 7, 10 e 15 dias ap0s a
infeccdo (dai), e a gravidade dos sintomas foi analisada por meio do software Quant®. (1) Sintomas da doenca da podriddo negra em Brassica oleracea
var. capitata inoculado com Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), em (a) plantas de controle ndo tratadas, e (b) plantas tratadas com MC-RT;
(1) A significancia para a propor¢do da superficie foliar saudavel entre o grupo tratado e o grupo controle foi calculada usando ANOVA de uma via
(p-valor <0,05) seguido pelo teste post hoc t-student (p-valores <0,01, <0,0001). Cada boxplot colorido representa a média de trés réplicas bioldgicas
(n =9 folhas). n.s., ndo significativo; dai, dias apos a inoculagdo; ANOVA, anélise de variancia.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, a aplicacdo de MC-RT em B. oleracea foi capaz de alterar a expresséo
de varios genes relacionados a defesa, incluindo FADS, DAO, SRG2, bem como genes PR
conhecidos, como SAPX, CYP83B1 e PIDRPS8, relatados como induzidos no ataque do
patégeno (Jiang et al., 2011). Estes genes sdo importantes no processo de defesa, por
exemplo, o gene SAPX controla o contetdo de perdxido de hidrogénio (H202) gerado durante
estresses abioticos e bidticos (Maruta & Ishikawa, 2018), enquanto FADS tem a capacidade
de ajustar os niveis de &cidos graxos insaturados, introduzindo ligagdes duplas na cadeia acila
dos &cidos graxos, 0 que leva ao aumento da resisténcia das plantas contra varios agentes
estressores, incluindo calor, frio, seca e patdgenos (Celik Altunoglu et al., 2018, Xu et al.,
2019, Xue et al., 2017, Cao et al., 2020).

Estudos realizados por Yu et al. (2016) mostraram que um elicitor de Trichothecium
roseuma foi capaz de regular positivamente a expressdo de genes relacionados a resisténcia,
bem como aumentar a atividade de enzimas relacionadas a resisténcia e compostos
antifngicos, como PRs B-1,3-glucanase (GLU ) e quitinase (CHT). Recentemente, extratos
bacterianos também foram investigados como elicitores de defesa de plantas e estudos
mostraram sua capacidade de induzir genes relacionados a defesa. Por exemplo, estudos
realizados por Faillace et al. (2019) mostraram que um extrato de Xanthomonas axonopodis
induziu uma resposta de defesa em Solanum tuberosum contra Pectobacterium atrosepticum,
ativando enzimas antioxidantes como superéxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase,
e modulando a atividade de enzimas relacionadas a defesa, como fenilalanina aménia oxidase
liase, polifenol, B-1,3-glucanase, quitinase e peroxidase. Da mesma forma, estudos realizados
por Munhoz et al. (2017) mostraram que compostos bioativos extracelulares produzidos por
Pseudomonas aeruginosa foram capazes de estimular a resposta de defesa do tomateiro por

meio da ativagdo das enzimas peroxidases, polifenol oxidase e fenilalanina amonia liase.
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O fato de o MC-RT ser derivado de rizobactérias € particularmente atrativo do ponto
de vista biotecnologico. Foi relatado que as rizobactérias benéficas produzem vérios
metabdlitos secundarios, como surfactina, fengicina, bacilomicina, bacileno, macrolactina,
dificidina, bacilisina, acido indol-3-acético (IAA) e 2,3-butanodiol (Shao et al., 2015, Li et al.,
2014). Ja foi relatado que alguns desses metabdlitos eliciam respostas de defesa da planta,
exibindo um efeito protetor mediado pela resisténcia sistémica, como a surfactina e a
fengicina produzidas por cepas de Bacillus subtilis (Redfearn et al., 2005). Elicitores
produzidos por rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) foram
identificados e caracterizados como 2,4-diacetilfloroglucinol e lactonas N-aciladas-I-
homoserina de Pseudomonas (lavicoli et al., 2003, Schuhegger et al., 2006). No presente
estudo, observou-se claramente que as folhas tratadas com MC-RT levaram a reducdo das
lesGes causadas pelo Xcc, resultando em aumento da protecdo. Esse efeito provavelmente se
deve as propriedades eliciadoras presentes no MC-RT, que parecem resultar em uma
resisténcia sistémica, uma vez que os efeitos do tratamento de folhas, como a inducéo de
genes relacionados a defesa, também foram observados nas raizes. De acordo com Marks et
al. (2013a) os principais componentes do extrato de R. tropici sdo lipoquitooligossacarideos
(LCOs), exopolissacarideos (EPSs) e hormonios vegetais. Muitas bactérias associadas a
plantas, incluindo rizébios, sintetizam hormonios vegetais, como auxinas, citocininas, etileno
e giberelinas (Tien et al., 1979, Arshad & Frankenberger, 1991, Strzelczyk et al., 1994,
Bottini et al., 1989). Portanto, a combinacdo desses compostos pode ter contribuido para os
efeitos produzidos pelo extrato de R. tropici em brassicas.

Estudos mostraram que produtos quimicos de PGPR, como lipo-quitooligossacarideos
ou LCOs (fatores Nod), além de aumentarem o crescimento de plantas, leguminosas e nao
leguminosas, estimulam a resposta de defesa (Subramanian et al., 2016). A relagdo simbidtica

comega com uma troca de sinais quimicos entre o hospedeiro e o rizobio fixador de N2. Em
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condicBes de baixo teor de nitrogénio, raizes de leguminosas liberam (iso) flavondides que
ativam a producdo bacteriana de compostos sinalizadores especificos (LCOs) e induzem o0s
genes nodais de rizdbio (Currier & Strobel, 1976, Firmin et al., 1986). Os LCOs induzem
varios genes relacionados a resposta de defesa em plantas ndo leguminosas, como as proteinas
PR quitinase e peroxidase (Wang et al., 2012, Schultze & Kondorosi, 1996) e enzimas da via
fenilpropandide, como L-fenilalanina amonia-liase (Inui et al., 1997).

No presente estudo, um efeito protetor do MC-RT foi notavel em B. oleracea,
especialmente nas folhas tratadas até 10 dias. Estes resultados demonstram a capacidade dos
compostos bioativos, como os LCOs, presentes no MC-RT para preparar a defesa da planta
por uma modulacdo da expressdo génica rapida e sisttmica de um conjunto especifico de
genes relacionados a defesa, o que refletiu em uma reducdo significativa de sintomas da
doenca e também no retardo da progressdo da doenca.

No entanto, os mecanismos moleculares precisos envolvidos na resposta de defesa
durante a infeccdo por Xcc em folhas de B. oleracea tratadas com MC-RT sdo complexos e
permanecem obscuros. Os resultados obtidos sdo consistentes com a observacdo geral e
enfatizam o potencial biotecnoldgico do uso de metabdlitos de R. tropici como um eficiente
eliciador de defesa em plantas. Este estudo foi o primeiro passo para entender o potencial
papel do MC-RT no priming de resposta de defesa em bréssicas e pode ser Gtil em estudos
futuros por gerar um bioproduto mais sustentdvel e com melhor eficadcia no manejo de
doencas de plantas causadas por Xanthomonas spp. ou outros patégenos. Em ultima analise,
esses resultados indicam, pelo menos para o patossistema investigado, que o MC-RT atingiu
seu maior potencial como eliciador de respostas de defesa da planta quando aplicado as partes

aéreas da planta.
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5. CONCLUSAO

Os genes avaliados neste estudo tém papéis importantes relacionados a resposta de
defesa. O tratamento com metabdlitos concentrados de R. tropici (MC-RT) nas folhas
apresentou efeito mais sistémico e prolongado do que o tratamento nas raizes. Embora a
aplicacdo de MC-RT nas folhas tenha induzido niveis de expressdo mais baixos dos genes
relacionados a defesa, foi capaz de reduzir a incidéncia de X. campestris pv. campestris (Xcc)
em plantas de B. olearea. Os resultados obtidos no estudo indicam um alto potencial
biotecnoldgico para o uso de MC-RT para induzir resisténcia em B. oleracea.

Além disso, demonstrou-se que folhas de brassica tratadas com MC-RT e inoculadas
com X. campestris pv. campestris, apresentaram retardo significativo da progresséo da doenca
e reducdo dos sintomas causados pelo fitopatdgeno. No entanto, é importante ressaltar que
esse efeito € temporério e podem ser necessarias aplicacbes posteriores.

Os resultados aqui obtidos sugerem que o MC-RT atua como eliciador de respostas
ativas de defesa em plantas e apresenta alto potencial biotecnoldgico para o controle de
doencas causadas por bactérias. Este estudo foi o primeiro passo para entender o potencial
papel do MC-RT na inducdo de resposta de defesa em bréssicas e pode ser Gtil em estudos
futuros para a geracdo de um produto com alta eficacia contra Xanthomonas spp. ou outras
espécies de fitopatdgenos. Tais avangos favorecem a sustentabilidade agricola ao trazer

beneficios econémicos e ambientais, contribuindo para uma producdo mais sustentavel.
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CAPITULO Il - Biossintese, caracterizacdo e avaliacio da atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas utilizando
extratos aquosos de plantas
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RESUMO

A maioria das rotas de sintese de nanoparticulas metalicas (NPMs) utiliza metodologias
tradicionais com 0 uso de reagentes toxicos que podem causar impactos negativos, tanto ao
meio ambiente quanto a saude humana. Uma alternativa mais segura para a producdo de
NPMs é a utilizacdo de extratos de plantas baseado nos conceitos da Quimica Verde, onde sdo
utilizados reagentes menos nocivos e de fontes renovaveis. Esta abordagem apresenta
vantagens como biocompatibilidade, estabilidade, sustentabilidade, rapidez e custo efetivo.
Contudo, quando envolve o uso de recursos bioldgicos, a selecdo da planta é uma etapa muito
importante visto que possui relacdo com o tamanho e a estabilidade das NPMs produzidas. No
presente estudo objetivou-se a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando
extratos aquosos de folhas de repolho, Arabidopsis thaliana, neem e noni, e extratos aquosos
de frutos de noni (casca e polpa/sementes) como agentes redutores e estabilizantes. As
sinteses de AgNPs foram realizadas em 6 diferentes concentracdes de extratos (10, 15, 20, 25,
30 e 60 mg/mL) em solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNQOs), a 1 mM. No total, foram
formadas 42 amostras de AgNPs, destas, 14 amostras foram selecionadas de acordo com seu
diametro hidrodindmico (DH), indice depolidispersidade (Pdl) e potencial Zeta (PZ) e entdo
testadas in vitro para avaliar sua atividade antibacteriana contra Xcc. As AgNPs sintetizadas
com extrato aquoso da casca do fruto de noni (EACFN) na concentracdo de 60 mg/mL,
apresentaram o menor DH e maior efeito antibacteriano em concetracdo final de 64 uM. Além
disso, plantas de gendtipos suscetiveis de B. oleracea foram tratadas com EACFN-AgNPs, e a
modulacdo positiva de genes relacionados a defesa foi obtida por qRT-PCR. Os resultados
mostraram que 4 dos genes analisados foram regulados positivamente, 1 regulado
negativamente e 3 ndo apresentaram regulacdo significativa na expressao génica, quando
comparados a condicdo controle (sem tratamento). Por fim, plantas tratadas com EACFN-
AgNPs a 64 uM quando desafiadas com Xcc apresentaram um fendtipo mais tolerante,
destacando que a aplicacdo de AgNPs parece desencadear uma resposta efetiva de defesa da
planta. Isso indica que a aplicacdo de AgNPs parece desencadear uma resposta de defesa
efetiva, provavelmente devido as propriedades elicitoras presentes em AgNPs sintetizadas a
partir de EACFN. Nesse contexto, as rotas de sintese verde com extratos aquosos de folhas de
repolho, Arabidopsis, neem e noni e frutos de noni realizadas no presente trabalho resultaram
em AgNPs com caracteristicas moduladas que podem ser utilizadas para diversos fins, como
no controle de Xcc em brassica. Outros estudos moleculares sdo necessarios para entender
como a bactéria e a planta respondem quando submetidas ao contato com AgNPs.

Palavras chaves: Atividade antimicrobiana, extratos de plantas, nanoparticulas de prata,
resposta de defesa, sintese verde e X. campestris pv. campestris.
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1. INTRODUCAO

A abordagem da quimica verde é ambientalmente sustentavel, econémica, segura,
rapida, menos prejudicial, ndo toxica, e utiliza diferentes tipos de organismos como plantas,
fungos e bactérias para a sintese de nanoparticulas metalicas, incluindo nanoparticulas de
prata (AgNPs) (Konishi et al., 2007, Panda et al., 2020). Este método € superior as abordagens
quimicas e fisicas e mais acessivel devido a sua natureza nao toxica (Ahmed et al., 2016a,
Rafique et al., 2017, Mohapatra et al., 2015). A atividade antimicrobiana das AgNPs depende
principalmente de duas variaveis: a concentracdo de ions de prata e a sensibilidade das
espécies microbianas a prata (Lee et al., 2007b). As AgNPs interagem com proteinas e
fosfolipideos que estdo ligados a uma bomba de prétons da membrana bacteriana que resulta
no rompimento das membranas, metabolismo celular e, portanto, morte celular (Savithramma
etal., 2012).

Diversos estudos ja foram conduzidos utilizando extratos de plantas como agentes
redutores e estabilizantes para a sintese de AgNPs e avaliacdo da atividade antimicrobiana das
mesmas, como por exemplo, extratos de amora (Morus alba), abacaxi (Ananas comosus),
neem (Azadirachta indica), péssego (Prunus persica), erva doce asteca (Phyla dulcis),
Flamboyant (Delonix regia var. flavida, Fabaceae), Handroanthus heptaphyllus (Vell.)
Mattos, tomate (Solanum lycopersicum) e cominho preto (Nigella sativa), (Ahmed et al.,
2016b, Kumar et al., 2017, Awwad & Salem, 2012, Ahmad & Sharma, 2012, Carson et al.,
2020, Pupe & Silva, 2021, Vijayakumar et al., 2021, Pereira et al., 2020, Santiago et al.,
2019).

O fitopatdgeno Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), agente causal da
podriddo negra, representa ha décadas uma grande ameaca para as culturas de cruciferas

(brassicas), causando grandes perdas econdmicas, reduzindo o desempenho e a qualidade das
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culturas (Williams, 1980). Xcc é uma bactéria Gram negativa, que vive epifiticamente na
superficie da folha, infecta os estdmatos, hidatodios ou feridas das plantas hospedeiras e
coloniza o sistema vascular. A infeccdo por Xcc é particularmente prejudicial devido a
formacdo de biofilme, que contém enzimas extracelulares degradadoras e outros fatores de
viruléncia (Dow et al., 2003). Uma vez no interior da planta, o patdgeno desloca-se pelo
sistema vascular, invadindo o xilema e colonizando o mesoéfilo. Os sintomas tipicos incluem,
clorose em forma de V nas bordas das folhas, necrose e escurecimento dos tecidos vasculares
com intensa clorose e necrose (Aires et al., 2011, Vicente & Holub, 2013). Uma das
principais respostas fisioldgicas a infeccdo por patdgenos é a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que reduz a viabilidade do patégeno por meio da atividade antibacteriana e
também estd implicado em dano oxidativo de células vegetais por meio da peroxidacdo
lipidica (Venisse et al., 2001, Lee et al., 20074, Perveen et al., 2013).

Atualmente ndo existe um método eficiente para controlar Xcc. As tentativas sao
direcionadas principalmente ao emprego de praticas agronémicas, como por exemplo, a
utilizacdo de agroguimicos, material de plantio livre de Xcc (sementes ou transplantes),
eliminacdo de outras possiveis fontes de contaminagdo, como residuos de lavouras infectadas
e de ervas daninhas cruciferas, e a rotacdo de culturas (Taylor et al., 2002). A busca por
estratégias mais eficientes e sustentaveis para 0 manejo da podriddo negra é altamente
desejada.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo a sintese verde de AgNPs
utilizando extratos aquosos de folhas de repolho (B. oleracea var. capitata), thale cress
(Arabidopsis thaliana), neem (Azadirachta indica) e noni (Morinda citrifolia) e extratos
aquosos de frutos de noni como agentes redutores e estabilizantes, bem como sua
caracterizagdo e avalicdo da atividade antimicrobiana contra o fitopatdgeno X. campestris pv.

campestris (Xcc). Além disso, verificamos a inducdo de genes relacionados a defesa por RT-
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gPCR em B. oleracea tratada com AgNPs, bem como seus efeitos na protecédo de plantas de
repolho contra a bactéria Xcc . Os resultados obtidos forneceram uma estratégia alternativa no
combate a podriddo negra de culturas cruciferas, além de fortalecer o potencial de uso de
AgNPs em estratégias de controle visando a reducdo do uso de agrotéxicos convencionais na

producdo de culturas de interesse econémico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e obtencao de extratos aquosos

Para este estudo, foram utilizadas folhas de A. thaliana, repolho (B. olerecea var.
capitata), neem (A. indica) e noni (M. citrifolia). A obtengdo dos extratos aquosos foi
realizada a partir de folhas de A. thaliana, com 90 dias de idade e repolho com 50 dias de
idade, cultivadas e coletadas na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, localizada em
Brasilia, DF. Folhas de neem também foram utilizadas para a obtencdo dos extratos aquosos,
sendo coletados em locais distintos, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
localizada em Brasilia - DF e na DF 150 Km 11 Rua do Mato, Chacara 15, Fercal, Sobradinho
— DF; e folhas de noni foram coletadas, na DF 150 Km 11 Rua do Mato, Fercal, Sobradinho —
DF.

Aleém das folhas, os frutos maduros de noni também foram utilizados como matéria-
prima para obtencdo dos extratos aquosos utilizado como agente redutor de ions prata. A
sintese verde por frutos maduros de noni foi realizada a partir de dois extratos dos frutos
(extrato da casca e extrato da polpa/semente), tendo a agua ultrapura como solvente. Os frutos
foram lavados com detergente neutro Extran a 0,1%. Em seguida, foram submetidos a uma
sequéncia de lavagens com agua destilada. Para a preparacéo dos extratos das partes do fruto,

a casca e a polpa/semente foram separadas. A casca foi retirada utilizando um bisturi que
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permitiu a realizacdo de cortes finos nos frutos ainda congelados. Posteriormente, a
polpa/sementes foram fragmentadas e pesadas.

