RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 17/06/2022.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

CARACTERIZACAO DO PROTEOMA DE Genlisea violacea
A.St.-Hil. (LENTIBULARIACEAE)

Néstor Dario Franco Marulanda

Engenheiro de Producéo Biotecnolbgica

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

CARACTERIZACAO DO PROTEOMA DE Genlisea violacea
A.St.-Hil. (LENTIBULARIACEAE)

Néstor Dario Franco Marulanda
Orientador: Prof. Dr. Vitor Fernandes Oliveira de Miranda

Coorientadora: Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério

Coorientador: Prof. Dr. Tiago Santana Balbuena

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias do Campus de
Jaboticabal — UNESP para obtenc¢éo do Titulo
de Doutor em Agronomia (Genética e
Melhoramento de Plantas).

2020



M389c

Marulanda, Néstor Dario Franco

Caracterizagao do proteoma de Genlisea violacea A.St.-Hil.
(Lentibulariaceae) / Néstor Dario Franco Marulanda. --
Jaboticabal, 2020

146 p. : il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Vitor Fernandes Oliveira de Miranda

Coorientadora: Janete Apparecida Desidério

1. Plantas Proteinas. 2. Plantas carnivoras. 3. Espectrometria
de massa. |. Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



A%Z‘%%v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
£

unesp

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: CARACTERIZAGAO DO PROTEOMA DE Genlisea violacea A.St.-Hil,
(LENTIBULARIACEAE)

AUTOR: NESTOR DARIO FRANCO MARULANDA
ORIENTADOR: VITOR FERNANDES OLIVEIRA DE MIRANDA
COORIENTADORA: JANETE APPARECIDA DESIDERIO
COORIENTADOR: TIAGO SANTANA BALBUENA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengédo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS), pela Comissdo Examinadora:

¢
f

,’!";%zﬁ‘
Prof. Dr. VITOR FERNANDES OLIVEIRA DE MIRANDA (Participagao Virtual) ﬁfw
Departamento de Biologia Aplicada & Agropecuéria / FCAV / UNESP B

Profa. Dra. ANA PAULA MORAES (Participagao Virtual) %
Universidade Federal do ABC-Campus S8o Bernardo do Campo / S0 Bernardo do Campo/SP

Pés-doutorando JOSE ROBERTO APARECIDO DOS SANTOS PINTO (Participagac Virtual) & -
IB/UNESP / Campus de Rio Claro
Prof. Dr. JACKSON ANTONIO MARCONDES DE SQUZA {Participagao Virtual) \ f i
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria / FCAV / UNESP - Jaboticabal == ’

=)

¥

. [ .
Pesquisador Dr. ALESSANDRO DE MELLO VARANI (Participagao Virtual) | [// %? .
Departamento de Tecnologia / FCAY / UNESP - Jaboticabal L

T

Jaboticabal, 17 de junho de 2020

<
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Valerinarias - C2mpus de Jabaticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/in. 14884800, Jabolicabal - Sho Paulo
hittps:ifwww feav unesp. bri#lipos-graduacaciprogramas-pgfagronomia-genatica-a-melhoramanto-te-plantasCNPJ: 46.051.916/0012-87



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Néstor Dario Franco Marulanda, nascido em 19 de novembro de 1982, natural de
Pereira, Risaralda, Coldmbia. Graduado no ano 2007 em Engenheira de Producéo
Biotecnologica da Universidade Francisco de Paula Santander, UFPS, Coldmbia.
Realizou estagio e projeto de concluséo de curso no laboratério de micropropagacao
de plantas do Programa de Gestdo e Inovacdo Tecnoldgica da Coorporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria — COORPOICA (2005-2007) e foi Chefe
do Laboratério de Micropropagacédo de Plantas de GREENLEAF Colémbia (2007-
2013). No periodo de 2014 a 2016 realizou Mestrado no Programa de Pds-graduacéo
em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas), da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - UNESP, Campus de Jaboticabal, no Laboratério de
Sistematica Vegetal sob orientagédo do Prof. Dr. Vitor Fernandes Oliveira de Miranda,
e, em 2016, comecou seu Doutorado no mesmo programa desenvolvendo a pesquisa
da presente tese como bolsista da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES).



AGRADECIMENTOS

Agradeco os meus orientadores Dr. Vitor F.O. de Miranda e Dra. Janete
Apparecida Desidério e Dr. Tiago Santana Balbuena pela ajuda e orientacdo no

trabalho e pela confianca.

Prof. Dr. Manoel Victor F. Lemos pelo apoio ao permitir o uso de materiais e
equipamento do Laboratoério de Genética de Bacterias.

