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RESUMO

Estresses abiodticos, como o déficit hidrico, prejudicam o desenvolvimento das plantas
causando mudangas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, alterando
a expressdo de genes que ativam respostas bioquimicas e fisioldgicas, como por
exemplo, o acumulo de solutos compativeis. Os osmoprotetores sdo moléculas
altamente soluveis que atuam principalmente no ajuste osmotico celular mantendo a
sua turgidez (volume celular) mesmo com o potencial hidrico baixo. Abordagens
moleculares e computacionais tém possibilitado novas perspectivas sobre a estrutura
e funcao de proteinas e genes ja conhecidos e se mostrado eficientes em estudos
com espécies de genoma conhecido, no entanto, poucos estudos tém sido conduzidos
com espécies nativas. Stylosanthes scabra, leguminosa com alto potencial forrageiro,
€ nativa do semi-arido brasileiro e apresenta tolerancia a seca. O presente projeto
teve como objetivo identificar e caracterizar transcritos candidatos pertencentes a
diferentes classes de osmoprotetores no transcriptoma de S. scabra sob déficit
hidrico. Inicialmente, sequéncias candidatas para genes osmoprotetores foram
obtidas no banco de dados de S. scabra, procedendo-se com a anotagao dos dados,
traducéo e identificacdo dos dominios conservados por meio de ferramentas in silico.
Um total de 74 sequéncias de osmoprotetores com dominios conservados foram
identificadas em S. scabra, sendo 40 de Trealose (TPS e TPP), 17 de Mio inositol
(MIPS e IMP), 10 de Glicina betaina (BADH e CMO) e 7 de Prolina (P5CS e P5CR)
resultados equivalentes ao descrito em outras espécies vegetais. Estes foram
ancorados no genoma de Arachis duranensis (n=10) revelando um total de 19 loci
ancorados similar ao encontrado em soja, outra espécie do género Fabaceae. Arvores
fenéticas de ort6logos de genes de osmoprotetores demonstraram o agrupamento das
sequéncias de S. scabra com outras espécies da familia Fabaceae, comprovando sua
similaridade e apontando uma conservagao destas proteinas. A analise de expressao
génica diferencial in silico foi realizada utilizando dados de RNA-Seq onde dos 74
transcritos 35 mostraram-se diferencialmente expressos, apresentando inducéo e
repressdao em ambos os tempos de 6 h e 24 h de estresse indicando que estes
participam da resposta do vegetal ao déficit hidrico. Esses resultados mostram-se
valiosos para o melhoramento genético da espécie S. scabra e de outras leguminosas
de importancia agricola.

Palavras-chave: Estresse abiotico; RNA-Seq; Fabaceae; Expressao génica.
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ABSTRACT

Abiotic stress conditions like water deficit affect plant growth causing morphological,
physiological, biochemical and molecular changes, changing genes expression that
activate biochemical and physiological responses, such as compatible solutes
accumulation. Osmoprotectants are highly soluble compounds that act primarily on
cellular osmotic adjustment maintaining their turgidity (cell volume) even with low water
potential. Molecular and computational approaches have made possible new
perspectives on the structure and function of proteins and genes already known and
have proven efficient in studies with known genome species, however, few studies
have been conducted with native species. Stylosanthes scabra, a legume with high
forage potencial, it is Brazilian semiarid native specie and has drought tolerance. The
present work aimed to identify and characterize transcripts belonging to different
classes of osmoprotectants in S. scabra transcriptome of under water deficit as well as
validate its expression in RT-gPCR. Initially, candidate sequences for osmoprotectants
genes were obtained from S. scabra database proceeding with data annotation,
translation and identification of conserved domains through in silico methods. A total
of 74 osmoprotectants sequences with conserved domains were identified for S.
scabra: 40 of Trehalose (TPS and TPP), 17 of Myo inositol (MIPS and IMP), 10 of
Glycine betaine (BADH and CMO) and 7 of Proline (P5CS and P5CR) equivalent
results described in other plants. These were anchored in the A. duranensis genome
(n = 10) revealing a total of 19 anchored /oci similar to the results that has been found
in soybean, another Fabaceae specie. Phenetic orthologous trees of osmoprotectants
genes demonstrated the clustering of S. scabra sequences with other Fabaceae
species, proving their similarity and pointing out to these protein conservation. The in
silico differential gene expression analysis was performed using RNA seq data, where
the 35 transcripts were differentially expressed, presenting induction and repression in
both 6 h and 24 h stress periods showing that these genes participate in S. scabra
water deficit response. These results prove to be valuable for genetic breeding of S.

Scabra and other legumes of agricultural importance.

Keywords: Abiotic stress; RNA-Seq; Fabaceae; Gene expression.
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. INTRODUGAO GERAL

Estresses abidticos, como seca, baixas temperaturas, baixa fertilidade do solo
e salinidade figuram entre as principais causas de perdas na qualidade e
produtividade agricola no mundo (Carmo-Silva et al. 2012; Awasthi et al. 2014). Estas
adversidades ambientais causam efeitos nas plantas que levam a mudancas
morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares. As células vegetais percebem
a condicdo estressante através de vias sensoriais que sinalizam mensagens
secundarias, transdugéo de sinais hormonais e reguladores transcricionais (Cvikrova
et al. 2013; Danquah et al. 2014; Gilroy et al. 2014). Muitos desses sinais convergem,
induzindo genes que codificam proteinas e enzimas envolvidas diretamente no
metabolismo, por exemplo sob estresse (Casaretto et al. 2016). O acumulo de solutos
compativeis (osmoprotetores) € uma das estratégias utilizadas pelas plantas para suportar
condi¢des adversas que limitam ou impedem o seu desenvolvimento.

Osmoprotetores sdao moléculas de baixo peso molecular, altamente soluveis e
nao toxicas mesmo em altas concentracdes. Seu acumulo permite que o individuo
sobreviva em situacbes extremas. Sao moléculas eletricamente neutras que nao
inibem a acédo de enzimas e aumentam a capacidade da célula de preservar o balancgo
osmotico em situagdes estressantes, mantendo sua estrutura e fungdo. Destacam-se
também como potentes estabilizadores de proteinas, protegendo a membrana celular
dos efeitos do estresse. Estao distribuidos em varios grupos taxondmicos, desde algas até
plantas superiores, incluindo alcoois de agucar (ex. mio-inositol), agucares complexos (ex.
trealose e frutanos) e metabalitos (ex. glycina-betaina, prolina e ectoina) (Yancey 2005; Geeta
2014).

A prolina é caracterizada como um aminoacido, essencial no metabolismo
primario, atuando na protecéo celular e agindo como um agente osmotico nas plantas
superiores. Duas enzimas participam da biossintese de prolina via glutamato (que é a
maior fonte de prolina encontrada nas plantas), a PC5S (Pyrroline- 5-Carboxylase
Synthetase) e a PC5R (Pyrroline—5—Carboxylase Reductase) (Sengupta et al. 2016). O
acumulo de prolina é diretamente proporcional a atividade da enzima P5CS (Delauney
e Verma 1993; Szekely et al. 2008) codificada por dois genes: P5CS1 e P5CS2. O gene
P5CS1 ¢ induzido por condicdes de estresse abidtico, como a seca, salinidade e baixas
temperaturas (Strizhov et al. 1997; Ginzberg et al. 1998; Abraham et al. 2003). Zhang et al.
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(2013) demonstraram a conexao entre a metilagdo do DNA e o acumulo de prolina durante
estresse osmdético no arroz.