As folhas de A. thaliana, repolho, neem e noni foram lavadas em agua destilada estéril
por trés vezes e, em seguida, foram maceradas em nitrogénio liquido e pesadas.
Posteriormente, o material macerado de cada amostra foi colocado em agua ultrapura Milli-Q
em ebulicdo, separadamente em béqueres de vidro. O volume de &gua ultrapura Milli-Q para
decoccgédo das folhas e cada parte do fruto de noni variou conforme o peso de cada porgéo
(casca, polpa ou semente) ou de folhas, de maneira a obter uma concentracao final de 0,5
g/mL de extrato. A extracdo por decoccao foi realizada em um periodo de 3 min em agitador
magnético com placa de aquecimento, modelo 0261-22 (Quimis). Os extratos foram
recuperados por filtracdo em papel filtro qualitativo em béqueres de vidro e posteriormente
armazenados em tubos tipo Falcon de 15 mL, a temperatura de 4°C e protegidos da luz até o
momento de serem utilizados para sintese de AgNPs, a qual ocorreu no mesmo dia da

preparacdo dos extratos. No total, 7 amostras de extratos aquosos foram obtidas.

2.2 Sintese verde e caracterizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)

As AgNPs foram produzidas com 1 mM de solugcdo aquosa de nitrato de prata
(AgNOg), utizando diferentes concentragfes (10, 15, 20, 25, 30 e 60 mg/mL) de extratos
aquosos de folhas de noni (EAFN), neem (cultivadas em Sobradinho) (EAFNS), neem
(cultivadas em Brasilia) (EAFNB), repolho (EAFR) e A. thaliana (EAFA), e extratos aquosos
de frutos de noni (casca ou polpa/semente) (EACFN ou EAPSFN), totalizando 42 amostras,
conforme (Tabela 2). Os controles para cada concentragdo de extratos continham &gua
ultrapura Milli-Q em vez de AgNOs em solugdo. As reacOes entre os EAFN, EAFNS,
EAFNB, EAFR, EAFA, EACFN ou EAPSFN, e ions Ag* em Ag° ocorreram a 75°C, no

escuro por 2,5 h em banho-maria microprocessado, modelo Q334M (Quimis). Os efeitos



cinéticos das reacdes foram monitorados em leitora de microplacas (ELx808 1U, Biotek,
EUA) a temperatura ambiente (25°C). A medicdo de absorbancia foi realizada em
comprimentos de onda de 450, 490 e 630 nm em intervalos de 30 min por 2,5 h. As medic6es
foram realizadas em triplicatas em placas de 96 pocos em um volume de 100 pL por pogo.
Posteriormente, as amostras de AgNPs foram caracterizadas por espalhamento
dindmico de luz (DLS) para determinar o didmetro hidrodindmico (DH), indice de
polidispersidade (Pdl) e mobilidade eletroforética para determinar o potencial Zeta de
superficie (carga de superficie) em um equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino
Unido) usando laser He-Ne (4 mW) operando a 633 nm e em um angulo de 173° para
deteccdo de espalhamento de luz. As suspensdes de AgNPs foram diluidas com &gua ultrapura
Milli-Q 10x (v/v) e 3 leituras independentes foram realizadas a temperatura ambiente. O
software ZetaSizer versdo 7 foi utilizado para obter os potenciais DH, Pdl e Zeta das
superficies das particulas. As AgNPs formadas foram armazenadas a 4°C até posterior

utilizacdo em ensaios de atividade antibacteriana.

Tabela 2. Concentragdes de extratos aquosos de folhas de noni (EAFN), neem (Sobradinho)
(EAFNS), neem (Brasilia) (EAFNB), repolho (EAFR) e A. thaliana (EAFA), e extratos
aquosos de frutos de noni (casca ou polpa/semente) (EACFN ou EAPSFN), nas amostras de
AgNPs e em seus respectivos controles (contendo somente 0s extratos).

Concentragdes de EAFN Amostras EAFN-AgNPs Controles EAFN

10 mg/mL EAFN-AgNPs 10 mg/mL Controle-10 mg/mL
15 mg/mL EAFN-AgNPs 15 mg/mL Controle-15 mg/mL
20 mg/mL EAFN-AgNPs 20 mg/mL Controle-20 mg/mL
25 mg/mL EAFN-AgNPs 25 mg/mL Controle-25 mg/mL
30 mg/mL EAFN-AgNPs 30 mg/mL Controle-30 mg/mL
60 mg/mL EAFN-AgNPs 60 mg/mL Controle-60 mg/mL
Concentragdes de EAFNS Amostras EAFNS-AgNPs Controles EAFNS
10 mg/mL EAFNS-AgNPs 10 mg/mL Controle-10 mg/mL
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15 mg/mL

20 mg/mL

25 mg/mL

30 mg/mL

60 mg/mL
Concentracdes de EAFNB
10 mg/mL

15 mg/mL

20 mg/mL

25 mg/mL

30 mg/mL

60 mg/mL
Concentracoes de EAFR
10 mg/mL

15 mg/mL

20 mg/mL

25 mg/mL

30 mg/mL

60 mg/mL
Concentragdes de EAFA
10 mg/mL

15 mg/mL

20 mg/mL

25 mg/mL

30 mg/mL

60 mg/mL
Concentracfes de EACFN
10 mg/mL

15 mg/mL

20 mg/mL

25 mg/mL

30 mg/mL

60 mg/mL

Concentragtes de EAPSFN

EAFNS-AgNPs 15 mg/mL
EAFNS-AgNPs 20 mg/mL
EAFNS-AgNPs 25 mg/mL
EAFNS-AgNPs 30 mg/mL
EAFNS-AgNPs 60 mg/mL
Amostras EAFNB-AgNPs
EAFNB-AgNPs 10 mg/mL
EAFNB-AgNPs 15 mg/mL
EAFNB-AgNPs 20 mg/mL
EAFNB-AgNPs 25 mg/mL
EAFNB-AgNPs 30 mg/mL
EAFNB-AgNPs 60 mg/mL
Amostras EAFR-AgNPs
EAFR-AgNPs 10 mg/mL
EAFR-AgNPs 15 mg/mL
EAFR-AgNPs 20 mg/mL
EAFR-AgNPs 25 mg/mL
EAFR-AgNPs 30 mg/mL
EAFR-AgNPs 60 mg/mL
Amostras EAFA-AgNPs
EAFA-AgNPs 10 mg/mL
EAFA-AgNPs 15 mg/mL
EAFA-AgNPs 20 mg/mL
EAFA-AgNPs 25 mg/mL
EAFA-AgNPs 30 mg/mL
EAFA-AgNPs 60 mg/mL
Amostras EACFN-AgNPs
EACFN-AgNPs 10 mg/mL
EACFN-AgNPs 15 mg/mL
EACFN-AgNPs 20 mg/mL
EACFN-AgNPs 25 mg/mL
EACFN-AgNPs 30 mg/mL
EACFN-AgNPs 60 mg/mL
Amostras EAPSFN-AgNPs

Controle-15 mg/mL
Controle-20 mg/mL
Controle-25 mg/mL
Controle-30 mg/mL
Controle-60 mg/mL
Controles EAFNB
Controle-10 mg/mL
Controle-15 mg/mL
Controle-20 mg/mL
Controle-25 mg/mL
Controle-30 mg/mL
Controle-60 mg/mL
Controles EAFR
Controle-10 mg/mL
Controle-15 mg/mL
Controle-20 mg/mL
Controle-25 mg/mL
Controle-30 mg/mL
Controle-60 mg/mL
Controles EAFA
Controle-10 mg/mL
Controle-15 mg/mL
Controle-20 mg/mL
Controle-25 mg/mL
Controle-30 mg/mL
Controle-60 mg/mL
Controles EACFN
Controle-10 mg/mL
Controle-15 mg/mL
Controle-20 mg/mL
Controle-25 mg/mL
Controle-30 mg/mL
Controle-60 mg/mL
Controles EAPSFN
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10 mg/mL EAPSFN-AgNPs 10 mg/mL Controle-10 mg/mL

15 mg/mL EAPSFN-AgNPs 15 mg/mL Controle-15 mg/mL
20 mg/mL EAPSFN-AgNPs 20 mg/mL Controle-20 mg/mL
25 mg/mL EAPSFN-AgNPs 25 mg/mL Controle-25 mg/mL
30 mg/mL EAPSFN-AgNPs 30 mg/mL Controle-30 mg/mL
60 mg/mL EAPSFN-AgNPs 60 mg/mL Controle-60 mg/mL

2.3 Atividade antibacteriana das AgNPs contra X. campestris pv. campestris (Xcc)

A investigacdo das possiveis atividades antibacterianas das EAFN-AgNPs, EAFNS-
AgNPs, EAFNB-AgNPs, EAFR-AgNPs, EAFA-AgNPs, EACFN-AgNPs e EAPSFN-AgNPs,
foi realizada em suspensdo. Com base na caracterizacdo das 42 amostras de AgNPs, foram
selecionadas aquelas com maior e menor DH, Pdl e potencial Zeta de superficie de cada
grupo (EAFN-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFN; EAFNS-AgNPs
sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFNS; EAFNB-AgNPs sintetizadas com 10 ou 20
mg/mL de EAFNB; EAFR-AgNPs sintetizadas com 25 ou 60 mg/mL de EAFR; EAFA-
AgNPs sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFA; EACFN-AgNPs sintetizadas com 25 ou
60 mg/mL de EACFN; e EAPSFN-AgNPs sintetizadas com 15 ou 60 mg/mL de EAPSFN),
totalizando 14 amostras para avaliacdo da atividade antibacteriana contra Xcc. A bactéria foi
cultivada em meio NYG, composto por 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 10 g de
agar e 20 mL de glicerol por litro (Daniels et al., 1984) a 28°C. Apo6s 48 h de crescimento em
placa de Petri, as células foram pré-cultivadas durante 16 h e diluidas em meio NYG liquido e
a densidade optica (D.O.) foi ajustada para Asoo = 0,050 em espectrofotdmetro para o preparo
do bioensaio contento AgNPs. Posteriormente, 85 pL do inéculo da bactéria e 15 pL
contendo as amostras de AgNPs (8, 16, 32, 64, 128 ou 256 pM) ou controles foram
adicionados, sendo o controle negativo com agua e o controle positivo com AgNO3 (8, 16, 32,

64, 128 e 256 puM). O volume final foi de 100 pL. Estas foram aplicadas em microplacas de
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96 pocos, as quais foram incubadas a 28°C por 72 h e avaliada a concentracao inibitoria

minima (MIC). Apds esse tempo, o MIC foi determinado por inspecéo visual.

2.4 Tratamento em plantas B. oleracea var. capitata com AgNPs

Ap0s o bioensaio com AgNPs para avaliar a atividade antibacteriana, foi selecionada a
AgNP (EACFN-AgNPs sintetizadas com 60 mg/mL de EACFN em uma cocentragdo a 64
KUM) que apresentou a menor concentracdo inibitéria minima (MIC), para avaliar a possivel
inducdo de genes de defesa em bréssicas. Plantas da cultivar de B. oleracea var. capitata,
foram cultivadas em casa de vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia-DF, Brasil, sem controle de temperatura. As sementes foram submetidas a
desinfestacdo com hipoclorito de sddio a 3% e lavadas com &gua destilada. Posteriormente, as
sementes foram colocadas em vasos plasticos contendo uma mistura de solo. Cada vaso de
plastico continha uma planta, e trés plantas formaram cada amostra. Foram utilizadas 3
repeticGes bioldgicas (amostras) e cada repeticdo com 3 réplicas tecnicas, totalizando 27
plantas.

Aos 18 dias ap6s a germinacdo as plantas foram pulverizadas com aproximadamente 1
mL de EACFN-AgNPs em uma concentracdo a 64 UM, ou solucdo de AgNOs a 64 UM ou
sem tratamento (condicdo controle). Apds 24 h, as folhas foram coletadas separadamente,
maceradas em nitrogénio liquido e submetidas a extracdo de RNA total para analisar a
inducdo de genes de defesa por RT-gPCR. As plantas tratadas foram comparadas com a

condic&o controle (sem tratamento).

2.5 Extracdo de RNA total de B. oleracea var. capitata e sintese de cDNA
Para avaliar a possivel inducdo de genes de defesa por RT-gPCR em plantas da

cultivar de B. oleracea var. capitata, tratadas com EACFN-AgNPs, a extracdo de RNA total
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foi realizada utilizando o método Trizol (Invitrogen) de acordo com Simms et al. (1993), com
modificagBes. A quantificacdo foi realizada com o espectrofotdmetro NanoDrop® (ND-1000
UV-Vis -Thermo Fisher) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para verificar a
integridade do RNA isolado, as amostras foram analisadas em gel de agarose (1% de agarose;
1x TAE Buffer), pré-corado com brometo de etidio (0,5 mg/mL) (Sambrook et al., 1989). A
enzima Turbo™ DNAse (Applied Biosystems/Ambion) foi utilizada para o tratamento de
RNA total para eliminar possivel contaminacdo com DNA gendémico. Subsequentemente, a
sintese de cDNA foi realizada usando 2 pg de RNA tratado, utilizando GoScript™ Reverse
Transcription System (Promega). O cDNA obtido foi armazenado a -20°C e utilizado para
RT-qPCR. Os primers dos genes relacionados com defesa utilizados para analise de RT-gPCR

e condi¢des da RT-qPCR e analise de dados foram realizados de acordo com o Capitulo 1.

2.6 Inoculacédo de X. campestris pv. campestris em plantas de B. oleracea var. capitata
tratadas com AgNPs

Para verificar o potencial de EACFN-AgNPs para reduzir os sintomas da podridao
negra em B. oleracea var. capitata Veloce (suscetivel ao isolado Xcc 51), as sementes foram
submetidas a desinfestacdo com hipoclorito de sédio 3% e colocadas para germinar em copos
plasticos de 200 mL contendo uma mistura de terra estéril, esterco e areia estéril (3:1:1 w
Iwiw). Foram utilizadas 3 réplicas biologicas (amostras), totalizando 9 plantas. Para avaliar os
sintomas da doenca, aos 18 dias ap0s a germinacéo, as plantas foram pulverizadas na face
adaxial das folhas com 1 mL de EACFN-AgNPs na concentracdo de 64 puM, ou AgNOs (64
M) ou sem tratamento (condicdo controle). Plantas ndo tratadas (controle) e tratadas com 1
mL de EACFN-AgNPs ou AgNOs a 64 uM foram pulverizadas com Xcc isolado 51 em 24h

apos a aplicacéo.
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As suspensfes bacterianas foram cultivadas em meio NYG liquido por 16 h,
centrifugadas e ressuspendidas em agua. Aproximadamente 1 mL da solucdo bacteriana (Asoo
= 0,300) foi pulverizada nas folhas das plantas. As plantas inoculadas foram mantidas em casa
de vegetacdo e os sintomas da doenca foram monitorados visualmente e também
quantificados considerando a porcentagem de area foliar lesionada capturada nas folhas totais
das plantas (n=9), em trés momentos (5-7-10 dias ap0s a infeccéo - dai), utilizando o software
QUANT® (Vale et al., 2003). A avaliacdo de possiveis diferencas significativas entre os
grupos tratados e controle foi realizada usando ANOVA one-way (p-valor <0,05) seguido por

um teste t-student post hoc (p-valores <0,01; <0,0001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de espectroscopia UV-vis de AgNPs

O monitoramento das reacdes de sintese de AgNPs por meio de espectrofotometria é
um aspecto muito importante que deve ser levado em consideracdo. De acordo com Baker et
al. (2013), as AgNPs formadas ap0s a sintese verde possuem ressonancia plasménica de
superficie (SPR) que da origem a picos caracteristicos nas absorcdes no espectro
eletromagnético.

As AgNPs sintetizadas utilizando extratos aquosos de folhas de noni (EAFN), neem
(Sobradinho) (EAFNS), neem (Brasilia) (EAFNB), repolho (EAFR) e Arabidopsis (EAFA), e
extratos aquosos de frutos de noni (casca ou polpa/ sementes) (EACFN ou EAPSFN), foram
realizadas em diferentes concentracOes de extratos aquosos (10, 15, 20, 25, 30 e 60 mg/mL)
(tabela 2), totalizando 42 amostras. A formacdo das AgNPs a partir de uma solucédo de 1 mM
de AgNO:s foi confirmada por anélise em UV-vis. A medigdo de absorbancia foi realizada em

comprimentos de onda de 450 nm, 490 nm e 630 nm em intervalos de 30 min por 2,5 h. A
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Figura 8 indica a inspecdo visual ao final das reagdes de sintese de AgNPs em diferentes
concentragcdes em contraste com solugéo aquosa de AgNO3

O aumento da concentragédo de extratos de EAFNS, EAFNB, EAFR, EAFA, EACFN e
EAPSFN utilizados para a sintese de AgNPs aumentou o nivel de intensidade de cor das
suspensdes, variando de reacdo com 10 mg/mL a reacdo com 60 mg/mL. Enquanto as AgNPs
sintetizadas com EAFN, o aumento da concentracdo dos extratos utilizados para a sintese de
AgNPs diminuiu o nivel de intensidade de cor das suspensdes. Essa evidéncia é corroborada
pela Figura 9 que mostra esse monitoramento por espectroscopia de absorbancia na regido do
visivel no comprimento de 490 nm a cada 30 min da reacdo de sintese e € possivel observar
que o aumento nas concentracdes dos extratos aquosos esta diretamente relacionado ao
aumento ou diminuicdo da intensidade de absorcdo. Isso ocorre porque diferentes extratos
apresentam concentracoes e proporcdes diferentes compostos. Estudos mostram que extratos
aquosos de curcuma de cor amarela foram alterados para marrom avermelhado escuro devido
a reducdo de ions de prata a AgNPs (Alsammarraie et al., 2018).

Diveros estudos tém sido realizados utilizando extratos vegetais como agentes
redutores e estabilizantes para a sintese de AgNPs (Ahmed et al., 2016b, Kumar et al., 2017,
Awwad & Salem, 2012, Ahmad & Sharma, 2012, Carson et al., 2020, Pupe & Silva, 2021,
Vijayakumar et al., 2021, Pereira et al., 2020, Santiago et al., 2019). De acordo com Ovais et
al. (2018), dente os principais componentes dos extratos vegetais incluem polifendis
(terpendides, flavondides, taninos), proteinas (enzimas), acidos organicos e alcaldides, que

podem atuar como agentes quimicos para reduzir os sais de prata e estabilizar as AgNPs.
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Figura 8. Suspensdes resultantes das reacdes de sintese de AgNPs utilizando EAFN, EAFNS, EAFNB, EAFR e EAFA, EACFN ou EAPSFN em
diferentes concentragdes (10, 15, 20, 25, 30 e 60 mg/mL) e controles AgNOsz apds 2,5 h de reacéo.
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Figura 9. Curvas cinéticas das reacdes de sintese de AgNPs. A - EAFN-AgNPs, B - EAFNS-
AgNPs, C - EAFNB-AgNPs, D - EAFR-AgNPs, E - EAFA-AgNPs, F - EACFN-AgNPs e G
- EAPSFN-AgNPs caracterizados por espectroscopia UV-Visivel. Monitoramento por
espectroscopia de absor¢do em um comprimento de onda de 490 nm por 25 h.
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3.2 Avaliacéo das propriedades fisico-quimicas de AgNPs por espalhamento de luz
dinamico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) foi também utilizada para
confirmacdo da formacdo de AgNPs. Apés formadas, as EAFN-AgNPs, EAFNS-AgNPs,
EAFNS-AgNPs, EAFR-AgNPs, EAFA-AgNPs, EACFN-AgNPs e EACFN-AgNPs
apresentaram grande variacdo dos didmetros hidrodindmicos (DH) e dos indices de
polidispersividade (Pdl), apresentados em decorréncia da concentragdo do extrato. As AELR-
AgNPs formadas apresentaram DH variando de 2136,0 — 3218,0 nm, e Pdl 0,481 — 0,709, e
as AELA-AgNPs formadas apresentaram DH variando de 266,6 — 4636,0 nm e Pdl 0,372 —
0,646. Nas suspensdes EAFNB-AgNPs e EAFNS-AgNPs, o DH variou entre 890,1 — 2958,0
nm e 168,3 — 1513,0 nm, e apresentou valores de Pdl de 0,506 — 0,780 e 0,371 — 0,717,
respectivamente. Na suspensdo EAFN-AgNPs, o DH varia entre 724,0 — 1652,0 nm, e Pdl
moderado (0,405 — 0,543). Nas suspensfes EACFN-AgNPs e EAPSFN -AgNPs, o DH variou
de 184,7 — 422,8 nm e Pdl 0,255 — 0,466. O potencial Zeta de superficie dessas AgNPs variou
de -11.2 a-23.7 mV (Tabela 3, Figura 10).