Ao Grupo de pesquisa do Laboratério de Protedmica Vegetal, pela
receptividade, discuss6es metodoldgicas, conversas, em especial a Amanda Cristina
Baldassi pela paciéncia e 0os ensinamentos.

Ao grupo de pesquisa do Laboratério de Sistematica Vegetal pelo apoio nas

coletas e discussoes cientificas e sugestdes feitas no decorrer desses anos.

A Jorge Augusto Petroli Marchesi pela paciéncia e apoio em todo momento.

Igualmente agradeco a FAPESP, CAPES e CNPq, pelo financiamento do
trabalho em questao.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de
Financiamento 001.



SUMARIO

Péagina

1. CAPITULO | — CONSIAEIaGOES GEIAIS. .....ccuveueeeeeierieeereeieeeeeesteeeeseeeeeeeesaeeesseeseeenens 1
] (oo 18 o> Vo 0SSOSR 1
Y ST Tl o [ 11 (=T = (| = S PUPUPRRPR 4
Sindrome de carnivoria em plantas..............ooeveiveiiiiiiiiiii e 4
Familia Lentibulariaceae..............ooooeieiiiiiiiiiiiieieeee e e 4

O género Genlisea A.St.-Hil. ..o 8

A espécie objeto do estudo: Genlisea violacea A.St.-Hil. ........cccccceeeeeiiiiiiiiiiinnnn, 8
Protedmica e sequenciamento de novo de peptideos...........cccevvvvvevvvvvvnnnnnnn. 10
Protedmica de plantas CarniVOras..........cccuuviieeeiiiiieiiee e e 11
Estudos 6micos na familia Lentibulariaceae .............ccccovvvieiiiiiiis 12

] (=T =] o[ = L PPPPRRSSPRRRPRN 14

2. CAPITULO Il - ARTIGO: Label-free shotgun proteomics reveals different functions

and protein profiles in dimorphic leaves of two morphotypes of the carnivorous plant

Genlisea violacea A.St.-Hil.
(LENTIDUIAIACEAE).....ceeiiiieieeeeee et e e 23
Highlight. ... .o e 23
Y 013 1= o PP 24
SIGNIfICANCE. ..o 24
Graphical ADSIraCT. ... 25
R [ a1 (0T [FTo{ 1] o FO PP PPTPR 25
2.Materials and Methods. ..o 28

2.1. Plant material and protein extraction.................ccoiiiiiiiiii i 28



2.2. Peptide In-gel digestion and MS/MS acquisition...............cccooeieiiiiieenns.. 28
2.3. UPLC-MS ANaAlYSIS. ...t 29

2.4 De novo sequencing, protein identification and Gene Ontology

ANAIY S S .ot 30
2.5 Protein quantification and statistical analyses ...............cooviiiiiiiinnannn. 31
B RESUILS ... s 32

3.1 De novo peptide sequencing, protein identification and single amino acid

SUDSHEULIONS . ... 32

3.2 Gene Ontology annotation of leaves and traps
010 1L= 110 36
3.2.1. Biological process domain............c.oiiiiiiiii i 37
3.2.2. Cellular component domain ............cooiiiiiiiiii e 39
3.2.3. Molecular function domain............o.oiiiiii e 40
3.3. Protein quantifiCation......... ... 43

A DISCUSSIONS. ...ttt e ettt ettt ettt ettt ettt ettt e e et 47
B5.CONCIUSIONS ... e e e 55
REfEIENCES ... 56
SUPPLEMENTARY FIGURES ... 68

SUPPLEMENTARY TABLES ... e 74



CARACTERIZACAO DO PROTEOMA DE Genlisea violacea A.St.-Hil.
(LENTIBULARIACEAE)