Classificado como um composto aménio-quaternario (QAC), a glicina-betaina
(GB) esta presente na maioria dos organismos. Esta contida nos cloroplastos e
plastidios em condigcdes de estresse hidrico, salino e de baixas temperaturas
(Jagendorf e Takabe 2001). Genes que codificam as enzimas envolvidas na
biossintese da glicina-betaina tém sido identificados, clonados e empregados em
plantas que ndo acumulam GB, como Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Nicotiana
tabacum e Oryza sativa, tendo em vista que sua superexpressao confere resisténcia a
estresses abidticos (McCue e Hanson 1990).

O mio-inositol € um alcool ciclico importante no crescimento e desenvolvimento
dos vegetais. Em condigdes de estresse salino, facilita o sequestro de Na+ protegendo
o aparato fotossintético das plantas (Nelson et al. 1998). Nisa et al. (2016) analisando
o gene GsMIPS2, que codifica a enzima myo-inositol-1-phosphate synthase (MIPS EC
5.5.1.4) participante da biossintese de mio-inositol em Glycine soja (soja selvagem),
concluiram que sua expressao favorece a tolerancia a salinidade.

A trealose é um dissacarideo composto de duas moléculas de glicose, unidas
por uma ligacéo alfa-alfa (Sengupta 2016), sendo descrita inicialmente em plantas
revivescentes ou de ressureicado (resurrection plants) que conseguem sobreviver a
extrema desidratacdo, ‘revivendo’ apds receberem agua, como, por exemplo, em
Myrothamnus lepidophylla e na Selaginella tamariscina (Goddijn e Van Dun 1999).

Essas proteinas importantes em tais vias metabdlicas provém do conjunto de
transcritos produzidos sob essas condi¢des de estresse, definido como transcriptoma
sendo extremamente importante na compreensao de variados processos bioldgicos
(Alba et al 2004; Subramanian et al 2005). Seu estudo é essencial na interpretagao
dos elementos funcionais do genoma, tendo como principais objetivos: (a) catalogar
os transcritos de um tecido/organismo (incluindo mRNA, RNAs n&o codificantes e
pequenos RNAs); (b) definir a estrutura dos genes; (c) quantificar os niveis de
expressao dos genes (Morozova - Marra 2008). Nesse contexto, a tecnologia RNA-
Seq permite sequenciar o transcriptoma total de um individuo com alta qualidade e
profundidade na deteccado dos transcritos (Cardoso 2015). Possui algumas vantagens
em comparagdo com outras: (a) quantifica os niveis de expressdo dos genes com
maior precisao; (b) possibilita o desenvolvimento de SNPs, permitindo estimar a

expressdo de alelos especificos; (c) identifica splicing alternativo ou sequéncias



21

Barros, AAG. Caracterizagao estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma
de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

rearranjadas quando se tem um genoma de referéncia; (d) permite a deteccdo de
transcritos mesmo em niveis baixos; (e) ndo necessita de conhecimento prévio do
genoma do organismo (Marguerat - Bahler 2010).

Para compreender os efeitos causados pela transcrigdo e tradugéo de um gene
€ necessario entender sua expressao local e seus efeitos em nivel dos processos
celulares e impactos nos sistemas regulatorios e no fenotipo da planta de forma geral
€ em uma visdo espaco-temporal. Com isso, a bioinformatica se apresenta como uma
importante ferramenta na analise da expressao diferencial in silico, através da
construcdo de bibliotecas de dados em diferentes tecidos e condi¢des, permitindo a
identificacdo de genes envolvidos nas respostas a fatores bidticos e abioticos (Leal-
Bertinoli et al. 2003).

As espécies do género Stylosanthes Swartz. figuram como importantes
leguminosas forrageiras para utilizagdo em areas tropicais e semiaridas,
especialmente em solos acidos e com baixa fertilidade natural (Guodao et al. 1997).
A familia Leguminosae ou Fabaceae é dividida em trés grandes subfamilias,
Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae (Judd et al. 2002). Tanto o género
Arachis quanto o género Stylosanthes estao incluidos na subfamilia Papilionoideae,
na tribo Dalbergieae, confirmando assim, a proximidade dos géneros (Klitgaard e
Lavin 2005).

A espécie Stylosanthes scabra (Vogel), nativa do semiarido brasileiro,
apresenta tolerancia a seca e a baixa fertilidade do solo, além de ter um grande
potencial forrageiro (Stace e Edye 1984), sendo bem difundidas em pastagens de
regides de clima temperado, a exemplo da Australia, que foi o primeiro pais a
reconhecer o potencial das espécies do género como forrageiras (Edye 1997). Apesar
desse potencial, as espécies do género ainda sdo pouco utilizadas em regides
semiaridas de clima tropical (Karia 2008).

O presente estudo pretende avaliar o perfil de expressao de genes candidatos
a producao de osmoprotetores nas condi¢des déficit hidrico em S. scabra, inferindo
sobre seu papel e estrutura, comparando-os com a espécie relacionada Arachis

duranensis (Krapov. & W. C. Greg.).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresses abidticos

Fatores externos que resultam em algum tipo de influéncia negativa sobre a
planta, podem ser caracterizados como estresses e comumente induzem respostas
que podem ser reversiveis ou ndo em todos os niveis do vegetal (Salamoni 2008).
Segundo Linchtenthaler (1996) o estresse, a depender da situagao imposta, é definido
como um agente favoravel ou desfavoravel, sendo caracterizado como: eu-estresse,
sendo um fator ativador, estimulante e positivo para o desenvolvimento; e dis-
estresse, que seria um caso severo de dano permanente, que ira afetar negativamente
0 vegetal.

Estresses abidticos, como seca, altas e baixas temperaturas, baixa fertilidade
do solo e salinidade figuram entre as principais causas de quedas na qualidade e na
produtividade agricola no mundo (Benko-Iseppon et al. 2011, Carmo-Silva et al. 2012,
Awasthi et al. 2014). Tais condi¢gdes afetam o desenvolvimento vegetal, impedindo
que o mesmo utilize todo o seu potencial genético e resulte, em caso extremo, na
morte da planta (Mahajan e Tuteja 2005). Quando a demanda de energia pelo vegetal
€ maior que a sua produgao ocorre inicialmente uma desestabilizacdo de suas
funcbes, que podem ou nao ser restauradas através da ativagcao de processos
fisiolégicos de adaptagao (Larcher 2000).

As plantas desenvolveram mecanismos essenciais ao longo de seu processo
evolutivo, de maneira a se adaptar a estresses ambientais (Wang et al. 2001, Borghetti
et al. 2005). Sendo organismos sésseis, ou seja, que geralmente nédo se deslocam de
seu local de fixagdo, os vegetais sdo expostos constantemente a condi¢des
ambientais adversas, devendo promover processos para “tolerar” tais estresses (Taiz
e Zeiger 2004, Shao et al. 2007). A tolerancia esta ligada a capacidade da planta em
conseguir manter seu metabolismo em niveis consideraveis, nao prejudicando o seu
desenvolvimento, mesmo sob condigdes desfavoraveis, onde tal quadro pode ser
irreversivel, dependendo do estagio de desenvolvimento do vegetal, gendtipo
(Willadino e Camara 2010), do tempo de exposi¢cao a tal condicdo estressante e
também da sua severidade (Chaves et al. 2003, Ghelfi et al. 2011).

Tais estresses desencadeiam respostas bioquimicas e fisioldgicas nas plantas,

de modo a proporcionar uma tolerdncia, aumentando as chances de sua
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sobrevivéncia (Benko-Iseppon et al. 2012). As perdas causadas por tais estresses
ocasionam quedas na producdao das colheitas em niveis preocupantes, podendo
chegar a mais de 50 %, desta forma compreendendo um enorme desafio a ser
enfrentado, principalmente devido a crescente populagdo mundial e as mudancas
climaticas (Bray et al. 2000, Mahajan e Tuteja 2005). Com o aumento dos niveis de
dioxido de carbono na atmosfera e a consequente elevagado na temperatura média do
ar, havera uma maior demanda atmosférica pela agua, além da ocorréncia, em varias
regides, de uma frequéncia de chuvas cada vez mais espagada levando a ocorréncia

de periodos prolongados de seca (Dore 2005).