A caracterizagdo das AgNPs por espalhamento de luz dindmico, em relacdo ao
tamanho das particulas, forneceu o didmetro hidrodindmico das AgNPs com variagdo entre
168,3 nm e 4636,0 nm aproximadamente. Na Figura 10B pode ser observado que as amostras
de AgNPs obtidas por sintese com EACFN e EAPSFN apresentaram nanoparticulas com Pdl
moderados quando comparadas as particulas sintetizadas com EAFN, EAFNS, EAFNB,
EAFR e EAFA. O DH esta relacionado ao tamanho das particulas em agua, um parametro
importante que pode afetar as propriedades de biodistribuicdo das suspensdes. O Pdl é um
pardmetro utilizado para medir a largura da distribuicdo de particulas e, portanto, a
homogeneidade de uma suspensdo. Neste estudo, ficou abaixo de 0,500 (em média) para todas

as nanosuspensdes, o que indica distribuicbes de tamanhos de particulas moderadamente
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polidispersas. Conforme Tabela 3 e Figura 10, pode-se observar que os aumentos das
concentracdes de EAFN, EAFNS, EAFNB, EAFR, EAFA, EACFN e EAPSFN resultaram em
tendéncias de aumentos nos valores de DH e também de Pdl. Enquanto os aumentos das
concentragOes de AENFP e AENFPS, resultaram em tendéncias de diminuigéo dos valores de
DH e também de Pdl, o que esté relacionado com a homogeneidade do tamanho das particulas

obtidas.

Por ultimo, o valor do potencial Zeta relaciona-se com as propriedades da superficie
dos nanomateriais, podendo ser utilizado para indicar estabilidade de nanosuspensdes. A
amostra de AgNP com menor concentragdo de extrato (10 mg/mL) referente a folhas de noni
foi a que apresentou carga de superficie mais negativa com aproximadamente -23,7 mV,
sendo a mais negativa dentre todas as amostras de AgNPs, conferindo a ela uma maior
estabilidade coloidal com relacdo as outras amostras. Esse evento pode ser relacionado com a

possibilidade de diferencas fitoquimicas presentes nessa espécie.

Nesse contexto, as rotas de sintese verde com EAFN, EAFNS, EAFNB, EAFR e
EAFA, EACFN e EAPSFN realizadas no presente trabalho resultaram em AgNPs com
caracteristicas diferenciais que podem ser utilizadas para diversos fins, como no controle de
Xcc em brassica. O método de sintese verde € simples e ecologicamente correto e pode ser
estendido para a producdo de outros tipos de nanoparticulas, como nanoparticulas de cobre,
com uma ampla gama de aplica¢cbes no campo das ciéncias dos materiais, bem como na

agricultura.
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Tabela 3. Diametro hidrodindmico (Z-Average), indice de Polidispersidade (Pdl) e potencial
Zeta de superficie de AgNPs sintetizadas por EAFN, EAFNS, EAFNB, EAFR, EAFA, EACFN e
EAPSFN em diferentes concentracdes. Os valores sdo representados como a média + erro
padrdo da media.

EAFN Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAFN-AgNPs_10 mg mL™ 724,0 £ 45,2 0,423+0,020 -23,7+0,2
EAFN-AgNPs _15 mg mL™* 769,1 + 56,8 0,458 + 0,057 -229+0,3
EAFN-AgNPs 20 mg mL* 9525+ 19,7 0,543 +0,017 -21,6+0,3
EAFN-AgNPs 25 mg mL* 1147,0 + 48,3 0,415+0,071 -20,9+0,8
EAFN-AgNPs 30 mg mL™* 1222,0+51,5 0,463+0,072 -209+0,4
EAFN-AgNPs _60 mg mL* 1652,0 + 270,3 0,474+0,065 -17,0%£0,5
EAFNS Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAFNS-AgNPs_10 mg mL* 890,1 + 63,3 0,519+0,071 -182+0,4
EAFNS-AgNPs_15 mg mL™* 1106,0 + 234,2 0,767 £0,129 -16,2+0,7
EAFNS-AgNPs_20 mg mL* 2958,0 + 1549,0 0,558+ 0,124 -139+1,3
EAFNS-AgNPs_25 mg mL™* 2035,0 £ 162,0 0,506 £ 0,047 -15,4+0,9
EAFNS-AgNPs_30 mg mL* 2038,0 + 318,2 0,780+ 0,010 -12,3+2,2
EAFNS-AgNPs_60 mg mL* 1381,0 + 61,3 0,420+ 0,051 -136+0,6
EAFNB Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAFNB-AgNPs_10 mg mL 168,3+2,9 0,371+0,012 -216+0,5
EAFNB-AgNPs _15mgmL*  4029+9,6 0,438 £0,054 -21,3+0,7
EAFNB-AgNPs 20 mgmL?  1117,0+ 15,3 0,612+ 0,110 -21,3+0,1
EAFNB-AgNPs _25mgmL*  1489,0 + 118,0 0,558 £0,090 -204+1,1
EAFNB-AgNPs 30 mgmL?  1513,0 +207,9 0,717 +0,066 -20,4+0,5
EAFNB-AgNPs 60 mgmL*  1448,0+30,7 0,560+ 0,175 -18,9+0,4
EAFR Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAFR-AgNPs_10 mg mL™* 2033,0 + 147,6 0,709+0,114 -175+0,8
EAFR-AgNPs_15 mg mL™! 2880,0 £ 154,3 0,722+ 0,216 -17,2+2,6
EAFR-AgNPs_20 mg mL™* 2338,0+ 30,7 0,481+0,084 -16,7+0,5
EAFR-AgNPs_25 mg mL™! 3218,0 £ 461,1 0,497+0,054 -195+17
EAFR-AgNPs_30 mg mL™* 2134,0 £ 162,5 0,669+0,050 -195+11
EAFR-AgNPs_60 mg mL™! 1566,0 + 300,2 0,525+0,162 -17,0%+1,6
EAFA Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAFA-AgNPs_10 mg mL* 266,6 + 6,6 0,372+0,021 -16,5+3,0
EAFA-AgNPs_15 mg mL™* 757,8 + 88,2 0,502 +0,031 -205+1.2
EAFA-AgNPs_20 mg mL* 1115,0+117,5 0,545+0,041 -206x0,5
EAFA-AgNPs_25 mg mL™* 2750,0 £ 511,5 0,543+0,192 -19.3+15
EAFA-AgNPs_30 mg mL* 3608,0 £ 1122,0 0,646+0,145 -145+16
EAFA-AgNPs_60 mg mL™* 4636,0 + 1708,0 0,443+£0,110 -112+172
EACFN Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EACFN-AgNPs_10 mg mL 243,3+ 3,6 0,423 +0,007 -16,8+2,0
EACFN-AgNPs_15 mg mL? 297,772 0,382+0,040 -20,3+1,1
EACFN-AgNPs_20 mg mL* 236,1+ 3,6 0,255+ 0,005 -22,5+0,3
EACFN-AgNPs_25 mg mL* 2934+4,6 0,268 £ 0,002 -23,4+0,1
EACFN-AgNPs_30 mg mL 221,1+1,2 0,261 +0,009 -20,9+0,9
EACFN-AgNPs_60 mg mL* 1923+1,1 0,362+ 0,047 -19.6+1,8
EAPSFN Z-Average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
EAPSFN-AgNPs 10 mgmL?  347,1+0,9 0,386 + 0,007 -18,6 +0,6
EAPSFN-AgNPs_15mgmL* 4228+ 30,3 0,466 £0,171 -18,4+19
EAPSFN-AgNPs 20 mgmL? 301,6 6,1 0,386 +0,010 -19,7+1,2
EAPSFN-AgNPs_ 25 mgmL* 276,0+3,3 0,421+0,005 -19,6+0,8
EAPSFN-AgNPs 30 mg mL? 2405+ 53 0,411+0,033 -19,4+0,7
EAPSFN-AgNPs 60 mgmL? 2147+28 0,278 £ 0,004 -17,8+0,3

77



A B 10 mg/mL, B B 10 mg/ml,
7000 — I 15 mg/mL 1.0 - B 15 mg/mL
- I 20 mg/mL i I 20 mg/mL
i N 25 mg/mL 0,9 - I 25 mg/mL
Ly I 30 mg/mL 1 I 30 mg/mL
5500 I 60 mg/mL 0.8 4 I 60 mg/mL
5000 - 07
4500 1
= 1 0.6 -
£ 4000 ]
() -
: 5o
2 0.4
< N
N
0.3
0.2 H
0.1
0,0 -
EAFR  EAFA  EAFNS EAFNB EAFN EACFN EAPSFN EAFR  EAFA  EAFNS EAFNB EAFN EACFN EAPSFN
AgNPs AgNPs

Figura 10. Caracterizacdo de AgNPs sintetizadas utilizando EAFN, EAFNS, EAFNB, EAFR, EAFA, EACFN e EAPSFN. A - Diametro Hidrodinamico (HD), B
- indice de Polidispersidade (Pdl).
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3.3. AgNPs afetam negativamente a sobrevivéncia de X. campestris pv. campestris in vitro

Diversos estudos relataram que bactérias Gram positivas sdo mais resistentes aos
mecanismos de acdo de nanoparticulas (NPs) (Feng et al., 2000, Dorobantu et al., 2015),
devido a camada de peptidoglicano muito mais espessa do que as bactérias Gram-negativas,
abrangendo mais de 80 nm com 4&cidos teicoico e teicurbnico ligados covalentemente. Por
outro lado as bactérias Gram-negativas sdo cobertas por uma camada de lipopolissacarideos
(1-3 pum de espessura) e peptidoglicanos (~ 8 nm de espessura). Este arranjo pode facilitar a
entrada de ions liberados de AgNPs na célula. A destruicdo da parede celular que ocorre a
partir da interacéo fisica entre as AgNPs e a parede celular é mais prejudicial para as bactérias
Gram-negativas, pois elas ndo apresentam a espessa camada de peptidoglicano encontrada nas
bactérias Gram-positivas que poderia atuar como uma camada protetora.

O efeito antibacteriano das 14 amostras de AgNPs selecionadas (EAFN-AgNPs
sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFN; EAFNS-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60
mg/mL de EAFNS; EAFNB-AgNPs sintetizadas com 10 ou 20 mg/mL de EAFNB; EAFR-
AgNPs sintetizadas com 25 ou 60 mg/mL de EAFR; EAFA-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60
mg/mL de EAFA; EACFN-AgNPs sintetizadas com 25 ou 60 mg/mL de EACFN; e
EAPSFN-AgNPs sintetizadas com 15 ou 60 mg/mL de EAPSFN) foram avaliadas contra Xcc.
As MICs foram determinadas por inspecdo visual apos 72 h de ensaios e os resultados sdo
mostrados na Tabela 4. EAFN-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFN
apresentaram efeitos antibacterianos contra Xcc na concentracdo de 128 e 256 uM,
respectivamente. AS EAFNS-AgNPs e EAFNB-AgNPs sintetizadas com 10 mg/mL de
EAFNS ou EAFNB apresentaram efeitos antibacterianos contra Xcc na concentragdo de 256
MM, enquanto as sintetizadas com 60 mg/mL de EAFNS ou EAFNB ndo mostraram efeito
antibacteriano na concentragdo maxima avaliada de 256 puM. Curiosamente, as EAFR-AgNPs

sintetizadas com 25 ou 60 mg/mL de AEFR, hospedeiro de Xcc, ndo apresentaram efeitos
79



antibacterianos na concentragdo maxima avaliada de 256 pM. EAFA-AgNPs sintetizadas com
10 ou 60 mg/mL de EAFA apresentam efeito antibacteriano na concentracdo de 128 uM. As
EACFN-AgNPs sintetizadas com 25 mg/mL de EACFN apresentaram efeitos antibacterianos
contra Xcc em uma concentragdo de 128 pM, enquanto aquelas sintetizadas com 60 mg/mL
de EACFN mostraram efeito antibacteriano em uma concentracdo de 64 pM. Além disso,
EAPSFN-AgNPs sintetizadas com 15 mg/mL de EAPSFN apresentam efeito antibacteriano
na concentragdo de 128 pM, enquanto que aquelas sintetizadas com 60 mg/mL de EAPSFN
ndo mostraram efeito antibacteriano na concentracdo maxima avaliada de 256 yM.

No teste de atividade antibacteriana contra Xcc, as AgNPs com maior efeito
antibacteriano foram aquelas com menor DH, como EACFN-AgNPs sintetizadas com 60
mg/mL de EACFN na concentracdo de 64 uM ( Tabela 4). Os resultados obtidos neste estudo
indicam que EACFN-AgNPs sintetizadas com 60 mg/mL na concentracdo de 64 uM parece
ser eficaz no controle de Xcc, atuando como agente bactericida ou bacteriostatico. Em geral, a
atividade antibacteriana das AgNPs é atribuida a ligacdo entre a parede celular bacteriana e as
AgNPs. Sabe-se que AgNPs interagem com proteinas e fosfolipideos que estdo ligados a
bomba de prétons da membrana bacteriana, o que resulta em ruptura da membrana, alteracdo
do metabolismo celular e morte celular (Savithramma et al., 2012). De acordo com Lee et al.
(2007b), a atividade antimicrobiana das AgNPs depende principalmente de duas variaveis, a
concentracdo de ions prata e a sensibilidade de cada espécie microbiana a prata.

Diversos estudos tém relatado que AgNPs com dimens@es pequenas apresentam maior
atividade antibacteriana (Martinez-Gutierrez et al., 2010, Ivask et al., 2014, Pérez-Diaz et al.,
2015). O fato de que NPs pequenas tendem a ser mais toxicas do que NPs grandes pode ser
explicado pela relagdo a area de superficie maior para a razdo de volume em comparacéo com
NPs maiores. 1sso pode aumentar muito a produgdo de ROS, o que, consequentemente, pode

danificar e inativar biomoléculas essenciais, incluindo DNA, proteinas e lipidios (Karakoti et
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al., 2006). No entanto, varios estudos relataram que AgNPs com dimensfes maiores também
apresentam atividade biologica notéavel, indicando que a toxicidade das nanoparticulas esta
associada a outros fatores, além do seu tamanho, como forma, concentracdo, agentes de
revstimento e estado coloidal (El Badawy et al., 2011, Sohm et al., 2015). Outros fatores que
podem ser importantes no mecanismo de acdo de AgNPs inclui o processo de formulacdo, o
ambiente, o mecanismo de defesa bacteriana e as caracteristicas fisicas. Os resultados obtidos
sdo consistentes com os disponiveis na literatura, reforcando o potencial da abordagem

realizada baseada em sintese verde visando a formacdo de AgNPs e sua atividade contra Xcc.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas e concentragdo inibitéria minima (MIC) para X.
campestris pv. campestris apds 72 h de tratamento com EAFN-AgNPs sintetizadas com 10 ou
60 mg/mL de EAFN, EAFNS-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFNS, EAFNB-
AgNPs sintetizadas com 10 ou 20 mg/mL de EAFNB, EAFR-AgNPs sintetizadas com 25 ou
60 mg/mL de EAFR, EAFA-AgNPs sintetizadas com 10 ou 60 mg/mL de EAFA, EACFN-
AgNPs sintetizadas com 25 ou 60 mg/mL de EACFN e EAPSFN-AgNPs sintetizadas com 15
ou 60 mg/mL de EAPSFN e nitrato de prata (AgNO3) (condicdo controle) em diferentes

concentracgdes (8, 16, 32, 64, 128 e 256 uM).

EAFN Z-Average (nm)  Pdl Potencial Zeta (mV) MIC
EAFN-AgNPs_10 mgmL?  724.0+45.2 0.423+£0.020 -23.7+0.2 128
EAFN-AgNPs_60 mg mL™* 1652,0 + 270,3 0,474+0,065 -17,0+0,5 256
EAFNS Z-Average (hm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EAFNS-AgNPs_10 mg mL?*  890,1 + 63,3 0,519+0,071 -18,2+04 256
EAFNS-AgNPs_20 mg mL*  2958,0+1549,0  0,558+0,124 -139+1,3 -
EAFNB Z-Average (nm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EAFNB-AgNPs_10 mgmL* 168,3+2,9 0,371+0,012 -216+0,5 256
EAFNB-AgNPs_60 mg mL* 1513,0 + 207,9 0,717 +0,065 -20,4+0,5 -
EAFR Z-Average (nm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EAFR-AgNPs_25 mg mL™*! 3218,0 £ 461,1 0,497 £0,054 -195+17 -
EAFR-AgNPs_60 mg mL™! 1566,0 + 300,2 0,524+0,160 -17,0+1,6 -
EAFA Z-Average (hm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EAFA-AgNPs_10 mg mL*  266,6 + 6,6 0,372+£0,021 -16,5+3,0 128
EAFA-AgNPs_60 mgmL*  4636,0+1708,0 0,443+0,110 -11,2+12 128
EACFEN Z-Average (nm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EACFN-AgNPs_25 mgmL* 2934+ 4,6 0,268 £ 0,002 -23,4+0,1 128
EACFN-AgNPs_ 60 mgmL?* 1923+1,1 0,362+ 0,047 -196+18 64
EAPSFN Z-Average (nm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
EAPSFN-AgNPs_15mg mL* 4228 + 30,3 0,466 +0,171 -184+19 128
EAPSFN-AgNPs_60 mgmL* 214,1+28 0,278 +0,004 -17,8+0,3 -
AgNO; Z-Average (hm)  Pdl Potencial Zeta (mV)  Xcc
Ag* - - - 64



3.4 EACFN-AgNPs induz a modulagao positiva de genes relacionados & defesa em B.

oleracea

Para reduzir a severidade das doencas, a inducdo de resisténcia sistémica na planta
hospedeira tornou-se uma meta de suma importancia, de baixo custo e sem danos adversos ao
meio ambiente e a salde humana (Abdou et al., 2003, Elsharkawy et al., 2012). Diversos
nanomateriais podem ser utilizados como elicitores de defesa de plantas, como nanoparticulas
de prata, titdnio e cobre, que podem aumentar a atividade antimicrobiana contra fitopatégenos
(Kanhed et al., 2014, Abdelmoteleb et al., 2018, Elsharkawy & Derbalah, 2019). Uma das
alternativas mais recentes para o controle de fitopatégenos tem sido o uso de NPs (Kumar &
Yadav, 2009, Morsy et al., 2018, Alam et al., 2019).