RESUMO - A familia Lentibulariaceae, da ordem Lamiales, & a maior entre as
familias de plantas carnivoras e esta composta pelos géneros Pinguicula, Genlisea e
Utricularia. Filogeneticamente o género Pinguicula € o grupo irméo do clado Genlisea-
Utricularia. Cada género exibe especializa¢cdes morfoldgicas em suas armadilhas que
permitem a captura e digestdo de pequenos organismos. O género Pinguicula
apresenta diferentes caracteristicas pleisomoérficas, sendo o Unico género da familia
com raizes e com folhas pegajosas modificadas em armadilhas, por sua vez, o género
Utricularia apresenta armadilhas em forma de vesiculas, chamadas de utriculos, e 0
género Genlisea apresenta folhas utriculiferas submersas com forma de “Y” invertido
como armadilhas. As proteinas expressas nos tipos foliares de Genlisea, folhas e
armadilhas, sdo pouco conhecidas, e analise diferencial das proteinas expressas nos
dois tipos foliares podem auxiliar no entendimento dos seus processos bioldgicos.
Deste modo, neste trabalho foi realizado o estudo prote6mico dos tipos folhares de
dois morfotipos de Genlisea violacea, de flor roxa e flor branca. Para tal, amostras de
folnas e armadilhnas dos dois morfotipos foram empregadas para extracdo das
proteinas totais, realizado o sequenciamento de novo dos peptideos e criado um
inventario de proteinas presentes nos tipos foliares de cada morfotipo. Além disso,
foram realizadas quantificacdes das proteinas compartilhas por folhas e armadilhas
dos dois morfotipos. Assim, foram identificadas um total de 482 proteinas exclusivas
para folhas fotossintéticas e 14 para as armadilhas e 65 proteinas foram
compartilhadas pelos dois tipos folhares. A analise comparativa mostrou que oito
proteinas foram expressas diferentemente entre os dois tipos de folhas. As analises
funcionias e a quantificacdo indicaram que as proteinas das folhas fotossintéticas
estdo envolvidas principalmente na fotossintese e respostas aos estimulos e as
proteinas das armadilhas estdo relacionadas a respiracao, transporte e digestdo. A
identificacdo em larga escala das proteinas de Genlisea violacea permite esclarecer
algumas diferencas e similitudes funcionais entre folhas fotossintetizantes e as
armadilhas, aumentando nossa compressao da biologia deste género de plantas
carnivoras.

Palavras chave: Plantas carnivoras, armadilhas, protedmica, sequenciamento de
novo, LC-MS/MS.



CHARACTERIZATION OF THE PROTEOM OF Genlisea violacea A.St.-Hil.
(LENTIBULARIACEAE)

ABSTRACT - The family Lentibulariaceae, of the order Lamiales, is the largest among
the families of carnivorous plants and is composed of the genera Pinguicula, Genlisea
and Utricularia. Phylogenetically the genus Pinguicula is the sister group of the
Genlisea-Utricularia clade. Each genus exhibits morphological specializations in its
traps that allow the capture and digestion of small organisms. The genus Pinguicula
present different pleisomorphic characteristics, being the only genus of the family with
roots and sticky leaves modified in traps, in turn, the genus Utricularia presents traps
in the form of vesicles, called utricles, and the genus Genlisea presents submerged
utriculiferous leaves. inverted “Y” shape like traps. The proteins expressed in the leaf
types of Genlisea, leaves and traps, are little known, and differential analysis of the
proteins expressed in the two leaf types can help in the understanding of their biological
processes. Thus, in this work, the proteomic study of the leaf types of two morphotypes
of Genlisea violacea, of purple and white flowers, was carried out. For this, samples of
leaves and traps of the two morphotypes were used to extract the total proteins, after
that a de novo peptide sequencing was carried out and an inventory of proteins present
in the leaf types of each morphotype was generated. In addition, quantifications of the
proteins shared by leaves and traps of the two morphotypes were performed. Thus, a
total of 482 exclusive proteins for photosynthetic leaves and 14 for traps were identified
and 65 proteins were shared by the two leaves types. Comparative analysis showed
that eight proteins were expressed differently between the two types of leaves.
Functional analysis and quantification indicated that photosynthetic leaf proteins are
mainly involved in photosynthesis and responses to stimuli and trap proteins are
related to respiration, transport and digestion. The large-scale identification of Genlisea
violacea proteins allows to clarify some differences and functional similarities between
photosynthetic leaves and traps, increasing our compression of the biology of this
genus of carnivorous plants.

Keywords: Carnivorous plants, traps, proteomics, de novo sequencing,
LC-MS/MS.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

Introducao

As plantas carnivoras apresentam diferentes adaptacdes para atrair, capturar e
digerir presas (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; ELLISON, 2006; ELLISON;
ADAMEC, 2018). Na histéria evolutiva das angiospermas, a sindrome da carnivoria
surgiu em momentos diferentes, agrupando 10 familias de cinco ordens (GIVNISH,
2015; WHEELER; CARSTENS, 2018). Dentro da ordem Lamiales, no clado das
Asterideas, encontra-se a familia Lentibulariaceae Rich. (APG IV, 2016), a maior
familia de plantas carnivoras, agrupando cerca de 350 espécies nos géneros
Pinguicula L, Genlisea A. St.-Hil. e Utricularia L. (FLEISCHMANN, 2012;
FLEISCHMANN; STAATSSAMMLUNG; MENZINGER, 2015). No Brasil, centro de
diversidade da familia (TAYLOR, 1991; MCPHERSON, 2010), até o momento, foram
descritas 86 espécies dos géneros Genlisea e Utricularia, dos quais 30 sao endémicas
(MIRANDA et al., 2015.; FLORA DO BRASIL 2020, em construcéo). Além disso, nesta
familia encontram-se os menores genomas de plantas conhecidos, particularmente
em espécies dos géneros Genlisea e Utricularia, com genomas de aproximadamente
de 60 Mpb (ALBERT et al., 2010). Cada género da familia apresenta especializacdes
morfoloégicas, com adaptacdes a captura e digestdo de artropodes e outros pequenos
organismos (JUNIPER et al., 1989). O género Pinguicula apresenta estados de
caracter pleiosomorficos para as caracteristicas raizes (presenca) e armadilhas
(folhas adesivas), enquanto os géneros Genlisea e Utricularia apresentam estados de
caracter apomorficos para esses carateres, ndo apresentando raizes e com
armadilhas complexas (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; TAYLOR, 1989; MULLER et
al., 2006).