2.2 Seca e déficit hidrico: efeitos sobre as plantas

Sendo definida como um estado onde a demanda por energia da planta supera
a sua produgao para manter a sua sobrevivéncia, a seca € classificada como um
estresse ambiental que leva inicialmente a um imediato desequilibrio das fungdes do
vegetal, posteriormente normalizado, levando a um decréscimo em seu crescimento,
seguido pela indugao de processos fisioldgicos visando a adaptagédo da planta a tal
condigao (Larcher 2006). Por sua vez, o déficit hidrico pode ser caracterizado como
um decréscimo da disponibilidade de agua para o vegetal, em relagdo ao que é
necessario a sua sobrevivéncia. A medida que o solo seca, a retencdo aumenta e a
disponibilidade de agua cai, tornando-se mais dificil para a planta absorvé-la
(Bergamaschi 1992). Para Fan et al. (2006) o déficit hidrico é determinado quando a
planta ndo consegue absorver agua suficiente pelo sistema radicular de modo a suprir
as demandas do vegetal. Tais demandas, principalmente a fotossintese e a
transpiracéo, sao essenciais para o desenvolvimento vegetal (Davies e Zhang 1991).

Além de afetar a fotossintese e a transpiragéo, a baixa disponibilidade de agua
influencia outros processos metabdlicos da planta tais como: fechamento estomatico
e redugao da condutancia estomatica além de afetar o crescimento do vegetal (Silva
et al. 2002, Gomes et al. 2004, Portes et al. 2006). Segundo Lima et al. (2003), a
capacidade dos estdmatos em controlar a perda de agua influencia diretamente no
crescimento e desenvolvimento de plantas que passaram por periodos de déficit
hidrico. Sendo um dos primeiros mecanismos de resposta vegetal para evitar a perda
de agua, o fechamento dos estdmatos promove uma redugéo na taxa fotossintética

em situagdes de déficit hidrico no solo ou na atmosfera. Em condigdes moderadas de
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estresse hidrico, os estdbmatos se fecham, a fim de reduzir a perda de agua atraves
da transpiracdo e consequentemente eleva a temperatura das folhas, por fim,
causando uma perda na eficiéncia de transformacéao de energia luminosa para energia
quimica (Chaves et al. 2002, 2003).

A absorgéo de agua pelas plantas ocorre quando o potencial hidrico das raizes
€ mais negativo que o potencial hidrico do solo (Larcher 1995). Por sua vez, o déficit
hidrico moderado afeta o desenvolvimento do sistema radicular. A razdo da biomassa
de raiz/parte aérea é controlada por um balango funcional entre a absor¢géo de agua
pelas raizes e a fotossintese, sendo tal balango afetado negativamente em condigdes
de baixa disponibilidade hidrica. Inicialmente, a expansao foliar € afetada e (a medida
que o déficit hidrico avanga) ha um crescimento de raizes mais profundas, buscando
zonas ainda umidas do solo, visto que as primeiras camadas do solo secam
rapidamente (Hoogenbomm et al. 1987). Estudos comprovam que o déficit hidrico do
solo aumenta a concentracdo de acido abscisico (ABA) na raiz, provocando o
fechamento dos estdmatos e a redugao da expanséo foliar (Taiz e Zeiger 2010).

O déficit hidrico, além de afetar o crescimento da planta, afeta principalmente
a produtividade do vegetal e pode ocorrer em qualquer regido, até mesmo em regides
umidas (Cushman e Bohnert 2000). Estas adversidades causam efeitos nas plantas
que resultam em mudangas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares. As
células vegetais percebem a condicdo estressante através de vias sensoriais que
sinalizam mensagens secundarias, hormonios, transdutores de sinais e reguladores
transcricionais (Cvikrova et al. 2013, Danquah et al. 2014, Gilroy et al. 2014), sendo
de suma importancia o entendimento de como essas respostas adaptativas ocorrem
e sao ativadas. O reconhecimento de tais processos € fundamental, principalmente
para o desenvolvimento de novas cultivares comerciais tolerantes a seca (Assad
2002). A compreensao de como o déficit hidrico prejudica o desenvolvimento das
culturas é de grande importéncia para o desenvolvimento de cultivares tolerantes a
seca, seja através da transformagdo genética ou pelo melhoramento genético

convencional (Fageria 1989).

2.3 Mecanismos de resisténcia ao déficit hidrico

2.3.1 Percepcao do estresse
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De maneira geral, os estresses abi6ticos se iniciam com a percepg¢ao do
estresse pelo vegetal, que ira desencadear uma série de eventos moleculares que
culminardo na transducao de sinais e posteriores respostas intermediadas por
fitormdnios, fatores de transcricdo (FTs), mensageiros secundarios, ativando genes
e/ou proteinas sinalizadoras (Pandey 2008). Estudos demonstraram que respostas a
estresses do tipo hidrico ou salino geram mecanismos de percepg¢ao que englobam
varios genes, os quais estdo divididos em duas categorias: (a) os que possuem
relacdo na sinalizacdo e regulagao transcricional, como HSF, CBF/DREB, bHLH,
bZIP, ERF (Figura 1 A) e (b) os que atuam na defesa ou preservagcdo das membranas
celulares e de proteinas — como como proteinas de choque térmico e chaperonas;
proteinas LEA, osmoprotetores; removedores de radicais livres; aquaporinas;
trocadores e transportadores de ions (Figura 1B), que atuam no transporte de agua e
ions (Seki et al. 2002, Benko-Iseppon et al. 2011). Uma vez ativados, os genes de
resposta ao estresse detoxificam a ROS, ativando enzimas de detoxificacdo e
limpadores de radicais livres, reativando enzimas essenciais e proteinas estruturais
que, por fim, reestabelecem a homeostase celular resultando no desenvolvimento da

tolerancia ao estresse imposto (Figura 2) (Hasanuzzaman et al. 2013).

(A) PROTEINAS REGULADORAS

Quinases e Fosfatases
Metabolismo de Fosfolipideos

Fatores de Transcricdo e
atores de Transcri¢a Biossintese de ABA

MYB, DREB2, - A

AREB, MYC, Seca/Salinidade (Acido Abcisico)
NAC, bZIP, etc. ‘

Ativacao ~ | Ativagdo |

Proteinas protetoras Enzimas
de macromoléculas desintoxicantes e
(LEA e chaperonas)

antioxidantes

Canais de
agua e
transportadores

Enzimas da sintese de
osmolitos
(prolina, agucares, etc.)

Proteases

(B) PROTEINAS FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS

Figura 1. Resposta do vegetal a estresses abidticos com énfase no déficit hidrico e
salinidade, onde o vegetal ao perceber a situagédo estressante, envia sinais que sao
traduzidos por meio de fitorménios, tradutores de sinais e reguladores de transcrigao,



26

Barros, AAG. Caracterizagao estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma
de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

provocando a indugao de genes que codificam para proteinas funcionais e estruturais
que estao diretamente envolvidas na tolerancia ao estresse (Fonte: Benko-Iseppon et
al. 2011).