Sabe-se que as AgNPs apresentam atividade antimicrobiana, mas os mecanismos de
acdo das AgNPs na resposta de defesa em plantas ainda ndo estdo bem esclarecidos. Para
avaliar o potencial do uso de AgNPs para induzir resposta de defesa de plantas contra
fitopatogenos, foi utilizada RT-gPCR para analisar a expressdo relativa de 8 genes
relacionados a defesa em B. oleracea (listados na Tabela 1, Capitulo 1) tratados com EACFN-
AgNPs em uma concentracdo de 64 uM (que apresentou maior efeito antibacteriano contra
Xcc), ou AgNO3 (64 pM) ou sem tratamento (condicdo controle). Quando EACFN-AgNPs
foram aplicadas nas folhas das plantas, os resultados mostraram que 4 (DEFL, DAO, FADS e
PIDRP8) dos genes analisados foram regulados positivamente, 1 regulado negativamente
(SAPX) e 3 (SRG2, ARP e CYP83B1) ndo mostraram uma regulacdo significativa na
expressao génica em 24 hat, quando comparados a condi¢do controle (sem tratamento)
(Figura 11A). Esses resultados indicam que a aplicacdo de EACFN-AgNPs parece
desencadear uma resposta de defesa efetiva, provavelmente devido aos componentes

presentes nas AgNPs sintetizadas a partir de EACFN.
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Por outro lado, o tratamento das folhas de plantas de B. oleracea com AgNOs3 (64 uM)
ndo mostrou uma ampla resposta de defesa da planta, uma vez que 4 dos genes analisados
(DAO, FADS, SRG2 e ARP) ndo mostraram uma regulacéo significativa na expressao génica
em folhas tratadas com AgNOs (64 uM), quando comparadas a condi¢do controle (sem
tratamento) (Figura 11B). Os genes DEFL e PIDRP8 foram regulados positivamente e 0s
genes SAPX e CYP83B1 foram regulados negativamente quando comparados a condicdo
controle. Esses resultados sugerem que a aplicacdo de AgNOs em bréssicas ndo desencadeia
resposta de defesa efetiva, embora seja observada regulacéo positiva de alguns genes.

Neste estudo, a aplicagdo de EACFN-AgNPs em B. oleracea foi capaz de alterar a
expressdo de genes relacionados a defesa, incluindo FADS, DAO, bem como genes PR
conhecidos, como DEFL e PIDRPS, relatados como induzidos no ataque do patégeno (Jiang
et al., 2011). Esses genes sdo importantes no processo de defesa da planta, por exemplo, o
gene FADS desempenha um papel importante na resisténcia da planta contra varios
estressores, incluindo frio, calor, seca e patdgenos (Celik Altunoglu et al., 2018, Xu et al.,
2019, Xue et al., 2017, Cao et al., 2020). Por outro lado, o gene DAO é importante no
catabolismo da auxina e na manutencdo da homeostase central da auxina para o0
desenvolvimento reprodutivo das plantas (Zhao et al., 2013). O gene DEFL foi relatado como
envolvido na resposta de defesa e na sinalizagdo do desenvolvimento de plantas (Dresselhaus
& Marton, 2009). Além disso, o gene PIDRPS8 foi relatado como envolvido na resposta de

defesa (Xiong et al., 2002).
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Figura 11. Andlise da expressdo relativa de genes alvos associados a resposta de defesa, utilizando a condicdo ndo tratada como controle. A-
Tratamento foliar com EACFN-AgNPs sintetizadas com 60 mg/mL de EACFN na concentragdo de 64 pM; B- Tratamento foliar com AgNO3z (64 pM).
Conforme indicado, as barras vermelhas representam os genes regulados negativamente, as azuis representam 0s genes regulados positivamente,
enquanto as barras cinzas representam 0s genes que ndo mostraram significancia estatistica.” * ” simbolo indica significancia estatistica da expressdo

génica (p-value < 0.05).
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Estudos realizados por Noha et al. (2018) mostraram que tomateiros suscetiveis ao
Tomato mosaic virus (ToMV) e Potato virus Y (PVY) tratados com AgNPs foram capazes de
aumentar os pigmentos fotossintéticos, proteina soluvel total e alterar as atividades da
peroxidase (POD) e da polifenol oxidase (PPO). Além disso, estudos realizados por Prakash
M. Gopalakrishnan Nair e Il Min Chung (2015) mostraram que plantulas de feijdo mungo sob
estresse de AgNPs foram capazes de regular a expressdo de genes relacionados a defesa,
como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Os
resultados do presente estudo sdo claramente consistentes com os relatados na literatura e
enfatizam o alto potencial biotecnoldgico do uso de AgNPs sintetizadas utilizando extrato da
casca de frutos de noni como um eficiente elicitor de defesa de plantas e indicam que AgNPs
sintetizadas a partir de sintese verde podem ser utilizadas como agente antimicrobiano para
inibir o crescimento de Xcc. No entanto, os mecanismos moleculares precisos envolvidos na
resposta de defesa em plantas de B. oleracea tratadas com AgNPs sdo complexos e

permanecem obscuros.

3.5 Plantas tratadas com EACFN-AgNPs desafiadas com Xcc exibiram toleréncia
melhorada a doenca da podriddo negra

Para verificar o potencial de EACFN-AgNPs para reduzir a infeccdo por Xcc e
examinar os sintomas da doenga, plantas de B. oleracea tratadas com EACFN-AgNPs em
uma concentracdo de 64 puM, ou AgNOsz (64 pM) ou sem tratamento (condigdo controle)
foram inoculadas com Xcc 24 h apos a aplicagdo. A aplicacdo de EACFN-AgNPs retardou os
sintomas de podriddo negra em plantas de bréssicas (Figura 12 1). A primeira apari¢éo visivel
dos sintomas ocorreu 5 dias ap6s a infeccdo (dai) com Xcc, plantas tratadas com EACFN-
AgNPs, ou AgNOs (64 uM) apresentaram apenas manchas cloroticas, enquanto as folhas das

plantas controles apresentaram manchas cloroticas e também necroéticas (Fig. 12 1). Aos 7 dai,
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as plantas tratadas com AgNOs (64 uM) e a condicdo controle apresentaram um fendtipo mais
afetado. No entanto, no dltimo tempo avaliado (10 dai), sintomas progressivos foram
observados em todos os tratamentos (Fig. 12 1), sugerindo a perda da funcionalidade das
EACFN-AgNPs, ou seja, o fim da liberacdo de ions Ag® ou a degradacdo/oxidacdo de
compostos metabdlicos presentes na superficie das AgNPs.

Nesse estudo, foi obsevado que a aplicacdo de EACFN-AgNPs pode suprimir o
desenvolvimento da podriddo negra causada por Xcc, resultando em maior protecdo, e pode
ser utilizada como estratégia para o controle desse patdgeno que causa grandes danos a
agricultura. Este efeito é provavelmente devido ao contato entre Xcc e EACFN-AgNPs, e
também as propriedades elicitoras presentes em EACFN-AgNPs, o que parece resultar em
uma resisténcia sisttmica. Uma das estratégias mais bem sucedidas para o controle de
doengas de plantas tem sido a inducé@o de resisténcia do hospedeiro (Servin et al., 2015).
Portanto, as EACFN-AgNPs também podem ser utilizadas em outras culturas para controlar
outras doencas e potencialmente aumentar a produtividade de outras culturas.

A quantificacdo dos sintomas (média + SE) em termos da porcentagem de area foliar
lesionada, mostrou que as plantas de B. oleracea tratadas com EACFN-AgNPs e inoculadas
com Xcc, apresentaram a menor proporcao de area foliar lesionada (teste t post hoc; valor de p
<0,04 e <0,03, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (Figura 12 1l) aos 5 e 7
dai, enquanto aos 10 dai ndo houve diferenca estatisticamente significantiva. No tratamento
com AgNOs (64 M), ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos trés tempos (5, 7
e 10 dai), quando comparado ao grupo controle. Esses resultados sugerem que o tratamento
com EACFN-AgNPs suprime o crescimento de Xcc e ativa as respostas de defesa da planta
contra Xcc, garantindo protecdo efetiva em B. oleracea, até 7 dias. No entanto, é importante

notar que este efeito é temporario e pode ser corrigido com aplica¢fes posteriores.
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Figura 12. Plantas de brassica pds-tratamento com EACFN-AgNPs sintetizadas com 60
mg/mL de EACFN na concentracdo de 64 pM, ou AgNOsz (64 uM), inoculadas com X.
campestris pv. campestris. A severidade dos sintomas foi analisada utilizando o software
Quant® em trés momentos 5, 7 e 10 dias ap0s a infeccdo (dai). (1) Sintomas da podridio negra
em B. oleracea var. capitata inoculada com X. campestris pv. campestris; (11) A significancia
para a razdo da area foliar lesionada entre os grupos tratado e controle foi calculada usando
ANOVA one-way (p-valor < 0,05) seguido de teste T-student post hoc (p-valores < 0,01, <
0,0001). Cada boxplot colorido representa a média (+SE) de trés réplicas bioldgicas (n=9
folhas). s.s., ndo significativo; dai, dias ap6s a inoculacdo; ANOVA, andlise de variancia.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo apresentou AgNPs produzidas por rotas de sintese verde com
diferentes extratos aquosos de plantas. Essas sinteses mostraram que as AgNPs foram obtidas
pela reducdo da Ag" por meio da mistura reacional desses extratos com solucdo de AgNOs a 1
mM. Os resultados mostraram que o uso dos diferentes extratos aquosos resulta em AgNPs
com caracteristicas variadas que podem ser utilizadas para diversas finalidades que envolvam
controle de microrganismos, como por exemplo, no controle de Xcc em brassicas. Além disso,
mostra que plantas de brassica pulverizadas com EACFN-AgNPs sintetizadas com 60 mg/mL
de EACFN em uma concentracdo de 64 uM induzem resisténcia adquirida sistémica (RAS)
contra Xcc e ativam a expressao de um conjunto especifico de genes relacionados com defesa,
o que refletiu em uma reducédo significativa dos sintomas da doenca e também no retardo da
progressao da doencga. A supressdo da doenca pode estar relacionada as caracteristicas das
AgNPs utilizadas.

Os resultados obtidos sugerem que EACFN-AgNPs atuam como um elicitador de
respostas de defesa ativa em plantas. O uso de EACFN-AgNPs na agricultura representa uma
abordagem promissora para induzir a resposta de defesa das plantas, que pode ter um impacto
direto na reducdo das aplica¢Oes de pesticidas no campo e na melhoria da produtividade das
culturas. Um estudo mais detalhado do uso de EACFN-AgNPs como indutor da resposta de
defesa das plantas contra ataques de patdgenos pode levar ao desenvolvimento de produtos
multifuncionais, conferindo resisténcia de amplo espectro contra diversos fitopatdgenos. Tais
propostas estdo de acordo com o0 conceito de sustentabilidade ambiental, equilibrando

economia e beneficios ambientais, contribuindo para uma producéao agricola mais sustentavel.
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CAPITULO 111 — Mecanismos de acdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)
em Xanthomonas campestris pv. campestris: abordagem proteémica

89



RESUMO

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por rotas de sintese verde sdao amplamente
utilizadas como agentes antimicrobianos, pois, apresentam vantagens como
biocompatibilidade, estabilidade, sustentabilidade, rapidez e custo efetivo. Embora as AgNPs
parecam ser mais potentes que os ions de prata, 0s mecanismos relacionados com a atividade
antibacteriana ainda ndo estdo totalmente elucidados. O mecanismo mais comum de
toxicidade de AgNPs proposto até 0 momento é a liberacdo de ions de prata e/ou funcdes
especificas da particula. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar 0s
mecanismos de acdo de AgNPs sintetizadas utilizando cascas de frutos de noni (Morinda
citrifolia) contra Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) por protedmica. Neste estudo,
Xcc foi tratada com AgNPs (32 uM), AgNOs (32 uM), ou sem tratamento (condig&o controle)
e sua resposta protemica foi caracterizada de forma abrangente para elucidar os mecanismos
antimicrobianos de AgNPs no microrganismo fitopatogénico. No total, 352 proteinas
diferencialmente abundantes foram identificadas. A maioria das proteinas foram reguladas nas
comparacdes/condi¢cbes AgNPs x Ctrl e AgNPs x AgNOs. Quando Xcc tratadas com AgNPs
a 32 uM foram comparadas com os controles, os resultados mostraram 134 proteinas
diferencialmente abundantes, incluindo 107 proteinas aumentadas e 27 diminuidas. Ao
contrario, quando as Xcc tratadas com AgNOz a 32 uM foram comparadas com aos controles
sem tratamento, os resultados mostraram apenas 14 proteinas diferencialmente abundantes,
incluindo 10 proteinas aumentadas e 4 proteinas diminuidas foram observadas. E por fim,
guando Xcc tratadas com AgNPs a 32 uM foram comparadas com as Xcc tratadas com
AgNO3z a 32 pM, os resultados mostraram 204 proteinas diferencialmente abundantes,
incluindo 75 proteinas aumentadas e 129 proteinas diminuidas. A analise de enriquecimento
da ontologia génica revelou que a maioria das proteinas reguladas positivamente estavam
envolvidas em importantes processos bioldgicos, como homeostase de ions metélicos,
desintoxicacdo, organizacao de membrana, processos metabolicos relacionados a aminoacidos
e carboidratos, processos metabdlicos lipidicos, protedlise, transporte transmembranar e
outros. Os resultados obtidos neste estudo trazem importantes contribuicdes para a melhor
compreensdo dos mecanismos de acdo de AgNPs em Xcc e poderdo contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de controle de Xcc em bréssica.

Palavras chaves: Atividade antibacteriana, nanoparticulas de prata, mecanismos de acéo,
protedmica.
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1. INTRODUCAO

O género Xanthomonas compreende diversas bactérias fitopatogénicas, que afetam
uma grande variedade de culturas de relevancia social e econdmica. Xanthomonas campestris
pv. campestris (Xcc) € uma bactéria Gram negativa pertencente a familia Xanthomonodaceae,
causadora da podriddo negra em cruciferas, considerada uma das doencas mais importantes
para a agricultura, causando graves perdas na producdo (Vicente & Holub, 2013). Uma das
principais formas de controlar a doenca tem sido a utilizacdo de agrotéxicos que causam
grandes impactos ambientais, além de gerar resisténcia resultante do uso excessivo. Uma
alternativa a utilizacdo de agrotoxicos tem sido o uso de outras alternativas, como por

exemplo as nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por rota de sintese verde.

AgNPs exibem forte acdo antibacteriana contra bactérias Gram positivas ou Gram
negativas, incluindo Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis
e S. mutans (Sondi & Salopek-Sondi, 2004, Kim et al., 2007, Lee et al., 2008, Jung et al.,
2008). A liberacdo de ions Ag* desempenha um forte papel antimicrobiano ao interagir com
0s componentes da parede celular e da membrana celular das bactérias, que é um dos
mecanismos cruciais de toxicidade de AgNPs (Xiu et al., 2012). Em estudos realizados por
Sondi and Salopek-Sondi (2004) foi relatado que o acimulo de AgNPs na membrana celular
de E. coli levaram a formacdo de “depressdes”, resultando no aumento da permeabilidade da
parede celular e morte celular.

Os mecanismos mais conhecidos da acdo de AgNPs envolvem o rompimento da
parede e membrana celular bacteriana, promovendo a permeabilidade da membrana e a
liberacdo dos constituintes celulares (Shrivastava et al., 2007), interrupcdo da respiracao
celular resultando em peroxidacao lipidica e dano oxidativo ao DNA e proteinas (Hamed et

al., 2017, Dasgupta et al., 2018). AgNPs se ligam a grupos de enxofre e fésforo do DNA, o
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que ocasiona danos e agregacdo do DNA e interrompe a transcricdo e traducdo (Duran et al.,
2010). Além disso, AgNPs promovem a desfosforilacdo de fosfotirosinas e, assim, interferem
no processo de transducdo de sinal e morte das células (Shrivastava et al., 2007). No entanto,
0s mecanismos antibacterianos das AgNPs néo séo totalmente compreendidos.

Técnicas protedbmicas podem fornecer novas informacdes para elucidar os mecanismos
de acdo das nanoparticulas. Essas técnicas detectam mudancas qualitativas e quantitativas nos
perfis de abudancia de proteinas, e sdo ferramentas poderosas para a identificacdo de
proteinas relacionadas a sinais especificos de desenvolvimento e/ou de fatores ambientais
(Rogi¢ et al., 2015). Estudos protedbmicos demonstraram que o contato com AgNPs induziu
respostas celulares em E. coli, incluindo a produgdo de precursores de proteinas do envelope
celular adicionais, sugerindo desestabilizagdo da membrana externa e colapso da forga motriz
dos protons (Lok et al., 2006, Lok et al., 2007, Lundqvist et al., 2008, Navarro et al., 2008).
Além disso, outros estudos protedmicos relataram que a parede celular de S. aureus exposta a
AgNPs e ions Ag* foi rompida, resultando na liberagédo do contetido celular para os ambientes
circundantes, e colapso (Li et al., 2011, Smith et al., 2012). A protedmica quantitativa e a
analise de bioinformatica podem fornecer uma visdo abrangente nas respostas globais das
bactérias as AgNPs, o que possibilita elucidar o mecanismo antibacteriano.