O género Genlisea estd composto por 31 espécies de ervas rosetadas
(FLEISCHMANN, 2012; SILVA et al., 2020a), com folhas aéreas fotossintéticas e
folhas subterraneas nao-fotossintéticas modificadas em armadilhas, com aparéncia
de raiz, chamadas folhas utriculiferas (FLEISCHMANN, 2012). Dentre as presas de



Genlisea encontram-se bactérias, protozoarios, algas e integrantes da microfauna,
como nematoides, rotiferos, anelideos e pequenos artréopodes (BARTHLOTT et al.,
1998; STUDNICKA, 2003; PLACHNO; FABER; JANKUN, 2005; PLACHNO et al.,
2006; CARAVIERI et al.,, 2014; KOLLER-PEROUTKA et al 2014). Dentro das
armadilhas, os tricomas permitem capturar e digerir as presas (PLACHNO;
KOZIERADZKA-KISZKURNO; SWIATEK, 2007). Pouco se sabe sobre a producao de
enzimas hidroliticas e mecanismos de digestdo nos géneros de Lentibulariaceae.
Entretanto, em Genlisea, por meio de testes enzimaticos, ja foi detectada atividade da
fosfatase nas células terminais dos tricomas no interior das armadilhas (PLACHNO et
al., 2006).

A disponibilidade de sequéncias gendmicas tem contribuido para a descoberta
de enzimas e para o melhor entendimento dos mecanismos e evolucdo da carnivoria
em diferentes familias de plantas (RAVEE et al., 2018). Entretanto, poucos estudos
com enfoque protedmico tém sido desenvolvidos em plantas carnivoras (HATANO;
HAMADA, 2008; 2012; SCHULZE et al., 2012; BITEAU et al. 2013; LEE et al., 2016;
ZAKARIA et al., 2019). Entre os estudos protedbmicos, as abordagens mais comuns
usadas para identificar proteinas com dados de espectrometria de massa em tandem
(MS / MS) dependem de banco de dados disponivel para comparacdo com dados
experimentais (MA et al., 2003). Assim, no sequenciamento de peptideos de novo, a
identidade dos peptideos originada pela digestdo de proteinas pode ser inferida
diretamente a partir dos espectros de massa adquiridos, permitindo a identificacdo de

proteinas sem a existéncia de um genoma de referéncia (MA, 2015).

No género Genlisea ha proteoma disponivel apenas para Genlisea aurea
(LEUSHKIN et al.,, 2013), mas nao para a espécie-tipo do subggénero Tayloria,
Genlisea violacea. Essa espécie, endémica do Brasil, encontrada em Sdo Paulo e
Minas Gerais (FLEISHMANN et al, 2011; BFG, 2015; FLORA DO BRASIL 2020, em
construcédo; MIRANDA et al., 2015), e exibe uma alta variagéo na morfologia, incluindo
variagbes no tamanho da planta, dos tricomas e cor e tamanho da corola,
apresentando plantas com flores violetas/lilas, ou brancas (FLEISCHMANN et al.,
2010, 2011; FLEISCHMANN, 2012).



Nesse contexto, o presente trabalho visa caracterizar e comparar 0s
proteomas das folhas fotossintetizantes e utriculiferas (armadilhas) dos morfotipos de
flores roxas e brancas de Genlisea violacea e como objetivos especificos: (i) identificar
as proteinas das folhas fotossintetizantes e armadilhas dos morfotipos de flor roxa e
branca de Genlisea violacea,; (ii) verificar a variacdo da producdo de proteinas
compartilhadas nos diferentes tipos foliares de cada morfotipo, (iii) comparar a
producdo de proteinas relacionadas a carnivoria nos diferentes tecidos da espécie

estudada.
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