Alta temperatura

!E‘_:;. v

3 Estresse oxidativo

=

v | & o Di pe 2 s

2 |G 8 isrupciio das propriedades das

o =1

E(S8 membranas,

w | g U n f

o S § proteinas/enzimas e homeostase celular
o 3

& |82 |

‘S| B 2l Fatores transcricionais
e |1A . - b "

g - =+ Ativa¢io dos genes de resposta a estresses

Ativacio de enzimas antioxidantes, limpadores de radicais livres,
moléculas de sinaliza¢fio, osmoprotetores

v
Detoxificacdo ROS, reativacio de enzimas e proteinas,
reestabelecimento da homeostase celular

v
Desenvolvimento
da toleriancia ao estresse

Figura 2. Esquema da transdugéo de sinais induzidas pelo calor e desenvolvimento
da tolerancia ao estresse nas plantas. Adaptado de Hasanuzzaman et al. (2013).

A analise de genes que sao induzidos sob condigdes de estresse figura entre
as mais efetivas abordagens tanto para o entendimento dos mecanismos moleculares
frente a tolerancia a tais estresses, como também a resposta do vegetal aos mesmos
para identificar/introduzir genes de tolerancia em cultivares suscetiveis por inferéncias
biotecnoldgicas. Ha varios exemplos de genes envolvidos na resposta a estresses
abidticos com enorme potencial biotecnoldgico (Seki 2003, Avni Oktem et al. 2008). A
expressao desses genes tem sido identificada, promovendo a adaptagao da planta e
sua sobrevivéncia sob condigcdes de estresse (Tuteja 2009). Plantas estressadas
percebem os sinais externos e internos através de diferentes vias interligadas entre
si, que sdo usadas na regulagédo das respostas e consequente no desenvolvimento

da tolerancia (Kaur e Gupta 2005).

2.3.2 Mecanismos moleculares
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Os estimulos externos ocasionados pela seca sao percebidos e capturados por
sensores nas membranas celulares, onde esses sinais sdo transmitidos por diversas
rotas que resultam na expressao de genes responsaveis pela adaptagéo ao estresse
hidrico. Uma variedade de mensageiros secundarios como Ca?*, ROS, ABA,
fosfoglicerais, diacilglicerol e fatores de transcricao executam um importante papel em
varias rotas de transmiss&o de sinais (Kaur e Asthir 2017).

A ocorréncia de ROS nas células das plantas contém o anion superéxido (02),
o radical hidroxila (*OH) e o peréxido de hidrogénio (H202), que sédo produzidos em
inumeros compartimentos celulares, tais como cloroplastos, mitocondrias,
peroxissomos, reticulo endoplasmatico, parede celular e apoplasto (Gill e Tuteja 2010,
Sharma et al. 2012). Seu nivel é regulado através de vias que metabolizam genes
denominados recicladores (Bhattacharjee 2012). Uma infinidade de fatores do
ambiente pode prejudicar o balango entre a produgcdo e a eliminagdo de ROS,
ocasionando quase sempre em dano oxidativo devido ao aumento dos agentes
oxidantes dentro das células. Os vegetais entdo fabricam uma série de compostos
antioxidantes de modo a impedir tais danos, como por exemplo, a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), o ascorbato peroxidase (APX), a
monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e a glutationa redutase (GR) (Miller et al.
2010, Shama et al. 2010, Krishnamurthy e Rathinasabapathi 2013). A sinalizagao de
ROS em resposta a estresses, especialmente o abibtico, interage com fitormdnios
reguladores de resposta ao estresse, com destaque para o acido abscisico (ABA). A
biossintese do acido abscisico (ABA) ocorre logo apds a percepgéo do estresse pelo
vegetal, sendo incitada nas raizes, mas podendo também ser produzida nos mesdofilos
das folhas. No entanto, € no tecido radicular que o ABA é encontrado em grandes
quantidades, sendo transportado via xilema, para a parte aérea da planta
(Milosavljevi¢ et al. 2012). Este fitormbnio esta ligado a respostas fisiologicas
importantes, tais como o fechamento dos estdmatos, ativagdo de genes e o acumulo
de metabdlitos, ions e solutos compativeis que irdo conferir a planta uma protegcao
frente ao déficit hidrico (Fujita et al. 2011).

De acordo com Kim (2014), os genes de resposta a seca podem ser divididos
em dois grupos: ABA-dependente e ABA-independente (Figura 3). Os genes induzidos
via ABA-dependente durante o estresse hidrico sdo controlados por cinco classes
diferentes de fatores de transcrigdo. O elemento responsivo ao ABA (ABRE) com o

consenso ACGTGG/TC é ligado ao dominio basico tipo ziper leucina (bZIP). Trés
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fatores de transcricdo bZIP em A. thaliana (AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 e ABF3) sé&o
expressos em resposta a deficiéncia de agua e a ativagao destes requer o acumulo
de ABA e a inducdo de uma proteina quinase ABA-responsiva que ira ativar os fatores
de transcricao através da fosforilacdo. Outros fatores de transcricdo também estao
envolvidos na expressao de genes via ABA durante o déficit hidrico celular. Trés genes
que codificam uma classe de FT exclusiva de plantas, dominio proteico NAC
(ANACO019, ANACO055 e ANACO072), sendo seus membros induzidos pelo déficit
hidrico e tratamento com ABA. O gene RD22 de Arabidopsis, induzido pelo déficit
hidrico, foi descoberto sendo regulado pelo ABA. A regido promotora de RD22 contém
também MYC (CANNTG) e MYB (C/TAACNA/G) que sdo FTs acumulados ap6s um
aumento na concentracdo de ABA. A superexpressao desses FTs resulta em uma
melhora na sensibilidade ao ABA e na tolerancia a seca (Abe et al. 2003)

Em relagao a via ABA-independente, a familia génica DREB figura como um
importante FT que induz uma série de genes relativos a estresses abiodticos,
conferindo assim, resisténcia as plantas. Estes séo divididos em dois grupos: DREB1,
que esta envolvido na via de transducao de sinais relativos a baixas temperaturas e
DREB2, relacionado a via de transducgao de sinais pela desidratagdo (Agarwal et al.
2006). Outra via independente de ABA foi identificada apds a observagéo do gene de
resposta primaria a desidratagdo (ERD1), sendo verificado que seus transcritos
acumulavam antes de qualquer aumento de ABA em resposta a desidratacao e alta
salinidade (Nakashima et al. 1997). Analises dos promotores de ERD1 revelaram que
fatores de transcrigao pertencentes a familia NAC e dedo de zinco homeodominio (ZF-
HD) s&o essenciais na ativagdo do gene ERD1. O aumento da toleréncia a seca pode
estar relacionado com a reducéo da taxa de transpiragado (aumento do fechamento

estomatico) e ao aumento da sensibilidade ao ABA (Tran et al. 2007).
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Estresse hidrico

Percepgdo de sinal

ABA-dependente ABA-independente
MYB/MYC bZIP DREB 2A, 2B
MYRCs/MYCBs ABRE DRE/CRT
RD22 RD29B RD29A
Antioxidantes Desidrina
Osmoprotetores Protemia L EA
Limpadores ROS Estabilidade da membrana e
Ajuste osmotico dobramento de proteinas

Figura 3. Rota de sinalizacdo de ABA-dependente e ABA-independente durante
estresse hidrico. bZIP - proteinas de dedo de zinco, ABRE - Elementos responsivos a
ABA, DREB - Elemento responsivo a desidratacdo, DRE / CRT - Repeticdo C (CRT) /
responsivo a desidratagcdo fator de ligagdo a elementos (GRE), LEA - proteinas
abundantes na embriogénese tardia, MYB - oncogene mieloblastose, MYCR / MYCBs
- sequéncia de reconhecimento MYC / MYB, ROS - espécies reativas de oxigénio, RD
- responsivo a desidratagao. Adaptado de Kaur e Asthir (2017).