Neste contexto, e com base em pesquisas anteriores (dados em fase de publicacdo), o
presente estudo teve como objetivo investigar 0s mecanismos de acdo de AgNPs sintetizadas
utilizando cascas de frutos de noni (Morinda citrifolia) contra Xcc. Os resultados obtidos
neste estudo podem auxiliar na comprensdo dos mecanismos de acdo de AgNPs em
estratégias de controle visando a redugdo do uso de agrotoxicos na producdo de culturas de

interesse agrondmico e econdmico.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cultura bacteriana e preparagdo de amostras

Para este estudo, nanoparticulas de prata (AgNPs) que apresentaram a menor
concentracdo inibitéria minima (MIC) (Capitulo 2), sintetizadas utilizado 60 mg/mL de
extratos aquosos de cascas de frutos de noni (M. citrifolia), foram selecionadas para investigar
0s mecanismos moleculares da atividade antimicrobiana de AgNPs em Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc). Xcc foi cultivada em meio NYG (Nutrient Yeast Glycerol),
composto por 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 10 g de agar e 20 mL de glicerol por
litro (Daniels et al., 1984) a 28°C. Apos 48 h de crescimento em placa de Petri, as células
foram pré-cultivadas em tubos de polipropileno de 50 mL durante 16 h em meio NYG
liguido. Em seguida, a densidade optica (D.O.) foi ajustada para Asoo = 0,050 em meio NYG
liquido para o preparo do bioensaio contento AgNPs. Posteriormente, os indculos (50 mL)
contendo as AgNPs com o subMIC de 32 uM, ou controles, sendo o controle negativo com
agua, o controle positivo com AgNO3z a 32 uM, foram adicionadas em frascos Erlenmeyer e
incubadas a 28°C até atingir uma D.O. de Asoo = 0,800. Apds o crescimento as amostras
foram centrifugadas (5976 g por 15 min), o sobrenadante foi descartado e as amostras
armazenadas a -80°C para posterior extracdo de proteinas totais. Trés réplicas bioldgicas
foram analisadas por tratamento, totalizando 9 amostras. As bactérias tratadas foram

comparadas com a condicdo controle (sem tratamento).

2.2 Extracdo de proteinas totais de X. campestris pv. campestris tratada com AgNPs

A fim de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na atividade
antimicrobiana de AgNPs em Xcc, uma abordagem protedmica foi utilizada. A extracdo de
proteinas foi realizada utilizado o protocolo descrito por Carmo et al. (2013).

Aproximadamente 0,1 g de células bacterianas foram homogeneizadas em 750 uL de tampé&o
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de extracdo (0,7 M sacarose, 0,5 M Tris HCI, 30 mM HCI, 50 mM EDTA, 0,1 M KClI e 40
mM DTT). Posteriormente foram adicionados 750 pL de fenol equilibrado em pH 8,0. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 15 minutos com o auxilio de um vortex e
centrifugadas a 16128 g por 3 min. Apo6s a centrifugacdo, a fase superior foi transferida para
um novo tubo e extraido mais duas vezes com tamp&o de extracdo. As proteinas totais foram
precipitadas em acetato de aménio 0,1 M em metanol e lavadas com acetona 80%, secas e

armazenadas a -20°C.

2.2.1 Solubilizacao e digestdo das proteinas

Apos a extracdo, as proteinas totais foram solubilizadas com 60 uL de bicarbonato de
amoénio a 50 mM (NH4sHCOz pH 8,5). Posteriormente foram acrescentados 25 uL de
RapiGestTM SF — Waters (0,2% v/v), em sequéncia as amostras foram aquecidas a 80°C por
15 min, sob agitacédo e acrescentados 2,5 uL de dithiothreitol (DTT) a 100 mM. Em seguida,
as amostras foram aquecidas a 60°C por 30 min e, apds esse periodo, permaneceram a
temperatura ambiente até o resfriamento. Posteriormente foram acrescentados 2,5 pL de
iodoacetamida 300 mM e entdo, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 30
min ao abrigo da luz.

Para a hidrélise das proteinas totais, foram acrescentados 40 puL de solugdo contendo
200 ng de tripsina (2 pg solubilizada em 400 pL de bicarbonato de aménio 50 mM), em
seguida as amostras foram incubadas em estufa a 37°C por 19 h. Apds esse periodo, foram
adicionados 10 pL de acido triofluracético 5% (TFA) e as amostras foram homogeneizadas e
incubadas novamente a 37°C por 1,5 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
400 g a 10°C por 30 min, em seguida o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e seco

em centrifuga a vacuo por 1,5 h.
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2.2.2 Dessalinizacao das amostras

A dessalinizagdo das amostras foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Rappsilber et al. (2007), com modificacdes. Primeiramente, foi realizado o preparo das
ponteiras (P200 uL) com discos Empore® Cis, contendo um disco em cada ponteira.
Posteriormente, as ponteiras contendo os discos foram lavadas com 20 pul de metanol,
centrifugadas a 2000 g por 30 s (as ponteiras foram centrifugadas com o auxilio de
microtubos de 1,5 mL). Em seguida, foram adicionados 20 pL de resina POROS® R2 em
solvente B (Acido formico 0,1%/ acetonitrila 98%) e as ponteiras foram centrifugadas a 2000
g por 30 s. Em sequéncia duas lavagens em cada ponteira foram realizadas com 20 uL de
solvente A (acido férmico 0,1%/ acetonitrila 2%) seguidas de centrifugacdo. Apds o preparo
das ponteiras, as amostras foram solubilizadas em solvente A, inseridas nas ponteiras e
centrifugadas a 2000 g por 2 min. Em seguida, as amostras solubilizadas foram eluidas com
20 uL de solvente B e secas em centrifuga a vacuo por 45 min. Os pellets formados foram
solubilizados em &cido formico 0,1% e quantificados utilizando Qubit® Fluorometer

(Invitrogen), de acordo com o manual do fabricante e injetadas no ESI LC- MS/MS.

2.2.3 Analise dos peptideos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS/MS)

Apls a digestdo triptica e dessalinizagdo, as amostras foram aplicadas em
cromatografo liquido (Dionex Ultimate 3000 nano). Um total de 3 pug da mistura de peptideos
foram injetados em uma coluna de aprisionamento (trap-column) com 2 cm X 100 um,
contendo particulas de Cig 5 um para concentragdo. Em seguida, os peptideos foram eluidos
da trap-column para uma coluna analitica (32 cm x 75 um, C1g 3 um). A eluicdo foi realizada
em gradiente crescente de acetonitrila de 7 a 35% durante 3 h sob fluxo constante de 230

nL/min. Posteriormente, os peptideos foram destinados a fonte de ionizagdo do espectrometro
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de massa. As fragdes eluidas diretamente na fonte de ionizagdo do espectrdmetro de massa do
tipo Orbitrap Elite foram analisadas em modo DDA (aquisi¢do dependente de dados), gerando
espectros MS1 no analisador Orbitrap (com resolucdo de 120.000 FWHM a m/z 400) entre as
m/z 350-1650. Para cada espectro MS1, foram definidos automaticamente os 20 ions mais
intensos com cargas acima de dois e direcionados a fragmentacdo por CID (coliséo induzida
por dissociagdo) com o ganho automatico controle (AGC) de 1 x 10° e tempo de
preenchimento méaximo (maximo TI) de 120 ms. A configuracdo determinada para CID
consistiu na: deteccdo por ion trap , janela de isolamento de m/z 2,0 em 20 s, com AGC de 5
x 10* méaximo TI de 100 ms, com energia de colisio normalizada em 35% e limiar para a

selecdo de 3000.

2.2.4 ldentificacdo, quantificacédo das proteinas e analise de ontologia génica

Os espectros de massa obtidos foram alinhados e os peptideos foram quantificados
utilizando o software Progenesis® QI for proteomics v. 1.0 (Nonlinear Dynamics). A
identificacdo das proteinas foi realizada por meio do software Peaks® 7.0 (Bioinformatics
Solutions Inc.), sendo as sequéncias deduzidas a partir das informacdes de fragmentacao e a
busca realizada no banco de dados de sequéncias de proteinas do NCBI (National Center for
Biotecnology Information). Os parametros utilizados para pesquisas em bancos de dados
foram: tolerancia de massa de precursores, 10 ppm; tolerdncia MS/MS de 0,5 Da;
carbamidometilacdo foi selecionada como modificacdo fixa; oxidacdo de metionina e
acetilacdo (proteina N-terminal) foram selecionadas como modificagfes variaveis. A enzima
de hidrolise teérica selecionada foi a tripsina e foram toleradas duas clivagens perdidas. O
namero de proteinas e grupos de proteinas foram filtrados para taxa de descoberta falsa de
menos 1% (FDR 1%). No software Progenesis® foi realizada a analise estatistica multivariada

de componentes principais (PCA) para avaliagdo da homogeneidade entre as condigdes e
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entre as replicatas. O teste ANOVA foi utilizado para detectar as proteinas que apresentarem
abundancia com diferencas significativas entre os grupos estudados, considerando p < 0,05
como limite de significancia.

Apos a identificagdo e quantificacdo, foi realizada a ontologia génica por meio do
software Blast2GO®, a fim de identificar os processos bioldgicos e funcdes moleculares
associados a essas proteinas, assim como sua localizagdo celular esperada. Os termos GOs

foram agrupados em categorias de acordo com sua anotagéo funcional.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise protedmica de X. campestris pv. campestris (Xcc)

Neste estudo, investigou-se os mecanismos moleculares envolvidos na atividade
antimicrobiana de AgNPs em Xcc, realizando uma andlise protedmica com Xcc tratada com
AgNPS em concentracdo subMIC de 32 uM, ou controles, sendo o controle negativo com
agua, o controle positivo com AgNOs a 32 pM. Na analise protedmica, mais de 19.000
sequéncias peptidicas e 1429 proteinas foram identificadas. No total, foram identificadas 352
proteinas diferencialmente abundantes entre todas as condi¢des analisadas, que permitiram o
agrupamento de replicatas e distingdo entre condicdes. A analise de componentes principais
(PCA) foi realizada e uma maior variacdo foi observada na homogeneidade das amostras
tratadas com AgNOs, conforme Figura 13. Também foi gerado um mapa de correlacdo entre
condigdes por perfis de abundancia para as 352 proteinas diferenficialmente abundantes. A
analise das comparacdes entre pares de condicdes foi realizada pelo teste post-hoc de Tukey.
Observou-se que as proteinas reguladas por AgNPs e AgNOs mostraram um padrédo
contrastante. Interessantemente, as proteinas do grupo tratado com AgNOz ndo mostraram

mudangcas significativas nos niveis de expressdes em relagéo ao grupo controle (Figura 14).
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Figura 13. Analise de componentes principais (PCA) de X. campestris pv. campestris. Em
cinza indicando cada proteina, pontos coloridos indicam o posicionamento de cada amostra,
sendo que as cores indicam as condic¢des e 0s pontos da mesma cor indicam replicatas. Azul=

AgNOs; roxo= controle (ctrl); laranja= AgNPs (nano).
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Figura 14. Mapa de correlagdes (heatmap) entre padrdes de abundancia normalizada e
agrupamento de condicdes. As cores representam a abundancia de proteinas diferenciais.

Azul= AgNPs (nano); Verde= controle (ctrl); Vermelho= AgNO:s.
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A maioria das proteinas diferencialmente abundantes foram reguladas nas
comparagOes/condicdes AgNPs x Ctrl e AgNPs x AgNOs (Figura 15). Quando as Xcc
tratadas com AgNPs a 32 pM foram comparadas com as amostras controles, os resultados
mostraram 134 proteinas diferencialmente abundantes (Tabela 5), incluindo 107 proteinas
aumentadas e 27 diminuidas. Quando as Xcc tratadas com AgNOz 32 uM foram comparadas
com as Xcc controles, os resultados mostraram 14 proteinas diferencialmente abundantes
(Tabela 6), incluindo 10 proteinas aumentadas e 4 proteinas diminuidas. Quando as Xcc
tratadas com AgNPs a 32 UM foram comparadas com as Xcc tratadas com AgNOz 32 UM, o0s
resultados mostraram 204 proteinas diferencialmente abundantes, incluindo 75 proteinas

aumentadas e 129 proteinas diminuidas (Tabela 7) (Figura 15).

150 1

130 1

110 1

50 1

70 4 ® Aumentadas

B Diminuidas

30 4

10 A

-10 - AgNPs x Ctrl AgNO3x Ctrl AgNPs x AgNO3

Figura 15. Quantidade de proteinas diferencialmete abundantes.

A andlise de enriquecimento da ontologia génica revelou que a maioria das proteinas
reguladas positivamente nas condi¢cbes AgNPs x Ctrl, AgNOz x Ctrl, e AgNPs x AgNOs,
estavam envolvidas em importantes processos bioldgicos, como homeostase de ions

metalicos, desintoxicacdo, organizacdo de membrana, processos metabdlicos de aminoacidos
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e carboidratos, processos metabdlicos lipidicos, protedlise, transporte transmembranar e
outros (Figura 16, 18 e 20). As categorias funcionais mais representadas para as proteinas
reguladas pela prata foram atividade de hidrolase, atividade de isomerase, atividade de liase,
atividade de ligase, atividade de transferase, atividade de transporte e atividade oxidorredutase

(Figura 17, 19 e 21).

3.2 ldentificagdo de proteinas envolvidas na homeostase de ions metalicos e
desintoxicacao

Os ions metalicos sdo essenciais para diversos processos metabolicos, mas o excesso
de metais pode ser tdxico. Os metais ndo podem ser sintetizados ou degradados e, portanto, a
homeostase depende principalmente da modulacdo do transporte para dentro e para fora da
célula. No entanto, a adaptacdo a limitacdo e ao excesso de metal é complexa. Além do
aumento da importacdo, a limitacdo de metal pode levar a mobilizacdo de metais
armazenados, a ativacdo de vias alternativas independentes do metal limitante e a regulacao
negativa de algumas enzimas e processos dependentes de metal (Merchant & Helmann,
2012). Em bactérias, a limitacdo de metais ativa vias que estdo envolvidas na importacdo e
mobilizagdo de metais, enquanto o excesso de metais induz o efluxo e o armazenamento.
Além dessas varias respostas adaptativas, bactérias cessam o crescimento e, finalmente,
morrem sob condi¢cdes de severa limitacdo de metal (inanicdo) ou excesso (intoxicagdo)
(Weinberg, 1975).

Nesse estudo, foram identificadas sete proteinas aumentadas relacionadas com a
homeostase de ions metalicos nas condigdes AgNPs x Ctrl e AgNPs x AgNOg, entre elas:
ferripyoverdine receptor (fpvA), OmpA-related protein (OmpA) TonB-dependent receptor

(TonB) e Zinc-type alcohol dehydrogenase-like protein (XCC0934).
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Tabela 5. Proteinas diferencialmente abundantes de X. campestris pv. campestris tratadas com EACFN-AgNPs quando comparadas com o

controle.
ID proteinas Peptideos Anova
aumentadas  usados para Score ®) FC Descricdo Cddigo GO Processo bioldgico Funcdo molecular Componente celular
(UniProt) quantificacdo P
Q8P982 3 36483 00022 243  DUFALLSdomain-containing ; ; Ligacio ao DNA -
protein
Q8PCX8 2 12291 00033 344 PG_binding_1 domaln-contalnlng ) ) ) -
protein
Q8PCF3 2 8446 00001 1258 SGNH—hyd“:)f(;’tre“ii'”'coma'”'”g . - Atividade de hidrolase )
Q8PBE1 2 70,35 0,0227 14,09 Uncharacterized protein - - - -
Q8PAC7 2 86,26  0,0015 8,35 Uncharacterized protein - - - -
Q8PIV5 2 167,34 10,0022 2,89 Uncharacterized protein - - - .
Q8P927 4 378,81 10,0122 2,32 Copper chaperone PCu(A)C - - - -
Q8P8F1 2 108,3 10,0043 1,71 EAL domain-containing protein ~ G0:0000166 - Ligacéo de nucleotideos -
Q8P6Y1 2 83,72  0,0027 3,04 Uncharacterized protein - -
Q8P7US8 3 321,77 10,0345 1,60 Ribosome-binding factor A G0:0042254 Biogénese do ribossomo Ligacao de §ubunldad_es Citosol
pequenas ribossomais
Q8P7L4 3 216,21 10,0115 2,69 Alkaline phosphatase G0:0016311 Desfosforilagdo Atividade de hidrolase -
Q8PDZ3 3 242,8 0,0054 2,07 Superoxide dismutase G0:0019430 Desintoxicagdo Atividade antioxidante -
POCOF8 3 219,65 0,0022 2,46 Superoxide dismutase G0:0019430 Desintoxicacéo Atividade antioxidante -
Q8P7Z3 2 22555 10,0241 2,39 Translation initiation factor IF-3 ~ G0O:0006351  Desmontagem do ribossomo  Atividade reguladora de tradugéo Citosol
POAOR6 4 259,87 10,0019 6,04 Co-chaperonin GroES G0:0006457 Dobramento de proteinas Chaperonz:)?oetgi?lk;;amento de Citoplasma
Q8P6VO0 2 168,35 10,0529 3,23 Heat shock protein G0:0042026 Dobramento de proteinas chaperona de dobramento de Citoplasma

proteinas
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Q7CLT3
Q8PDMS

Q8P572

Q8P8KS

Q8PCT2

Q8P8V4

Q8P677

Q8P529

Q8PE25

Q8P3E0

Q8P3DY

Q8P605

Q8P621

Q8PC20

Q8PAJS

Q8PAC3

Q8P585

Q8P5P6

333,23
172,86

82,66

116,24

253,88

447,19

346,73

118,65

325,94

248,32

442,13

174,21

132,12

120,78

167,27

184,39

146,44

144,7

0,0019
0,0051

0,0010

0,0241

0,0061

0,0075

8,60E-
05

0,0335

0,0099

0,0004

0,0167

0,0002

0,0007

0,0003

0,0054

0,0110

0,0265

0,0121

2,77

1,98

1,58

2,23

2,64

1,45

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FMN oxidoreductase
Sugar kinase

Cytochrome D ubiquinol oxidase
subunit |

Electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase

Succinate dehydrogenase
flavoprotein subunit

Succinate--CoA ligase [ADP-
forming] subunit alpha

Ferripyoverdine receptor

Ferripyoverdine receptor

OmpA-related protein

OmpA-related protein

TonB-dependent receptor

TonB-dependent receptor

Zinc-type alcohol dehydrogenase-
like protein

Dihydrolipoyl dehydrogenase

Fe-S_biosyn domain-containing
protein

Serine-type D-Ala-D-Ala
carboxypeptidase 1

UDP-N-acetylmuramate--L-alanyl-
gamma-D-glutamyl-meso-2,6-

G0:0006515

G0:0016491

G0:0016310

G0:0006091

G0:0006091

G0:0006091

G0:0006091

G0:0055065

G0:0055065

G0:0055072

G0:0055072

G0:0055072

G0:0055072

G0:0006094

G0:0045454

G0:0097428

G0:0071555

G0:0071555

Dobramento de proteinas
Fosforilagéo
Fosforilagéo

Geragdo de metabdlitos
precursores e energia

Geragdo de metabdlitos
precursores e energia

Geragdo de metabdlitos
precursores e energia

Geragdo de metabdlitos
precursores e energia

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de ions metélicos
Homeostase de ions metélicos
Homeostase redox celular
Maturagdo de proteinas