2.3.3 Ajuste osmatico

O ajustamento osmético pode ser definido como o processo de acumulo de
solutos nas células nas situagcdes em que seu potencial hidrico esta reduzido,
ajudando na manutengao do turgor celular (Chaves e Oliveira 2004). Desta forma,
contribui ativamente na sustentacdo de processos fisiologicos, tais como abertura
estomatica, fotossintese e crescimento do vegetal (Condon 1982, Blum et al. 1983,
Morgan 1984, Ludlow e Muchow 1990, Blum 1996; Kamoshita et al. 2001). O aumento
na concentracao de solutos também é uma consequéncia da redugao na quantidade
de agua durante o déficit hidrico (Sauter et al. 2001) e o acumulo de compostos
osmoticos como aminoacidos (como a prolina), glicina-betaina e agucares (como a
trealose) auxilia na protecéo da planta contra efeitos deletérios deste estresse, ndo

apenas pelo ajustamento osmoético mas também pela detoxificagdo de ROS, protegéo
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da integridade das membranas e a estabilizagdo de enzimas ou proteinas (Ashraf e
Foolad 2007). O impedimento da produgdo de ROS, realizado pela mitocéndria
durante o estresse hidrico, compreende uma estratégia importante que permite que a
planta lide com a escassez de agua sem sofrer muitos danos (Xu et al. 2011).
Plantas transgénicas superexpressando a enzima PS5CS (pirroline-5-
carboxilase sintetase) demonstraram o acumulo de prolina durante estresse hidrico,
configurando assim, uma resisténcia ao estresse osmaético (Khan et al. 2015). Glicina-
betaina, um amoénio-quaternario, também desenvolve um importante papel no
estresse abiotico em plantas, como soluto compativel, interagindo diretamente com
macromoléculas ou formando paredes de hidratacdo em torno de complexos
macromoleculares para prevenir a sua desnaturagao (Giri 2011). Estudos recentes
mostram que a trealose, desenvolve um papel significativo no crescimento de plantas
sobre estresse hidrico (Nuccio et al. 2015), observando-se que a superexpressao de
diferentes isoformas da enzima trealose-6-fosfate sintase conferiu resisténcia a seca

em arroz (Li et al. 2011).

2.4 Osmoprotetores

2.4 .1 Diversidade, classificacdo e atividade

O conceito de solutos compativeis foi introduzido inicialmente por Brown
(1976). Sao caracterizados como compostos soluveis de baixo peso molecular,
comumente neutros e atoxicos, que nao interferem no funcionamento celular mesmo
em grandes concentragdes. Seu acumulo favorece a adaptacdo dos organismos a
situagdes ambientais adversas (Sengupta et al. 2016). Tais osmalitos estao presentes
em quase todos os organismos, desde bactérias até plantas, que sintetizam esses
compostos em resposta ao estresse osmaético (Yancey 2001).

O acumulo desses compostos soluveis provoca um decréscimo no potencial
osmotico celular, promovendo a manutencé&o do turgor da célula e a absorgédo de
agua, contribuindo para que os processos fisiologicos essenciais do vegetal sejam
mantidos, como a fotossintese, abertura estomatica e crescimento (Blum, Mayer e
Gozlan 1983, Morgan 1984, Ludlow e Muchow 1990, Blum 1996). Os osmoprotetores
atuam estabilizando as macromoléculas da célula e consequentemente diminuindo

perdas de atividades enzimaticas, bem como da integridade da membrana celular.
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Além disso, possibilitam que as células recobrem seu volume e concentracdes
internas de sal (Génard et al. 1991). Esses compostos estdo divididos quimicamente
em quatro grupos: (a) metilaminas, (b) polidis, (c) agucares (como a glicina-betaina e
a trealose) e (d) aminoacidos e derivados (como a prolina). A glicina-betaina, a
trealose e a prolina sdo os principais osmoprotetores que os vegetais superiores
acumulam durante situa¢des de estresse hidrico ou salino, ajudando na sobrevivéncia
da planta em determinada condigdo adversa (Rhodes e Hanson 1993, Brigotti et al.
2003). Diversos estudos vém sendo desenvolvidos a partir da utilizagdo desses
solutos compativeis, visando aumentar a produtividade de culturas em situagdes de
déficit hidrico e sua posterior aplicagdo em programas de melhoramento vegetal (Blum
et al. 1983, Ludlow e Muchow 1990, Tangprensrl et al. 1991, Belhassem et al. 1995,
Zhang, Nguyen e Blum 1999, Claussen 2005).

A abundancia de osmdlitos proporciona um aumento na osmolaridade celular e
do fluxo de agua, proporcionando o turgor necessario para que a célula possa se
expandir. Outra caracteristica importante desses solutos compativeis € a habilidade
de promover estabilidade estrutural a proteinas, prevenindo seu enovelamento
(folding) incorreto durante periodos de estresse (Lamitina et al. 2006). Alteragbes
metabdlicas que resultam de longa exposicéo a estresses abidticos variam de espécie
para espécie. Alguns vegetais acumulam aminoacidos, aminas, agucares e alcoois de
agucar em altos niveis quando expostos a seca, salinidade ou baixas temperaturas
por varios dias (Sengupta et al. 2016).

A prolina compreende um conhecido soluto compativel, sendo acumulada
quando as plantas sdo submetidas a situagcbes de seca, salinidade ou baixas
temperaturas. A alta concentracdo dessa substancia desempenha um papel crucial
na protecao da atividade fotossintética durante o estresse, suprimindo a atividade
oxigenase (Sengupta et al. 2016). Outro composto que também tem sido amplamente
estudado no que diz respeito a estresses abidticos € a glicina-betaina, a qual possui
um papel de proteg¢ao contra a seca, salinidade e baixas temperaturas. Plantas que
conseguem acumular naturalmente glicina-betaina demonstraram um aumento na
tolerancia a estresses, entretanto, nem todas as plantas conseguem acumular esse
composto, incluindo algumas com grande importdncia econdmica como O arroz,
tomate, batata e Arabidopsis, as quais nao conseguem acumular glicina-betaina em
situagdes normais e de estresse (Yang e Lu 2005), sendo essas espécies um potencial

alvo na introducdo de genes que sintetizam esse composto.
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Durante o estresse hidrico, o agucar pode ser substituido por agua e, dessa
forma, a superficie da membrana é hidratada e protegida de fus&o, além de formar
uma barreira entre a membrana e a molécula de fosfolipidio (Sengupta et al. 2016). O
acumulo de trealose, um dissacarideo composto por duas moléculas de glicose, foi
inicialmente observado em plantas revivescentes ou de ressurreicdo. Em Arabidopsis,
a quantidade de trealose duplica quando a planta é exposta por quatro horas a altas
temperaturas e seu conteudo aumenta em quase oito vezes quando a planta é exposta
a baixas temperaturas por quatro dias (Kaplan et al. 2004).

O aspecto em comum a esses solutos compativeis citados é o acumulo dos
mesmos em altas concentragbes sem prejudicar o metabolismo (Bohnert e Jensen
1996). O acumulo desses compostos esta associado a altos niveis de tolerancia a
estresses em varias espécies plantas, ndo sendo seus beneficios limitados a uma
determinada espécie (Rontein et al. 2002) A superexpressao de genes que sintetizam
esses compostos em plantas transgénicas produz com sucesso variedades
resistentes a diversos estresses abiodticos. Por exemplo, plantas de tabaco (N.
tabacum) foram transformadas com o gene BADH (que sintetiza glicina-betaina) de
Spinacia oleracea (Yang et al. 2008, Hasthanasombut et al. 2010), enquanto o arroz
(O. sativa) foi transformado com o gene P5CS (que sintetiza prolina) de Vigna
aconitifolia (Kishor et al. 1995) e com o gene TPS (que sintetiza trealose) de

Saccharomyces cerevisae (Holmstrom et al. 1996, Karim et al. 2007).

2.4.1.1 Prolina

A prolina é caracterizada como um dos aminoacidos presentes nas proteinas
de todos os organismos vivos. Sua sintese ocorre em todo o reino vegetal em
consequéncia do estresse osmoético, sendo essencial no metabolismo primario,
protegendo a célula de danos e agindo como agente osmaético (McCue e Hanson
1990, Delauney et al. 1993). Em plantas, a principal fonte de biossintese de prolina é
a via do glutamato (Glu), principalmente quando se trata de estresse osmdtico
(Delauney e Verma 1993). Duas enzimas catalisam esta via, a A1-pirrolina-5-
carboxilato-sintase (P5CS) na primeira etapa e a A1-pirrolina-5-carboxilato-redutase
(P5CR) na etapa final (Figura 4). Em geral, existem dois genes que codificam a
pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) e um gene que codifica para pyrroline-5-
carboxylate redutase (P5CR), em plantas. As enzimas envolvidas na biossintese da
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prolina via glutamato estéo localizadas no citoplasma e nos cloroplastos (Sengupta et
al. 2016).

—* L-Glutamato

ADP
? [ Glutamil kinase
ATP

L-Glutamil-5-Fosfato

ﬂ@ NADPH

NADP+

L-Glutamato-5-Semialdeido

|P5CDH |

1-Pirroline-5-Carboxilato

[l

— Prolina

NADPH
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Figura 4. Via metabdlica de Prolina em vegetais durante estresse abidtico. [Pyrroline-
5 carboxylate synthetase (P5CS), pyrroline-5-carboxylate redutase (P5CR), ornithine-
delta-aminotransferase (OAT), proline dehydrogenase (PDH), pyrolline-5-carboxylate
dehydrogenase (P5CDH)]. Adaptado de Sengupta et al. (2016).

O acumulo de prolina esta ligado diretamente a atividade da enzima P5CS, a
qual é codificada por dois genes denominados P5CS1 e P5CS2 que sao expressos,
em sua maioria, em células em divisdo nas raizes, respectivamente, em resposta a
estresses abidticos (Strizhov et al. 1997, Szekely et al. 2008) Ja foi demonstrado que
a expressao do gene P5CS1 em tecidos vegetais foi induzida em condi¢cbes de
estresse abidtico, como seca, salinidade e baixas temperaturas (Strizhov et al. 1997,
Ginzberg et al. 1998, Abraham et al. 2003). Por sua vez, transcritos de P5CR
aumentam consideravelmente a sua expressao em resposta ao estresse osmoético,
indicando que o gene P5CR é regulado sob tal condi¢gado (Delauney e Verma 1990,
Williamson e Slocum 1992, Verbruggen et al. 1993). Adicionalmente, Zhang et al.
(2013) demonstraram a conexao entre a metilagdo do DNA e o acumulo de prolina
durante estresse osmotico no arroz. Signorelli e Monza (2017) identificaram dois

genes diferentes envolvidos na sintese de prolina em Lotus japonicus, LiP5CS1 e




34

Barros, AAG. Caracterizagao estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma
de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

LjP5CS2 e analisaram a expressao dos mesmos em uma condigdo de estresse
osmotico, incubando por 24 h as folhas em uma solu¢cdo de 30% de polyethylene
glycol 8000, que simula um potencial hidrico de -1.5 Mpa e constataram que apenas
a expressao do gene LjP5CS1 foi induzida durante a condigédo, concluindo que o
mesmo era responsavel pelo acumulo de prolina na espécie especialmente durante o
déficit hidrico.

A prolina também possui outras fungdes importantes além do ajuste osmoético,
tais como protecdo e manutencdo da membrana celular (Mansour 1998), reducéo de
energia (Verbruggen et al. 1996), eliminac&o de radicais hidroxil (Hong et al. 2000)
além de servir também como fonte de carbono e nitrogénio (Ahmad e Hellebust 1988,
Peng et al. 1996).

2.4 1.2 Glicina-betaina

Classificado como um composto aménio-quaternario (QAC), a glicina-betaina,
esta presente na maioria dos organismos. Esta contida nos cloroplastos e plastidios,
sob condi¢des de estresse hidrico, salino e baixas temperaturas (Jagendorf e Takabe
2001). Em vegetais, esta presente em algas e em diversas familias, incluindo

Majeeopodiaceae, Amaranthaceae, Compositae e Malvaceae (Blunden e Gordon

1986, Rhodes e Hanson 1993, Gage e Rathinasabapathi 1999).

A glicina-betaina é sintetizada por duas vias distintas: colina ou glicina (figura)
e ambas as enzimas envolvidas na sua biossintese sdo estresse-induzidas,
aumentando o nivel de betaina (McCue e Hanson 1992, Rathinasabapathi et al. 1997).
Na maioria das plantas superiores, animais e também microrganismos que sintetizam
GB, a oxidag&o da colina em betaina aldeido é catalisada pela enzima colina mono-
oxigenase, codificada pelo gene CMO. Por sua vez, a oxidagao da betaina aldeido em
GB é catalisada pela enzima betaina aldeido desidrogenase codificada pelo gene
BADH (Rathinasabapathi et al. 1997) (Figura 5).
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Figura 5. Via metabdlica de Glicina-betaina. [Ferredoxin-dependant choline
monooxygenase (CMO), NAD+-dependant betaine aldehyde dehydrogenase (BADH),
glycine sarcosine methyltransferase (GSMT) and sarcosine dimethylglycine
methyltransferase (SDMT)]. Adaptado de Sengupta et al. 2016.

Estudos demonstraram que a glicina-betaina é bastante eficaz como um soluto
compativel, atuando na estabilizacdo de enzimas e proteinas complexas além de
contribuir para a manutencdo do potencial osmdético no citoplasma, mantendo a
integridade das membranas quando a célula esta exposta a altas concentragdes de
sais ou temperaturas extremas (Papageorgiou e Murata 1995).

Plantas como espinafre e milho acumulam glicina betaina em suas folhas
quando expostas a estresses como seca, salinidade e temperaturas baixas, de modo
a sobreviver sob condigbes adversas (Storey et al. 1977, Nyyssola et al. 2000). Genes
que codificam as enzimas envolvidas na biossintese da glicina-betaina tém sido
identificados, clonados e empregados em plantas que ndo acumulam GB, como a A.
thaliana, B. napus, Nicotiana tabacum e O. sativa, pois a superexpressao de tais

genes confere resisténcia a estresses abioticos (McCue e Hanson 1990).

2.4.1.3 Mio-inositol

Sendo de suma importancia para o crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, 0 mio-inositol & classificado como um alcool ciclico que participa de varios
processos metabdlicos, como a sintese de acido fitico, no estoque e transporte de
auxinas nas células e na produgdo de moléculas que estdo ligadas a resposta a

estresses (Loewus e Loewus 1983).
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Distribuido em abundancia em todo sistema biologico, o mio-inositol &
sintetizado por um caminho de dois passos, denominado de "caminho Loewus". O
primeiro passo € a conversao de Dglucose 6-P para D-mio-inositol(1)-Monofosfato,
1D-MI-1-P, que é catalisado por um Lmyo- inositol 1-fosfato sintase (MIPS) (Majumder
et al. 1997), seguido por sua desfosforilagado para libertar o mio-inositol pelo L-Myo-
inositol 1-fosfato dependente de Mg++ fosfatase (IMP) (Parthasarathy et al. 1994). Por
causa do potencial do mio-inositol, ja foram geradas algumas plantas transgénicas
que expressam esta substancia, de preferéncia usando a enzima MIPS ou inositol
derivado de outras enzimas (Silva et al. 2011). Zhai et al. (2015). Analisando a
expressao do gene IbMIPS1 em plantas transgénicas de batata doce (/pomoea
batatas) verificou que a superexpressdao do mesmo aumentou significativamente a
resisténcia ao nematoide (Ditylenchus destructor) assim como a tolerancia a seca e
salinidade em condi¢cbes de campo. A analise morfolégica e fisioldgica de plantas
transgénicas de A. thaliana superexpressando o gene TaMIPS2 que sintetiza mio-
inositol em trigo reduziu a sensibilidade da planta ao calor (Khurana et al. 2017).