Organizacéo da parede
celular/Biogénese

Organizagéo da parede

Atividade de isomerase
Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

Atividade de ligase

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

Ligacéo a ions metalicos

Atividade de hidrolase

Atividade de ligase

Membrama plasmética

Membrana plasmatica

Citoplasma

Membrama externa da célula
Membrama externa da célula

Componente intrinseco da
membrana plasmética

Componente intrinseco da
membrana plasmética

Membrana externa da célula

Membrana externa da célula

Citoplasma

Membrana plasmatica
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Q8PCL3

Q8P447

QIX4lI6

HILANS

Q8P627

Q8PB56

Q8PAR4

Q8P5R4

Q8P736

Q8P5B0

Q8P457

Q8PBG7

P58949

Q8P5K9

Q8PDTY

239,89

200,89

416,15

128,16

78,83

242,53

372,73

230,42

130,9

196,6

105

173,62

253,81

149,93

114,36

0,0068

0,0045

0,0084

0,0031

0,0115

0,0002

0,0040

0,0166

0,0190

0,0014

0,0084

0,0393

0,0011

0,0088

0,0017

2,70

2,16

2,85

1,73

2,44

3,67

2,95

2,31

2,23

2,17

2,87

2,05

diaminoheptandioate ligase

Penicillin-binding protein activator

Polyamine aminopropyltransferase

S-adenosylmethionine
decarboxylase proenzyme

Fumarylacetoacetate hydrolase
Fumarylacetoacetate hydrolase

Periplasmic serine endoprotease
DegP-like

Ferredoxin--NADP(+) reductase

Glutamate-1-semialdehyde 2,1-
aminomutase

FAD:protein FMN transferase

Class | SAM-dependent
methyltransferase

Coenzyme A biosynthesis
bifunctional protein CoaBC

Riboflavin biosynthesis protein

3-isopropylmalate dehydratase
large subunit

3-isopropylmalate dehydratase
small subunit

Acyl-CoA dehydrogenase

GO0:0071554

G0:0008295

G0:0006557

G0:0009251

G0:0009251

G0:0055085

G0:0042167

G0:0042168

G0:0036211

G0:0036211

G0:0006766

G0:0006766

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

celular/Biogénese

Organizacéo da parede
celular/Biogénese

Processo biossintético da
espermidina

Processo biossintético da
espermidina

Processo catabélico
Processo catabélico

Processo catabélico de
proteinas

processo catabélico do heme
Processo catabélico do heme

Processo de modificagéo de

proteinas

Processo de modificagéo de

proteinas

Processo metabolico da
vitamina

Processo metabdlico da
vitamina

Processo metabdlico de
aminodacidos

Processo metabdlico de
aminodacidos

Processo metabdlico de
aminodacidos

Atividade catalitica

Atividade de transferase

Atividade de liase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade ligase

Atividade de transferase

Atividade de liase

Atividade de liase

Atividade oxidorredutase

Membrana plasmatica

Citosol

Citosol

Espago periplasmico

Citoplasma

Membrama plasmética

Complexo
fosfopantotenoilcisteina
descarboxilase

Complexo de 3-isopropilmalato
desidratase

Complexo de 3-isopropilmalato
desidratase
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Q8P767

Q8P772

Q8P476

Q8PCV5

Q8P878

Q8PBK7

Q8P8Q6

Q8P6A2

Q8P5L5

Q8P865

Q8PCQT

Q8P608

Q8P7A1

Q8P6F5

Q8PD06

10

194,67

197,96

437,21

368,6

632,39

569,84

72,75

163,53

407,88

136,16

402,22

113,12

259,42

116,14

537,62

0,0235

0,0105

0,0006

0,0100

0,0105

9,08E-
05

0,0167

0,0438

0,0109

0,0142

0,0036

0,0020

0,0003

0,0129

0,0010

2,34

2,54

2,92

1,66

2,26

2,38

5,54

2,64

4,83

1,82

5,05

13,78

2,42

2,36

2,28

Aspartate carbamoyltransferase

Aspartate kinase

Bifunctional protein PutA

Cystathionine beta-synthase

Glutamate dehydrogenase

Glycine dehydrogenase
(decarboxylating)

GMP synthase [glutamine-

hydrolyzing]

Homocysteine synthase PA5025

(Imported)

Ketol-acid reductoisomerase

(NADP(+))

L-lysine 6-aminotransferase

Phosphoribosylformylglycinamidin

e synthase

Sulfite reductase

2,3-bisphosphoglycerate-dependent
phosphoglycerate mutase

7-carboxy-7-deazaguanine

synthase

Acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006935

G0:0019344

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
aminodacidos

Processo metabdlico de
aminoé&cidos

Processo metabolico de
aminoé&cidos

Processo metabélico de
aminoé&cidos

Processo metabélico de
aminoé&cidos

Processo metabélico de
aminodacidos

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

Atividade de hidrolase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade de ligase

Atividade oxidorredutase

Atividade isomerase

Atividade de liase

Atividade de transferase

Citoplasma

Citoplasma

Membrama plasmética

Citoplasma

Citosol

Citosol

Citosol

Citosol

Citoplasma

Citoplasma
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Q8PYU2

Q8P9S3

Q8P3B9

Q8PCY1

Q8P520

Q8PEW2

Q8P527

Q8PDBO

Q8PAI0

Q8PDX2

Q8PCX0

Q8PAY7

Q8PD87

Q8P8Q1

Q8P5M4

10

109,49

212,21

135,85

110,64

854,82

137,13

216,93

157,23

271,56

244,14

283,03

178,93

198,99

353,79

276,98

0,0008

0,0005

0,0008

0,0005

0,0059

0,0124

0,0009

0,0035

0,0038

0,0022

0,0047

0,0021

0,0112

0,0018

0,0147

3,10

3,10

7,26

12,24

3,238

3,63

4,68

2,88

2,50

2,41

2,27

3,38

Alpha-xylosidase

Glucan 1,4-beta-glucosidase

Glucose-6-phosphate 1-epimerase

Glutamine--fructose-6-phosphate
aminotransferase [isomerizing]

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

L-serine dehydratase

Probable fructose-bisphosphate
aldolase class 1 1

Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit alpha

UDP-glucose 6-dehydrogenase

Acyl-CoA:acyl-CoA
alkyltransferase

Beta-ketoacyl-[ACP] synthase |

Methionine--tRNA ligase

Phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase

UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Inorganic pyrophosphatase

G0:0005975

G0:0016052

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

G0:0005975

G0:0006629

G0:0006629

G0:0006399

G0:1901135

G0:1901135

G0:0006793

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabolico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
lipidico

Processo metabdlico de
lipidico

Processo metabolico de tRNA

Processo metabdlico derivado

de carboidratos

Processo metabdlico derivado

de carboidratos

Processo metabolico do
fosforo

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de liase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Atividade de liase

Atividade de liase

Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Ligacdo ao RNA

Atividade de ligase

Atividade de transferase

Atividade de hidrolase

Citosol

Citosol

Citoplasma

Citosol

Citosol

Citosol
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Q8PBL4

Q8PBY5

Q8PIY0

Q8P412
Q8P7N7
Q8P541
Q8PES6

Q8PES8

Q8P524

Q8P6E7

Q8P3T3

Q8P876

Q8PBF9

Q8PAKY

Q8PAI2

Q8P6P5

Q8P6P2

10

239,54

307,82

198,66

240,3
241,55
152,31
351,78

229,09

634,55

93,03

358,19

135,06

679,84

701,91

127,15

202,53

123,78

0,0453

0,0409

0,0108

0,0005
0,0053
0,0089
0,0008
0,0034

2,17E-
06

0,0337

0,0073

0,0026

0,0395

0,0013

2,74E-
05

0,0023

0,0383

2,35

3,21
2,27
1,58
3,74

2,49

2,82

2,88

2,53

2,84

1,88

Alanyl dipeptidyl peptidase

ATP-dependent Clp protease ATP-
binding subunit ClpX

ATP-dependent zinc
metalloprotease FtsH

Leucine aminopeptidase
Metallopeptidase
Prolyl oligopeptidase
TIdD protein

TIdD protein
Zinc protease

Holliday junction ATP-dependent
DNA helicase RuvB

Ribonucleoside-diphosphate
reductase

Multidrug resistance protein
PDZ domain-containing protein

Chaperone protein DnaK

Glutathione peroxidase

Pilus biogenesis protein

Pilus protein

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:000650

G0:0006508

G0:0019346

G0:0009263

G0:0046677

G0:0046677

G0:0051085

G0:0006979

G0:0023052

G0:0023052

Protedlise

Protedlise

Protedlise

Protedlise
Protedlise
Protetlise
Protedlise

Protedlise

Protedlise

Reparo de DNA

Replicagdo do DNA

Resposta ao antibiético
Resposta ao antibi6tico

Resposta ao estresse

Resposta ao estresse oxidativo

Sinalizacéo

Sinalizacéo

Atividade de hidrolase/Atividade
catalitica

Chaperona de dobramento de
proteinas

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Ligacdo ao DNA

Atividade oxidorredutase

Atividade de transporte

Chaperona de dobramento de
proteinas

Atividade antioxidante

Atividade do transdutor
molecular

Atividade do transdutor
molecular

Citosol

Membrama plasmética

Citoplasma
Membrana plasmatica
Citosol

Citosol

Citosol

Componente intrinseco da
membrana plasmética

Citosol

Componente integral da
membrana

Componente integral da
membrana
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P66536 3 220,09 0,0011 5,91 30S ribosomal protein G0:0006412 Tradugéo Atividade da molécula estrutural Ribossomo

P66587 7 493,97 10,0339 1,47 30S ribosomal protein S5 G0:0006412 Traducéo Atividade da molécula estrutural Ribossomo
Q8PAC2 3 440,13 10,0054 2,50 30S ribosomal protein S6 G0:0006412 Traducéo Atividade da molécula estrutural Ribossomo
Q8PC34 2 143,43 10,0026 5,12 50S ribosomal protein L15 G0:0006412 Tradugéo Atividade da molécula estrutural Ribossomo

. . . ~ Ligacdo de subunidade grande .

Q8PAV6 2 111,58 0,0164 2,36 Ribosome-recycling factor G0:0002184 Traducéo ribossomal Citoplasma
Q8PCGO 2 124,83 10,0339 3,03 ABC transpor;?(r)tseuzgstrate binding GO0:0055085  Transporte transmembranar Atividade de transporte )

Q8PC19 22 22651 0,0275 1,60 Outer membrane protein G0:0055085  Transporte transmembranar Atividade de transporte Membrama externa da célula
Q8P5Y8 2 251,17 10,0008 9,94 Outer membrane protein DSM GO0:0055085  Transporte transmembranar Atividade de transporte Membrama externa da célula
Q8P5K4 5 374,98 10,0001 2,60 TolC protein GO0:0015562  Transporte transmembranar Atividade de transporte Membrama externa da célula
Q8P3V2 2 122,21 0,0068 1,71 TonB-like protein G0:0055085  Transporte transmembranar At|V|diizlc;2:[aaPsdutor Membrana plasmatica
Q8PBG3 4 456,44 0,0041 2,03 Ubiquinol oxidase subunit 2 G0:0055085  Transporte transmembranar Atividade de transporte Membrana plasmatica

ID proteinas Peptideos Anova Processo bioldgico/ Funcéo
diminuidas usados para Score ®) FC Descricao Cadigo GO molecular/ Componente Funcéo molecular Componente celular

(UniProt) quantificacao P celular

Q8PBH? 4 19873 00022 376  Co2tbinding protein, EF-hand - - - ;

superfamily

Q8PAT73 2 80,49 0,0016 5,53 Signal peptide protein - - - -

Q8PA72 3 190,3 0,0033 7,46 Lipoprotein - - - -

Q8P4T4 2 129,86 10,0012 5,50 Lipoprotein - - - -

Q8P682 4 209,18 00162 3,68 Ribosomal large subunit GO:0000455  Biogénese do ribossomo Ligacéio ao RNA Citoplasma

pseudouridine synthase D
Q8PBC2 2 87,06 0,0003 2,68 Ribosome maturation factor RimM  GO:0000455 Biogénese do ribossomo Ligacéo ao Ribossomo Ribossomo
Q8P6S8 3 227,32 0,0061 3,82 TonB-dependent receptor G0:0055072 Homeostase de ions metalicos Atividade de transporte Membrana externa da célula
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Q8P5V2

Q8P774

Q8P6P6

Q8P536

Q8P6X3

Q8P512

Q8pP7J1

Q8P4GO

Q8P7Z6

Q8P475

Q8P3L1

Q8PDU2
Q8PAR6
Q8PC44
Q8PC39

QB8PAP2

Q8P746

Q8P875

10

10

139,86

191,78

109,36

103,73

83,55

652,68

201,53

184,02

242,47

203,93

835,6

204,17
401,73
152,63
73,89

167,44

78,95

339,31

0,0479

0,0001

0,0136

0,0337

0,0203

1,71E-
05

0,0393

0,0218

0,0022

0,0199

0,0033

0,0026
0,0085
0,0028
0,0146
0,0097

5,78E-
05

0,0020

6,38

2,38

2,67

3,81

14,29

3,51

4,03

3,14

1,42

2,11

3,97

2,25

Penicillin-binding protein 1A

UDP-N-acetyl-alpha-D-muramoyl-
L-alanyl-L-glutamate epimerase

Histidine kinase

Porphobilinogen deaminase

3-dehydroquinate synthase

Amylosucrase or alpha amylase

Leucine--tRNA ligase
Methionyl-tRNA formyltransferase

Phenylalanine--tRNA ligase beta
subunit

Tyrosine--tRNA ligase

Acetyl-coenzyme A synthetase
Dipeptidyl anminopeptidase
Peptidyl-dipeptidase
30S ribosomal protein S3

50S ribosomal protein L5

Transcriptional regulator
ABC transporter permease

Efflux pump membrane transporter

GO0:0071554

GO0:0071554

G0:0036211

G0:0036211

G0:0006520

G0:0005975

G0:0006399

G0:0006399

G0:0006399

G0:0006399

G0:1901135

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006412

G0:0006412

G0:0006351

G0:0006633

G0:0055085

Organizagéo da parede
celular/Biogénese

Organizagéo da parede
celular/Biogénese

Processo de modificacéo de
proteinas

Processo de modificacéo de
proteinas

Processo metabolico de
aminoé&cidos

Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabolico de tRNA

Processo metabolico de tRNA

Processo metabolico de tRNA

Processo metab6lico de tRNA

Processo metabélico derivado
de carboidratos

Protedlise
Protetlise
Tradugéo
Traducéo

Transcricdo
Transporte transmembranar

Transporte transmembranar

Atividade de hidrolase

Atividade de isomerase

Atividade de transferase

Atividade de transporte

Atividade de ligase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de transferase
Ligacdo ao RNA

Atividade motora do
citoesqueleto

Atividade de ligase

Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase
Atividade da molécula estrutural
Atividade da molécula estrutural

Ligacdo ao DNA
Atividade de transporte

Atividade de transporte

Membrana plasmética

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citosol
Citosol

Citoplasma

Citosol

Citosol
Espaco periplasmico
Ribossomo
Ribossomo

Citoplasma

Membrana plasmatica
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Q8P691 4 155,78 10,0020 2,93 Ferric enterobactin receptor G0:0055085  Transporte transmembranar Atividade de transporte Membrana plasmética

Componente integral da

Q8P727 3 129,28 0,0066 3,21 Permease GO0:0055085  Transporte transmembranar -
membrana
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Figura 16. Andlise de ontologia génica. Processos bioldgicos nos quais estdo inseridas as proteinas diferencialmente abundantes do tratamento com
AgNPs-EACFN quando comparado com a condi¢do controle (Ctrl).
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Figura 17. Anélise de ontologia génica. Funcdo Molecular nos quais estdo inseridas as proteinas diferencialmente abundantes do tratamento com
AgNPs-EACFN quando comparado com a condicéo controle (Ctrl).
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Tabela 6. Proteinas diferencialmente abundantes de X. campestris pv. campestris tratadas com AgNOz quando comparadas com o controle.

ID proteinas Peptideos Funcio
aumentadas usados para  Score Anova (p) FC Descricdo Cadigo GO Processo bioldgico & Componente celular
j L molecular
(UniProt) quantificacdo
Q8P6C7 9 442,89 0,0344 1,46 Ferric enterobactin receptor - R Membrana externa da
) eceptor célula
Q8PAJ6 10 920,88 0,1683 1,28 Oxoglutarate dehydrogenase (succinyl-transferring) GO:0006091 Geragio de metablitos precursores e energia oxﬁg\r/rlgsgé . Citosol
Q8P560 4 28328 0,0237 1,52 Aminopeptidase N G0:0006508 - Atividade de
Prote6lise hidrolase -
Q8P530 2 108,37 0,0311 1,86 Aminopeptidase G0:0006508 - Atividade de
Prote6lise hidrolase -
Q8PAB5 3 142,73  0,0080 2,39 DNA ligase G0:0006260 Replicagio do DNA Atividade ligase Citosol
Q8PBY4 2 142,85 0,0299 2,67 Lon protease G0:0006950 Resposta ao estresse Aﬂ;g?;izede Citoplasma
Q7CLU4 2 135,7 0,01887 1,94 30S ribosomal protein S14 G0:0006412 Traducio Ligagio a0 RNA Ribossomo
Q8PC60 3 200,06 0,0242 1,62 Ribosome-binding ATPase YchF G0:0043022 Traducio Aﬂ;g?;giede Citoplasma
POAOY1 10 798,11 0,0353 142 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha G0:0006351 Transcricéo Pt\:;\;lsfi(::;ée Citoplasma
Q8PCJ2 7 532,21 0,0135 1,60 Protein translocase subunit S G0:0055085 Transporte transmembranar Atividade de Membrana plasmatica
transporte
ID proteinas Peptideos Processo bioldgico/ Fungdo molecular/ Funcao
diminuidas usados para  Score Anova(p) FC Descricdo Cddigo GO
(UniProt) quantificagdo Componente celular molecular
Q8P434 2 12434 0,0096 1,91 PHB domain-containing protein - B B Membrana plasmética
Q8P8S2 2 126,92 0,0441 1,44 Small conductance mechanosensitive ion channel ~ GO:0055085 Transporte transmembranar Attrlz;/rl]csi;gftge Membrana plasmética
Q8P4H2 4 21356  0,0338 2,47 RNA polymerase sigma factor RpoD G0:0006352 Transcricio Ligagio ao DNA Citoplasma
Q8P7X7 2 8515 00134 341 Type IV secretion system protein GO0:0044097  Secregdo pelo sistema de secregdo tipo IV Ligacdo de ATP Membrana plasmatica
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Figura 18. Analise de ontologia génica. Processos bioldgicos nos quais estdo inseridas as
proteinas diferencialmente abundantes no tratamento AgNOs quando comparado com a
condicdo controle (Ctrl).
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Figura 19. Andlise de ontologia génica. Funcdo Molecular nos quais estdo inseridas as
proteinas diferencialmente abundantes no tratamento AgNOs; quando comparado com a

condic&o controle (Ctrl).
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Tabela 7. Proteinas diferencialmente abundantes de X. campestris pv. campestris tratadas com EACFN-AgNPs quando comparadas com

AgNO:s.
ID .
proteinas Peptideos . . S
aumentadas usados para Score  Anova (p) FC Descricao Codigo GO Processo bioldgico Func¢do molecular Componente celular
(UniProt) quantificacdo
Dihydrolipoamide
Q8PDB3 3 235,77 0,0028 2,14 acetyltransferase component of - Atividade de transferase Citoplasma
pyruvate dehydrogenase complex

Q8P3P4 2 84,33 0,0002 4,08 Nodulation protein - Atividade de transferase Citosol
Q8PEG9 4 368,44 0,0081 2,34 Tetratricopeptide repeat protein - )
Q8PEE7 2 106,81 0,0001 455 Peptidase |nh|b|t_or 178 family )

protein -
Q8PDI1 2 1242 0,0180 3.10 DUF4488 doma{n-contalnlng )

protein -
Q8PBL3 2 2017 0,0005 413 ASCH domam.-contammg )

protein -
Q8P7V4 3 150,27 0,0056 4,25 Trm112 family protein - )
Q8P6Z2 2 225,14 0,0107 6,72 Stress-induced protein - )
Q8P6X7 2 118,45 0,0008 7,74 PspA-IM30 family protein - )

2-dehydro-3-deoxy- .

Q8P8U4 3 201,03 0,0002 3,06 phosphogluconate aldolase G0:0016829 - Atividade de liase -
Q8PC79 3 135,48 0,0068 2,40 Asparaginase - B Atividade de hidrolase B
Q8PDU1L 4 332,66 0,0007 2,19 Biotin carboxylase - ) Atividade ligase )
QBPAYS 3 159,62 0,0405 2,87 DUF2147 domal_n-contammg )

protein - - R

DUF4124 domain-containing

Q8PCS3 5 343,19 0,0024 4,82 orotein - ) Ligacio a0 DNA )
Q8PCB9 3 263,35 0,0004 4,80 Glucose-fructose oxidoreductase -

Ligagdo de nucleotideos
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Q8P5HS3

Q8PBW5

Q8PDX9

Q8P4V1

Q8PCQ8

Q8PE12
Q8PDR3

Q8PDR1

Q8PBJ7

Q8P858
Q8P4Y0
Q8P4S5
Q8PD23

Q8PSF5

Q8P8I6

Q8P611
Q8P3Y6
P59009

Q8P5V0

200,13

119,79

538,41

142,23

215,75

134,44
154,07

81,27

137,11

299,34
125,68
204,45
664,31

138,74

282,06

1311
85,46
168,24

146,18

5,66E-05

0,0035

0,0026

0,0155

0,0379

0,0030
0,0198

0,0156

0,0066

0,0028
0,0217
0,0059
0,0007

0,0036

0,0002

0,0261
0,0414
0,0174

0,0097

3,24

4,77

1,61

3,93

2,00

2,65
2,65

8,91

3,38

3,03
5,49
2,66
5,41

2,71

3,76

1,24
1,83
7,07

2,20

Glutaredoxin-like protein

Nucleoid-associated protein
XCC1002

OMP_b-brl domain-containing
protein

Putative NADH
dehydrogenase/NAD(P)H
nitroreductase XCC3605

Thiol:disulfide interchange
protein

Tetratricopeptide repeat protein
Methyltransferase
Transmembrane protein

DUF955 domain-containing
protein

Secreted protein
Transmembrane protein
UPF0234 protein XCC3632
Chaperonin GroEL
Major cold shock protein

RNA polymerase-binding
transcription factor DksA

Multifunctional fusion protein
Thymidylate kinase
Uridylate kinase

Citrate synthase

G0:0006457

G0:0010468

G0:0010467

G0:0016310
G0:0016310

G0:0016310

G0:0006091 Geragéo de metabolitos precursores

Dobramento de proteinas

Expresséo génica
Expresséo génica

Fosforilacéo
Fosforilacéo

Fosforilacéo

e energia

Atividade oxidorredutase

Ligacdo ao DNA Citosol

Atividade oxidorredutase -

Atividade de isomerase Espago periplasmico

Componente integral
da membrana

Ligacéo de nucleotideos Citosol
Chaperona de dobramento

de proteinas Citosol
Ligacéo de é&cido nucleico Citosol
Ligacéo a ions metélicos Citoplasma
Atividade gtpase -
Atividade de transferase Citoplasma
Atividade de transferase Citosol
Atividade de transferase Citoplasma
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Q8PC25

Q8P7T3

Q8P526|

Q8P8V5

Q8PDE5

Q8P8Z9
Q8P7N5

QB8P7A3

Q8PAIL

Q8PDTO
Q8PIN4

Q8PDZ8

Q8PD70

Q8PBDO

Q8P5D0

Q8PD48

Q8PE30

Q8PBUS

Q8PBG4

427,63

136,87

56,85

147,75

131,48

180,19
163,41

169,06

350,47

200,38
200,83

287,53

94,68

46,8

128,76

163,46

117,93

3413

202,07

0,0002

0,0014

0,0008

0,0013

0,0015

0,0241
0,0042

9,10E-05

0,0019

0,0018
8,59E-05

0,0020

0,0119

0,0064

0,0118

0,0001

0,0090

0,0001

0,0063

512

19,64

7,69

2,60

8,27

2,95
2,24

3,27

5,33

3,05
9,56

2,35

1,61

513

3,12

1,60

3,66

3,88

4,16

Malate dehydrogenase

NADH-quinone oxidoreductase
subunit B

Pyruvate kinase

Succinate dehydrogenase iron-
sulfur subunit

TonB-dependent receptor

Fe/S biogenesis protein NfuA
Metallopeptidase
Metallopeptidase

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase

Nuclease
Acireductone dioxygenase
Glutamine synthetase

Indole-3-glycerol phosphate
synthase

Aldose 1-epimerase

Glucosamine-fructose-6-
phosphate aminotransferase

Phosphoribosylamine--glycine
ligase

Sugar-phosphate isomerase

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 2

4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl

G0:0006091

G0:0006091

G0:0006091

G0:0006091

G0:0055065

G0:0051604

G0:0051604

G0:0051604

G0:0042026

G0:0006308

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0005975

G0:1901135

G0:1901135

G0:0005975

G0:0006629

G0:0006629

Geragdo de metabdlitos precursores

e energia

Geragdo de metabdlitos precursores

e energia

Geragdo de metabdlitos precursores

e energia

Geragdo de metabdlitos precursores

e energia
Homeostase de ions metélicos

Maturagdo de proteinas
Maturagao de proteinas

Maturagao de proteinas
Maturagdo de proteinas

Processo catabdlico do DNA

Processo metabdlico de
aminoacidos
Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabolico de
aminoacidos

Processo metabdlico de
carboidratos
Processo metabolico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabdlico lipidico

Processo metabdlico lipidico

Atividade oxidorredutase
Atividade oxidorredutase
Atividade de transferase
Atividade oxidorredutase

atividade do transdutor
molecular

Ligacdo a ions metélicos
Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase
Atividade de isomerase

Ligacdo ao DNA

Atividade oxidorredutase
Atividade ligase
Atividade de isomerase
Atividade de isomerase

Atividade de transferase

Atividade ligase
Atividade de isomerase

Atividade de transferase

Atividade oxidorredutase

Membrana plasmética

Citoplasma

Estrutura de
encapsulamento
externa

Membrana plasmética

Membrana plasmética

Citoplasma

Citoplasma

Citosol
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Q8PBT6

Q8P8G4

Q8PE24

Q8P614

QB8PBY6

Q8PEF9

Q8P3Q3

Q8P732

Q8P8D3

Q8P7KO

Q8PCV7

Q8PBSO

Q8PBD5

Q8PAC1
Q8PC36
Q8PC57
Q8PACO
Q8PIM3

POC7MO

129,88

211,09

71

115,59

92,48

268

80,94

167,28

208,45

83,72

255,93

123,28

166,98

329,64
150,02
229,05
206,59
146,19

229,92

0,0006

0,0090

0,0067

0,0009

0,0024

0,0132

0,0016

0,0049

0,0240

0,0092

0,0066

0,0149

0,0084

0,0001
0,0013
0,0125
0,0131
0,0170

0,0075

144

291

2,63

3,01

3,42

1,77

4,40

120,32

4,27

4,31

4,03

2,60

2,56

4,56
11,54
2,49
2,40
3,64

3,04

diphosphate reductase
Aconitate hydratase 1
Inositol-1-monophosphatase

PNPLA domain-containing
protein

Aminopeptidase

ATP-dependent Clp protease
proteolytic subunit

Carboxyl-terminal protease
Dipeptidyl-peptidase

Succinyl-diaminopimelate
desuccinylase

Virulence regulator

Outer membrane protein

Outer membrane protein

Regulatory protein-PilH family

Two-component system
regulatory protein

30S ribosomal protein S18

50S ribosomal protein L18
50S ribosomal protein L7/L12 1

50S ribosomal protein L9

Elongation factor P-like protein

Biopolymer transport protein

G0:0006629

G0:0006629

G0:0016042

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006508

G0:0006355

G0:0006974

G0:0006974

G0:0023052

G0:0023052

G0:0006412

G0:0006412

G0:0006412

G0:0006412

G0:0006412

G0:0055085

Processo metabdlico lipidico

Processo metabdlico lipidico
Processo metabdlico lipidico
Protedlise
Protedlise

Protedlise

Protedlise

Protedlise

Regulacéo da transcrigdo modelada

por DNA

Resposta celular ao estimulo de
dano ao DNA

Resposta celular ao estimulo de
dano ao DNA

Sinalizagéo
Sinalizagao

Tradugéo
Tradugéo
Tradugéo
Traducéo
Traducéo

Transporte transmembranar

Atividade de liase

Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase
Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade da molécula
estrutural

Atividade de transporte

Atividade de transporte

Ligacdo ao RNA
Ligagdo ao RNA
Ligagdo ao RNA

Ligacdo ao RNA

Atividade reguladora de
traducéo

Atividade de transporte

Citosol

Citoplasma
Citoplasma

Espago periplasmico

Cromossomo

Membrama externa
da célula

Membrama externa
da célula

Ribossomo
Ribossomo
Ribossomo
Ribossomo

Citoplasma

Componente integral
da membrana




exbD1 1

NADH-quinone oxidoreductase

Q8P7UL 2 217.8 0,0008 421 subunit J GO:0055085 Transporte transmembranar Atividade de transporte  Membrana plasmatica
NADH-quinone oxidoreductase .
Q8P7U3 2 134,87 0,0471 211 subunit M GO:0055085 Transporte transmembranar Atividade de transporte  Membrana plasmatica
Q8P7Y1 2 65,48 0,0255 1,84 VirB4 protein G0:0065002 Viruléncia Ligaco de ATP )
1D .
proteinas Peptideos . . -
diminuidas usados para Score  Anova (p) FC Descricao Codigo GO Processo bioldgico Func¢do molecular Componente celular
(UniProt) quantificacédo
Q8PEO5 2 140,2 0,0121 2,27 4HBT domain-containing protein - B Atividade de hidrolase Citosol
Q8P3D6 3 209,69 0,0153 2,55 Acid phosphatase - } ) Membrana externa da
célula
Q8PEF1 5 504,54  8,32E-05 3,02 Alcohol dehydrogenase - ) Atividade oxidorredutase ;
Q8P8B4 2 121,75 0,0036 437 ATP-binding protein - ) Ligaco de ATP Citosol
Q8PB11 3 190,61 0,0041 3,33 GTN reductase - } Atividade oxidorredutase ;
Methanol dehydrogenase
QBPSV8 4 264,37 0.0145 323 regulatory protein ) - Atividade de hidrolase -
Q8P4Y5 2 1419 0,0001 2,34 Oxidoreductase - ) Atividade oxidorredutase )
Q8PIK7 2 166,09 0,0011 1,85 Peptide chain release factor 2 - ) Atividade regL{Iadora de Citoplasma
traducdo
Peptidyl-prolyl cis-trans
Q8PBY3 5 334,88 0,0012 153 isomerase . - Atividade de isomerase  Membrana plasmatica
Q8PAGY7 2 79,87 0,0035 2,18 Ribonuclease R - ) Atividade de hidrolase Citosol
Q8PCUS5 2 124,24 0,0262 2,73 UDP-glucose 4-epimerase - ) ) ;
Q8PDG2 3 153,78 0,0014 5,42 DUF2490 domal_n—contalnlng .
protein - - R
Q8PCNO 2 127.16 0,0462 531 OMP_b-brl doma}m-contammg
protein - - R
Q8PBJO 14 1156,29 0,0139 2,06 Polyketide cyclase -
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Q8PA03

Q8P7H9

Q8P3B3
Q8P5S6
Q8P979

Q8PB51

Q8PCK7

Q8P994
Q7CLU9
Q8PAB7
Q8PIY4

Q8P6F3

Q8P5E4

Q8P8P4

Q8PAH4

Q8PAJ7

Q8PAR2
Q8PBY9
Q8P7T8

Q8P7UO

246,84

237,28

172,1
289,98
425,48

179,73

115,39

150,2
108,61
106,18
86,37

102,3

195,89

195,76

219,8

535,12

498,67
356,21
299,3

79,06

0,0003

0,0034

0,01867
0,0135
0,0007

0,0020

0,0100

0,0003
0,0027
0,0448
0,0036

0,0001

0,0166

0,0113

0,0006

8,93E-05

0,0200
0,0104
0,0002

0,0163

7,60

3,38

2,75
2,04
4,97

3,09

7,57

4,38
3,01
2,06
2,18

541

3,62

3,49

3,39

3,19

2,77
2,59
4,16

13,94

Pit accessory protein

DUF885 domain-containing
protein

ATP-binding protein
UPF0149 protein XCC3260
GTPase Der
GTPase Era

Ribosomal RNA small subunit
methyltransferase H

Thioredoxin reductase
Cell division protein FtsA
Cell division protein ZipA
Lipoprotein
Peptidoglycan-associated protein

Probable GTP-binding protein
EngB 1

Cytidylate kinase
Fructokinase
Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component of

2-oxoglutarate dehydrogenase
complex

Fumarate hydratase class |
Isocitrate dehydrogenase

NADH-quinone oxidoreductase

NADH-quinone oxidoreductase

G0:0042254

G0:0042254

G0:0042254

G0:0098754

G0:0051301

G0:0051301

G0:0051301

G0:0051301

G0:0051301

G0:0016310

G0:0016310

G0:0006091

G0:0006091

G0:0015980

G0:0015980

G0:0015980

Biogénese do ribossomo

Biogénese do ribossomo
Biogénese do ribossomo

Desintoxicacéo
Diviséo celular
Diviséo celular
Diviséo celular

Divisdo celular
Divisdo celular

Fosforilagéo

Fosforilagéo

Geragdo de metabdlitos precursores
e energia

Geragdo de metabdlitos precursores
e energia

Geragdo de metabdlitos precursores
e energia

Geragdo de metabdlitos precursores
e energia

Geragdo de metabdlitos precursores
e energia

Ligacéo ao Ribossomo

Ligacdo ao RNA
Atividade de transferase

Atividade antioxidante

Atividade de hidrolase

Ligacéo de GTP

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade de liase
Atividade oxidorredutase
Atividade oxidorredutase

Atividade oxidorredutase

.Citosol

Citoplasma
Membrana plasmética

Membrana plasmética

Membrana externa da
célula
Membrana externa da
célula

Citosol

Citosol

Citosol

Membrana plasmatica

Membrana plasmatica
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Q8PCG6

Q8P6US

Q8P5M2

Q8P5D6

Q8P5I13

Q8P4F3

Q8P338

Q8PAW1

Q8P980

Q8P681

Q8PD56

Q8P5L1

Q8P5Q4
Q8PATS
Q8PGED

Q8P9Z6

Q8PAB2

12

15

29

34

764,33

1100,74

1772,77

77,32

2744,45

186,5

266,34

582,33

267,78

333,43

252,1

198,09

153,11
106,37
350,55

199,93

227,16

0,0022

0,0053

0,0096

0,0149

7,89E-06

0,0055

0,0212

0,0097

0,0260

0,0088

0,0037

0,0349

0,0057
0,0002
0,0101

0,0098

0,0062

1,68

3,17

1,63

7,39

15,05

1,70

1,49

3,14

1,81

3,12

4,49

2,12

2,54
3,44
2,07

4,18

2,61

subunit |

Outer membrane hemin receptor

TonB-dependent receptor

TonB-dependent receptor

TonB-dependent receptor

TonB-dependent receptor

DNA topoisomerase 1

Membrane protein insertase
YidC

Outer membrane protein
assembly factor BamA

Outer membrane protein
assembly factor BamB

Outer membrane protein
assembly factor BamD

NAD(+) diphosphatase

3-isopropylmalate
dehydrogenase

Acetylornithine aminotransferase
Asparagine synthase B
Aspartate--tRNA ligase

CTP synthase

Methylthioribose-1-phosphate
isomerase

G0:0055072

G0:0055065

G0:0055065

G0:0055065

G0:0055065

G0:0006265

G0:0061024

G0:0061024

G0:0061024

G0:0061024

G0:0019677

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

G0:0006520

Homeostase de fons metalicos

Homeostase de ions metalicos

Homeostase de fons metalicos

Homeostase de ions metélicos

Homeostase de ions metélicos
Mudanca topolégica do DNA

Organizacdo de membrana

Organizacdo de membrana

Organizacdo de membrana

Organizacdo de membrana

Processo catabdlico

Processo metabdlico de
aminoacidos

Processo metabolico de
aminodacidos
Processo metabdlico de
aminodacidos
Processo metabélico de
aminoacidos
Processo metabélico de
aminodacidos

Processo metabélico de
aminoacidos

Atividade de transporte

atividade do transdutor
molecular

atividade do transdutor
molecular

atividade do transdutor
molecular

atividade do transdutor
molecular

Ligacdo ao DNA

Atividade de transporte

Atividade de hidrolase
Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase
Atividade de ligase
Atividade de ligase

Atividade de ligase

Atividade de isomerase

Membrana externa da
célula
Estrutura de
encapsulamento
externa
Estrutura de
encapsulamento
externa
Estrutura de
encapsulamento
externa
Estrutura de
encapsulamento
externa

Citoplasma

Membrana plasmética

Estrutura de
encapsulamento
externa
Estrutura de
encapsulamento
externa
Estrutura de
encapsulamento
externa