Além de osmoprotetor, o mio-inositol também possui importante papel na
germinagao de sementes, transporte de agucar, nutricdo mineral, metabolismo de
carboidratos, estrutura de membranas, formacéo de parede celular e homeostase de
hormonios (Styer 2000). Ma et al. (2019) demonstraram que a expressédo do gene
GhMIPS1D, que sintetiza mio inositol em algoddao em plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana além de melhorar fenotipicamente as plantas promoveu
significativamente um alongamento das ceélulas das raizes, levando aos autores a
conclusdo que este gene € um regulador positivo envolvido no alongamento de células

vegetais.

2.4.1.4 Trealose

A trealose é classificada como um dissacarideo composto de duas moléculas
de glicose ligadas por uma ligag&o do tipo alpha-alpha. Foi inicialmente descoberta no
centeio em 1832, sendo posteriormente detectada em varios organismos, tais como
bactérias, fungos, invertebrados e plantas (Elbein 1974). A principio, pensava-se que
a trealose era restrita a plantas revivescentes ou de ressureigao (resurrection plants)
que conseguem sobreviver a desidratagao extrema, ‘revivendo’ apds receberem agua,

como por exemplo, a angiosperma Myrothamnus lepidophylla e a pteridofita
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Selaginella tamariscina (Goddijn e Van Dun 1999). Entretanto, experimentos
posteriores provaram a existéncia da substadncia em outras plantas, como tabaco,
arroz e Arabidopsis (Sengupta et al. 2016).

Em plantas, a biossintese desse agucar ocorre normalmente pela formacgao de
trealose-6-fosfato (T6P) do UDP-glicose e glicose-6-fosfato, uma reagdo catalisada
pela trehalose 6-fosfato sintase (TPS). Posteriormente, a T6P & desfosforilada pela
fosfatase da trealose-6-fosfato (TPP), resultando na formagdo de trealose livre
(Wingler 2002) (Figura 6). A trealose sintetizada pode ser hidrolisada em dois
mondmeros pela enzima trehalase (TRE). A maioria dos genomas de plantas contém
familias génicas de trealose (Lunn, 2007, Avonce et al. 2010). O genoma de A.
thaliana, por exemplo, contém 11 genes TPS e 10 genes TPP (Lunn 2007, Avonce et
al. 2010).

UDP- Glucose
. ._i.-.
Glucose-6-fosfato

1
l TRE I
Trealose-6-fosfato

| TPP

Trealose

Figura 6. Via metabdlica de Trealose. [Treahalose-6-phosphate synthase (TPS),
trealose- 6- phosphate phosphatase (TPP), trehalase (TRE), galactinol synthase
(GolS), raffinose-synthase (RafS) e stachyose-synthase (STS)]. Adaptado de
Sengupta et al. (2016).

Em vegetais, a trealose atua como osmoprotetor, protegendo proteinas e
membranas celulares da inativagdo ou desnaturagdo que geralmente sdo causadas
em situagbes de estresse, tais como a seca, salinidade, temperaturas baixas e
oxidacdo. Durante a situagao estressante, a trealose mantém os lipidios em uma fase
fluida eficientemente e com isso evita a separacao de fases e fusdo das membranas.

Também possibilita que a célula mantenha suas fung¢des vitais por longos periodos,
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atuando como estabilizador de enzimas e vesiculas durante desidratagdo (Crowe et
al. 1987).

Considerando seu papel em relacido a estresses abidticos, a trealose vem
sendo amplamente estudada. Garg et al. (2002) demonstraram que a superprodugao
do acgucar trealose tem potencial para aumentar a tolerancia a estresses abidticos,
como salinidade, seca e baixas temperaturas, em plantas transgénicas de arroz,
comparadas aos controles nao transgénicos. Introduzindo um gene que sintetiza
trealose de Grifola frondosa em plantas de tabaco submetidas a déficit hidrico e
estresse salino, Zhang et al. (2005) observaram que as plantas transgénicas foram
capazes de acumular altos niveis de trealose resultando em um incremento na
tolerancia a seca e a salinidade, melhorando consequentemente o aspecto fisioldgico
das plantas. Nuccio et al. (2015) superexpressaram um gene codificando trealose-6-
fosfato fosfatase (TPP) em arroz em inflorescéncias de milho em desenvolvimento e
em condigdes de campo, usando um promotor floral. Desta forma, verificaram que a
superexpressao do gene incrementou uma melhora de cerca de 9% para 49% em
condig¢des de déficit hidrico leve e de 31% para 123% em déficit hidrico severo nas
condi¢des das plantas transgénicas em relagao as plantas que nao tiveram o gene

introduzido, visto que a trealose regula o crescimento e desenvolvimento das plantas.

2.5. Prospecc¢ao e analise de genes na era do sequenciamento de nova geragao

2.5.1 Método Sanger e Sequenciamento de nova geragao

Em 1977, Sanger e colaboradores descreveram o primeiro método de
sequenciamento de DNA, que consistia em realizar a sintese de uma fita de DNA
marcada, complementar a fita molde na qual se desejava realizar o sequenciamento.
Para a desnaturagdao, o DNA é aquecido, quebrando as pontes de hidrogénio que
ligam suas bases e — uma vez que a dupla fita dupla tenha sido separada - uma fita
simples de DNA ¢ obtida. Através das fitas simples, o oligonucleotideo sintético,
denominado de primer, se liga a uma regidao de homologia em uma das fitas e entéo
o alongamento € realizado, onde a enzima DNA polimerase adiciona
desoxirribonucleotideos (dNTPs) sequencialmente na extremidade 3 do iniciador
(primer), complementar ao DNA molde (Shendure e Ji 2008). Nesta reagdo também

€ adicionada uma pequena quantidade de dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados
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com uma molécula fluorescente, que ndo possuem o grupo OH livre na extremidade
3’, e dessa forma, a DNA polimerase ndo consegue prosseguir com a adi¢do do
proximo nucleotideo, realizando assim uma marcagdao do ultimo nucleotideo
adicionado ao fragmento. Por fim, os fragmentos sao separados de acordo com o seu
tamanho por eletroforese em gel de poliacrilamida, onde € possivel visualizar a
separagdo de moléculas de DNA que diferem em apenas um nucleotideo,
apresentando assim, a resolugéo necessaria para o sequenciamento do DNA (Sanger
1988, Huang et al. 1992) onde a marcacgao fluorescente confere uma cor diferente

para cada tipo de didesoxinucleotideos (Carraro e Kitajima 2002) (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo do sequenciamento pelo método de Sanger, onde em cada
tubo é adicionado um tipo de didesoxinucleotideo marcado junto com os demais
desoxinucleotideos e ap6s varios ciclos de reagao de amplificacdo, os produtos dos
tubos sdo submetidos a eletroforese, permitindo a leitura das sequéncias. Fonte:
Giusti, Kettener e Fuchs-Ferraz (2016).