Citosol

Citoplasma
Citosol
Citoplasma

Citosol
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Q8PCRY

Q8P744

Q8PBR6

Q8P5GY

Q8PESS5

Q8P8U7
Q8P8US
Q8PCA4

Q8P7RS

Q8PCK3

POC7J3

Q8PCHS3
Q8PIT2
Q8PADS

Q8P986

Q8PBV1

Q8PAW9

Q8PD30

493,44

125,58

93,15

211,02

214,27

201,21
90,8
251,51

402,98

178,98

564,96

265,49
332,03
94,52

423,26

173,87

126,08

326,69

0,0149

0,0097

0,0472

0,0179

0,0008

0,0006
0,0154
0,0186

0,0005

0,0142

0,0027

0,0085
0,0005
0,0034

0,0030

0,0063

0,0097

0,0164

2,44

2,49

2,71

191

3,90

6,28
1,80
1,69

3,33

3,39

1,82

2,64
3,00
3,64

2,27

434

2,82

1,98

Valine--tRNA ligase
Acetyltransferase

Adenylosuccinate synthetase

Amidohydro-rel domain-
containing protein 1

Fructose-1,6-bisphosphatase
class 1

Glucokinase
Phosphogluconate dehydratase
Transaldolase
Tryptophan synthase beta chain
UDP-N-acetylmuramoyl-
tripeptide--D-alanyl-D-alanine
ligase

Xanthan biosynthesis protein
XanB

S-adenosylmethionine synthase
Poly(A) polymerase |
5'-nucleotidase
3-hydroxyacyl-CoA

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 3

Acetyl-coenzyme A carboxylase
carboxyl transferase subunit
alpha

Biotin carboxylase

G0:0006520

G0:0005975

G0:1901137

G0:1901136

G0:0005975

G0:0016052

G0:0019752

G0:0005975

G0:0006520

G0:1901137

G0:0005975

G0:0006730

G0:0016071

G0:0009117

G0:0009062

G0:0006629

G0:0006629

G0:0044255

Processo metabdlico de
aminodacidos
Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos
Processo metabdlico de
carboidratos
Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos
Processo metabélico de
carboidratos
Processo metabélico de
carboidratos
Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabélico de
carboidratos

Processo metabdlico de
carboidratos

Processo metabolico de carbono

Processo metabélico de mMRNA

Processo metabdlico de
nucleotideos

Processo metabdlico lipidico

Processo metabolico lipidico

Processo metabdlico lipidico

Processo metabdlico lipidico

Atividade de hidrolase

Atividade de transferase

Atividade de ligase

Atividade de hidrolase

Atividade de hidrolase

Atividade de transferase
Atividade de liase
Atividade de transferase

Atividade de liase

Atividade de ligase

Atividade de transferase

Atividade de transferase
Ligacdo ao RNA
Atividade de hidrolase

Atividade oxidorredutase

Atividade de transferase

Atividade de transferase

Atividade de ligase

Citosol

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citosol
Citosol
Citosol

Citoplasma

Citoplasma

Citosol
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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Q8PBT7

Q8PE66

POC7J4

POC718

Q8PAW3

Q8PBT3

Q8PIX0

Q8P455

Q8P3I5

Q8PYP5
Q8PBG6
QIL3G6

Q8P7Z2

Q8PBCL

Q8P552

Q8P551

Q8PCW1

Q8PA00

2

283,7

325,65

279,14

188,4

199,56

127,97

417,63

236,33

124,31

207,9
430,18
209,86

205,22

77,12

407,09

138,56

130,23

113,9

0,0396

0,0108

0,0085

0,0130

0,0146

0,0210

0,0240

0,0003

0,0051

0,0005
0,0282
0,0033

0,0040

0,0191

0,0137

0,0142

0,0052

0,0063

2,10

2,00

3,61

171

4,20

151

1,68

3,03

2,71

4,85
6,37
2,85

1,54

2,02

2,59

2,80

1,99

2,58

Citrate synthase

Enoyl-[acyl-carrier-protein]
reductase [NADH]

Glucose-1-phosphate
thymidylyltransferase
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Figura 20. Andlise de ontologia génica. Processos bioldgicos nos quais estéo inseridas as proteinas diferencialmente abundantes do tratamento com
AgNPs-EACFN quando comparado com tratamento AgNO:s.
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Figura 21. Anélise de ontologia génica. Funcdo Molecular nos quais estdo inseridas as proteinas diferencialmente abundantes do tratamento com
AgNPs-EACFN quando comparado com tratamento AgNOa.
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Além disso, também foram identificadas duas proteinas aumentadas relacionadas com
desintoxicacdo, como a superoxide dismutase (Sod) (Q8PDZ3 e POCOF8).

A fpvA é uma proteina receptora de membrana externa especifica (receptor de
ferripioverdina) (Ghysels et al., 2004), receptora de ferro que também pode estar envolvida na
viruléncia (Bodilis et al., 2009). Uma outra proteina envolvida na homeostase de ions
metalicos é a OmpA, principal componente protéico da membrana externa, transportadora de
ions metalicos (Ishida et al., 2014, Carnielli et al., 2017). Os sistemas TonB de bactérias Gram
negativas sdo sistemas de transporte que realizam a absorcdo ativa especifica de varios
compostos atraves da membrana externa (Postle, 2007). O sistema TonB é particularmente
conhecido pela absorcdo de ferro (Braun & Endri3, 2007). Proteinas de membrana externa
(OMPs) desempenham papéis-chave na integridade estrutural da membrana externa e
funcionam como transportadores, poros de membrana, proteinas de reconhecimento, enzimas
ligadas a membrana ou componentes de cascatas de transducdo de sinal (Kostakioti et al.,
2005, Bishop, 2008, Koebnik et al., 2000).

Em contra partida, as Sods sdo enzimas antioxidantes que desempenham papéis na
resposta ao estresse oxidativo, catalisando a degradacdo do radical superoxido deletério. As
Sods sdo metalo-oxidorredutases que catalisam a dismutagdo do radical superéxido (0%) em
oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (H20.). Elas geralmente agem em conjunto com
catalases que dismutam H>O, em oxigénio e agua (Bartosz, 2005). Durante a reacdo de
dismutacdo o substrato atua alternando como doador e aceptor de elétrons, suportado pelo ion
metalico. O aumento da abundancia dessas proteinas em Xcc tratada com AgNPs-EACFN
parece estar relacionado ao dano oxidativo intracelular e, ao aumento da elevacdo das
especies reativas de oxigénio (EROs) causado pelas AgNPs, o que pode ser atribuido a
liberacdo de ions de prata. A producdo de EROs e seu papel na toxicidade e morte celular

foram estudados anteriormente (Rai et al., 2012). O excesso de EROs pode levar a
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peroxidacdo lipidica, aumento da permeabilidade da membrana e danos oxidativos ao DNA,
RNA e proteinas, eventualmente causando morte bacteriana (Huang et al., 2018, Liao et al.,
2019). Essas EROs reagem com diferentes estruturas celulares, como nucleo, proteinas e
membranas, prejudicando sua integridade, por isso, a producdo excessiva de EROs deve ser
controlada pelo sistema antioxidante para evitar danos e a morte celular. Possivelmente o
patdgeno utiliza essas enzimas antioxidantes para superar o estresse oxidativo, a fim de
desintoxicar e adaptar-se a atividade biologica das AgNPs, 0 que evidencia que essas
proteinas sejam candidatas chaves potencialmente envolvidas na adaptacdo a AgNPs. De
acordo com os resultados obtidos nesse estudo é muito provavel que o aumento da abundancia
das proteinas Sods seja uma tentativa do microrganismo em minimizar os efeitos oxidativos
causados pelas AgNPs. De acordo com Cheloni et al. (2016) o estresse oxidativo ¢ um dos
principais contribuintes para alterar a permeabilidade da membrana bacteriana e, portanto,
pode danificar as membranas celulares. Além disso, estudos realizados por AshaRani et al.
(2009) apontam que estresse oxidativo resultante do aumento da produgdo de EROs é um dos

principais mecanismos de toxicidade induzida por AgNPs em células humanas.

3.3 Protedlise e fosforilacao

Geralmente as vias de sinalizacdo em células eucariéticas e procariéticas sdo divididas
em dois modos principais de acordo com as proteinas participantes: irreversivel e reversivel.
Os mecanismos regulatorios desses dois tipos de vias de sinalizagdo celular j& foram
extensivamente investigados, mas a regulacdo cruzada entre eles ainda ndo é totalmente
compreendida. Por exemplo, a fosforilacdo de proteinas catalisada por quinases receptoras €
reversivel (Hunter, 1995), enquanto que a protedlise € uma cascata de sinalizacdo pds-
traducional irreversivel que modula a fisiologia celular (Gur et al., 2011, Tomko Jr &

Hochstrasser, 2013).
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Nesse estudo, foram identificadas duas proteinas aumentadas relacionadas com
fosforilagdo na condicdo AgNPs x Ctrl como a FMN oxidoreductase (FC: 1,94) e sugar
kinase (XCC3471) (FC: 13,02). A frp é uma proteina envolvida em processos de oxido-
reducdo, onde pode trocar um ou dois elétrons em processos de transferéncia de elétro
(Patridge & Ferry, 2006). Nesse contexto, e de acordo com os resultados obtidos nesse estudo
é muito provavel que as proteinas FMN oxidoreductase e sugar kinase ativem cascatas
efetivas relacionadas com o estresse, na tentativa de minimizar os danos causados pelas
AgNPs. Devido ao alto nivel de dobra da proteina sugar kinase acumulada em Xcc submetida
ao contato com AgNPs, é provavel que esssa proteina seja um candidato chave nos
mecanismos de acdo das AgNPs e estudos futuros poderdo elucidar esse aspecto.

Além de proteinas relacionadas com fosforilacdo, também foram identificadas nove
proteinas aumentadas relacionadas com protedlise na condicdo AgNPs x Ctrl e AgNPs x
AgNOQO3, entre elas estdo: ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH (FC: 2,35), Leucine
aminopeptidase (LAP) (FC: 3,21), TIdD protein (FC: 3,74) e Zinc protease (FC: 2,82). FtsH é
uma protease de membrana integral encontrada em bactérias, cloroplastos e mitocondrias. Em
bactérias, o mau funcionamento do FtsH causa feno6tipos como graves defeitos de divisao
celular e parada de crescimento (Begg et al., 1992). FtsH é uma metaloprotease de zinco
ligada @ membrana, dependente de ATP, que estd envolvida na degradacdo proteolitica de
proteinas integrais de membrana especificas e proteinas citoplasmaticas. O motivo de ligacao
ao zinco e um dos motivos de ligacdo ao ATP séo essenciais para a atividade proteolitica
(Akiyama et al., 1996). A LAP, conhecida como uma importante exopeptidase, hidrolisa
especialmente o residuo de leucina do N-terminal de proteinas ou peptideos (Drinkwater et
al., 2019). LAP apresenta um papel importante na viruléncia e tem sido encontrada na
associacdo com a formacédo de biofilme bacteriano e patogenicidade (Esoda & Kuehn, 2019,

Correa et al., 2017). E possivel que essas proteinas atuem na manutencdo das funcdes da
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membrana celular e controle do estresse oxidativo, tipicamente causados pela liberagdo de

ions de prata e das caracteristicas das AgNPs.

3.4 Resposta a antibiotico

Antibioticos afetam vias especificas no metabolismo bacteriano, o que significa que,
quando bactérias desenvolvem mecanismos para contornar a via afetada, elas desenvolvem
resisténcia aos antibidticos. Esses mecanismos incluem degradacdo do antibiotico, reducdo ou
alteracdo do local alvo, aumento do efluxo para expelir o antibidtico para fora da célula e
inibicdo da sintese de DNA ou proteinas (Walsh, 2003). Nesse estudo, foram identificadas
duas proteinas aumentadas relacionadas com resposta ao antibiotico na condicdo AgNPs x
Ctrl: Multidrug resistance protein (FC: 3,28) e PDZ domain-containing protein (FC: 1,94).
Multidrug resistance proteins sdo pequenas proteinas de resisténcia a maultiplas drogas
presentes nas menbranas que conferem resisténcia a uma ampla gama de anti-sépticos (Bay &
Turner, 2009). A hipbtese é de que essas proteinas estejam envolvidas na adaptacdo a
atividade antibacteriana das AgNPs, na tentativa de contornar o efeito antibidtico. Estes
resultados demonstram o potencial antibacteriano das AgNPs e podem ser utilizadas no

controle de Xcc em bréssica.

3.5 Organizacdo da parede celular/Biogénese

As AgNPs parecem ser mais toxicas contra bactérias do que os ions de prata devido a
sua grande area de superficie, o que proporciona melhor contato com as células. Com
microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia eletronica de transmissdo (MET), e
analise protedbmica, foi demonstrado que AgNPs interagem com a membrana bacteriana e
penetram na célula, o que causa danos estruturais, distarbios na funcéo celular e culmina em

morte celular (Morones et al., 2005, Mirzajani et al., 2014, McShan et al., 2014). O estresse
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oxidativo € um dos principais contribuintes na alteracdo da permeabilidade da membrana
bacteriana e, portanto, pode danificar as membranas celulares (Cheloni et al., 2016).

Nesse estudo, foram identificadas trés proteinas aumentadas relacionadas com
organizacédo da parede celular/biogénese na condicdo AgNPs x Ctrl como: Serine-type D-Ala-
D-Ala carboxypeptidase 1 (DacA) (FC: 2,88), UDP-N-acetylmuramate--L-alanyl-gamma-D-
glutamyl-meso-2,6-diaminoheptandioate ligase (FC: 1,97) e Penicillin-binding protein
activator (PBP) (FC: 2,70). A expressao da DacA esta associada a permeabilidade e
organizacdo das membranas internas e externas (Pan et al., 2019). Em contrapartida, as PBPs
desempenham papéis cruciais no estagio final da biossintese do peptidoglicano (PG) (Lupoli
et al., 2014). Possivelmente, essas proteinas sejam essenciais na adaptacdo dos micorganismos
a AgNPs e na organizacdo da parede celular. Portanto, pode-se postular que as estruturas das
paredes celulares priméarias podem ser afetadas resultado do contato com AgNPs (Mirzajani et
al., 2011, Mirzajani et al., 2013). Os resultados obtidos mostram que as AgNPs avaliadas
induziram uma resposta rapida no microrganismo, aumentando proteinas essenciais na

reestruturacdo da parede celular.
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4. CONCLUSAO

Neste capitulo foi utilizada protebmica quantitativa, para identificar e quantificar as
proteinas envolvidas nos mecanismos de acdo de AgNPs em Xcc. Foram identificadas
centenas de proteinas associadas com diversos processos bioldgicos como: divisdo celular,
geracdo de metabolitos precursores e energia, homeostase de ions metalicos, desintoxicacéo,
organizacdo de membrana, processos metabolicos de aminoacidos, processos metabolicos de
carboidratos, processos metabdlicos lipidicos, processos metabolicos de tRNA, proteolise,
traducdo, transporte transmembranar e outros. As analises comparativas possibilitaram um
maior entendimento sobre os possiveis mecanismos envolvidos na acdo antibacteriana de
AgNPs em Xcc. Este trabalho mostrou pela primeira vez os perfis proteicos de Xcc
submetidas ao contato com AgNPs. Os resultados protedmicos deste estudo sugerem efeito
sobre proteinas de membrana e o0 estresse oxidativo induzido por AgNPs como os principais
mecanismos responsaveis pela atividade antimicrobiana. Esses resultados fornecem
conhecimentos valiosos para futuras investigagcdes sobre a atividade antibacteriana de AgNPs
em bactérias fitopatogénicas. Além disso, demonstram fortemente o potencial biotecnoldgico
das AgNPs na agricultura visando ao controle de bactérias fitopatogénicas em diversas

culturas de interesse social e econdmico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A podriddo negra das cruciferas € uma doenca altamente destrutiva, causada pela
bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc). A Xcc é considerada
um dos patdgenos mais importantes que incidem na cultura das bréssicas. Os sintomas
caracteristicos da doenca sdo clorose, lesGes nas folhas em forma de "V", partindo das bordas
em direcdo ao centro da folha. Em casos severos podem ocorrer murcha, queda prematura de
folhas e apodrecimento das plantas atacadas. As principais formas de controle da doenga tem
sido a utilizacéo de plantas sadias, tratamento preventivo de sementes com uso de antibidticos
e aplicacdo de agroquimicos a base de cobre. Atualmente ndo existe um método eficiente para
controlar a doenga. Neste estudo, foram envestigadas formas de controlar a podridédo negra
das bréssicas, além da tentativa de compreender 0os mecanismos de acdo de nanoparticulas de
prata (AgNPs) sobre este patdgeno.

Na primeira estapa deste trabalho, foram utilizados metaboélitos concentrados de R.
tropici (MC-RT) na inducdo de resposta de defesa em brassica. O tratamento com MC-RT em
brassica foi eficiente na inducdo de resposta de defesa, evidenciando o pontecial
biotecnoldgico para o uso de MC-RT na indugdo de resisténcia. Os resultados aqui obtidos
sdo consistentes, e forneceram indicios que surgerem que 0 MC-RT atua como eliciador de
respostas ativas de defesa em plantas e apresenta alto potencial biotecnol6gico para o controle
de doencas causadas por fitobactérias. Este estudo foi essencial para compreender o pontecial
do MC-RT na indugdo de resposta de defesa em bréssica e pode ser util no controle de
Xanthomonas spp.

Na segunda estapa deste trabalho, foi realizada a biossintese de AgNPs utilizando
extratos aquosos de diversas plantas em diferentes concentracOes e a atividade antibacteriana
das AgNPs obtidas foi testada contra Xcc. Além disso, foi testado o potencial das AgNPs em

induzir resposta de defesa em brassica. Os resultados obtidos demonstraram o potencial das
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AgNPs na atividade antibacteriana contra Xcc. Alem disso, monstraram que plantas de
brassica tratadas com AgNPs, induzem resposta de defesa efetiva contra Xcc e ativam a
expressao de genes relacionados com defesa, o que refletiu em uma reducéo significativa dos
sintomas da doenca e também no retardo da progressao da doenca. Os resultados obtidos nesta
etapa do estudo também demonstraram fortemente o potencial biotecnoldgico das AgNPs no
controle de doencas causadas por fitobactérias. Estudos mais detalhados com AgNPs sdo
necessarios para o desenvolvimento de produtos multifuncionais, para o controle de
fitobactérias e outros patdgenos.

E por fim, na terceira etapa deste estudo foi realizada analise protedmica para
compreender os mecanismos de acdo de AgNPs em Xcc. Os resultados obtidos demonstram
indicios dos mecanismos de acdo das AgNPs em Xcc. No geral, este trabalho contribuiu para
um melhor entendimento dos mecanismos de acdo de AgNPs em Xcc, revelando proteinas que
estdo presentes em vias que sdo afetadas durante a interagdo AgNPs-Xcc. As propostas
utilizadas neste trabalho estdo de acordo com o conceito de sustentabilidade ambiental,
equilibrando economia e beneficios ambientais, contribuindo para uma produgdo agricola

mais sustentavel.
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PERSPECTIVAS

Visando complementar os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se em estudos futuros:

» Realizar ensaios para avaliacdo quantitativa da expressdo de genes modulados por AgNPs

em Xanthomonas campestris pv. campestris.

» Realizar avaliacdo protedmica para elucidar os mecanismos de acdo de AgNPs em

Brassica oleracea.

» Realizar ensaios para avaliacdo quantitativa da expressédo de genes modulados por AgNPs

em Brassica oleracea.
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