Anos apoOs Sanger desenvolver sua técnica, por volta de 1986, o primeiro
sequenciador automatico de DNA foi langado, denominado de ABI 370, seguido pelo
o primeiro sequenciador de eletroforese capilar, o ABI 3100, lancado em 1998. Através
do aprimoramento desses sequenciadores automaticos, em 2005 — com o intuito de
acelerar e diminuir os custos do processo — foram desenvolvidos novos métodos de

sequenciamento, denominados de tecnologias de nova geragao (Fernandes 2015).
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Os protocolos do NGS (Next Generation Sequencing) iniciam-se com a construgao de
uma biblioteca, onde ocorre a fragmentacdo do DNA inicial e a sua ligagdo a
adaptadores (sequéncias pequenas com bases conhecidas) nas extremidades 3'e 5'.
Estes adaptadores sao utilizados como primers (Goodwin et al. 2016) na amplificagao
através de PCR (Polymerase Chain Reaction) produzindo clusters de sequéncias
idénticas. Além disso, podem ser adicionadas sequéncias curtas chamadas de
‘barcodes’ que permitirdo o sequenciamento de multiplas amostras ao mesmo tempo.
O sequenciamento é realizado através de diversos ciclos de incorporagao, onde as
sequéncias dos clusters sao adquiridas por meio de softwares plataforma-especificos,
através de um processo definido como ‘base calling’ que converte em bases o sinal
adquirido em cada etapa de incorporagao (Pfeifer 2017).

Dentre as plataformas de sequenciamento mais utilizadas, a que mais se
destaca atualmente € a lllumina, devido ao grande volume de sequéncias obtidas, a
sua qualidade, espectro de utilidade e também por possuir o menor custo por base
sequenciada (Glenn 2011). Similarmente ao sequenciamento Sanger, o lllumina é
realizado por sintese usando a DNA polimerase e nucleotideos terminadores
marcados. O DNA a ser sequenciado é fragmentado, por meio de um processo de
nebulizagdo (a nebulizacdo € uma forma mecéanica de fragmentar o DNA, onde a
quebra é realizada através da agdo do gas nitrogénio), onde uma selegcado dos
fragmentos de tamanho apropriados € realizada e posteriormente, ligam-se
adaptadores em ambas as extremidades. Tais fragmentos sao postos em uma lamina
(flowcell) que possuem adaptadores complementares aos que estdo contidos nos
fragmentos, para que estes possam se ligar a placa. Posteriormente, ocorre a
incorporacao de nucleotideos ndo marcados com fluorescéncia, até que toda a
amplificagdo do fragmento esteja realizada, produzindo clusters, que irdo conter mais
de um milhdo de cépias do mesmo fragmento. Apds a amplificacdo, as imagens de
cada ciclo sao decodificadas, determinando-se a sequéncia de bases de cada cluster
presente na flowcell (Fietto e Maciel 2016).

O NGS possibilita inumeras aplicagbes em areas como: expressao génica,
biologia do RNA, regulagdo do genoma, sequenciamento do genoma, organizagao do
genoma, transcrigcdo, replicacéo, traducao e outras (Reuter et al. 2015), podendo ser
utilizado para: (a) construir um novo genoma através de um organismo desconhecido;
(b) avaliar a variagdo genética de um organismo utilizando um genoma de referéncia;

(c) observar a transcrigdo de um organismo ou ceélula a partir do cDNA,; (d) estudar
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mecanismos regulatorios e epigenomas; (e) analisar a diversidade de microrganismos

em amostras ambientais (Park e Kim 2016).

2.5.2 Omicas

As abordagens multidmicas podem ser utilizadas para decifrar mudangas em
niveis de gendmica, protedmica ou metaboldémica nas plantas (Figura 8) e em outros
organismos. Juntamente com os avangos em bioinformatica, os dados cientificos das
multibmicas tém melhorado o conhecimento e entendimento das respostas das

plantas frente a estresses (Meena et al. 2017).

Propostas/Estratégias
Niveis celulares Multi-omicas )¢ J
\/ A Sequéncias de genes e genomas inteiros
_ Sequenciamento de nova geragdo, genotipagem por
Genomica microarranjos, fatores transcricionais etc
Perfil de expressio génica/abundincia de transcritos
T . Sequenciamento de RNA, PCR em tempo real,
Lansapmics Sequenciamento de pequenos RNA etc
Identificacdo e caracteriza¢do de proteinas
Proseine Fracionamento  subcelular,  fracionamento  de
FeCOIICa proteinas/peptideos, eletroforese 2-D em gel ete
Anilise de metabélitos celulares
- Metabolomica Espectometro massivo, Raio — x cristalografado etc

Figura 8. Componentes a nivel celular, abordagens multibmicas e estratégias para
identificar o resultado do impacto de estresses abibticos e/ou interagdes com
microrganismos. Adaptado de Meena et al. (2017).

O DNA é o ponto de partida das evidéncias moleculares ligadas a resisténcia
ou tolerancia a estresses, sendo que os vegetais contém em seu genoma (genémica)
varios genes atuantes em situagdes desafiantes. O transcriptoma pode ser definido
como o conjunto de transcritos (moléculas de RNA) de uma célula, tecido ou
organismo e, diferentemente do genoma, varia segundo o tecido e fungao celular e do

estagio de desenvolvimento do organismo, sendo afetado por fatores externos
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(bidticos ou abidticos) e internos (como mudangas bioquimicas e fisiologicas) (Wang
et al. 2009).

Em situacbes adversas, como as mudancgas ambientais, quando transcritos os
genes produzem RNAs mensageiros (MRNAs) que s&o traduzidos em proteinas
funcionais, parte delas responsiva a estresses, produzindo o transcriptoma
(transcriptbmica) e o proteoma (protebmica). A integragdo da gendmica,
transcriptdbmica e protedmica acordam o estudo completo de um dado organismo,
através do entendimento dos mecanismos moleculares que permitem que o0 mesmo
se desenvolva e se adapte a diversas condigdes (Ferreira-Neto et al. 2018). Sabe-se
que o vegetal emprega uma regulagdo pos-transcricional da expressdo génica por
RNAs ou microRNAs codificadores néo proteicos (miRNAs) (Chinnusamy et al. 2007).
Estes microRNAs tém grande importancia no estudo da resisténcia e varios deles ja
foram identificados em vegetais, estabelecendo seu papel na acumulagdo de
osmolitos (osmoprotetores) e na resposta a falta de nutrientes (Hasanuzzaman et al.
2013). Mi RNAs regulam a expressao génica direcionando a clivagem ou repressao
translacional de mMRNAs complementares ou induzindo o silenciamento transcricional
de genes alvo. MiRNAs induzidos por estresses abidticos regulam negativamente
genes alvo que provavelmente iriam codificar reguladores negativos de resposta ao
estresse, por outro lado, a baixa regulagdo desses miRNAs resultam no acumulo de
mRNAs alvo que codificam reguladores positivos da tolerancia aos estresses
(Chinnusamy et al. 2007).

Além disso, proteomas estdo interligados em varios processos bioquimicos
produzindo varios metabdlitos (metaboloma). Redes metabdlicas de solutos
compativeis (como a prolina, glicina-betaina, glicose, frutose, galactinol, rafinose,
entre outras) possuem papéis importantes acerca da tolerancia ao estresse térmico.
Por exemplo, a proteina de ligacdo ao RNA (ATGRP7) aumenta em resposta a baixa
temperatura e diminui sob alta temperatura, como demonstrado em experimento com
A. thaliana, analisando temperaturas de 4, 20 e 32°C. Sua abundancia foi
significativamente correlacionada com a concentracdo de prolina e glutamina
(Wienkoop et al. 2008). Nesse sentido, as 6micas possibilitam a descoberta de genes
cruciais na cascata de respostas a estresses de modo que possam contribuir para a
aquisicao de tolerancia (Vinocur e Altman 2005).

Varias tecnologias visando ao entendimento e quantificagdo do transcriptoma

tém sido desenvolvidas, as quais estao fundamentadas principalmente na hibridizagao
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e no sequenciamento de cDNA, como as tecnologias de microarranjos e de RNA-Seq.
O microarranjo € uma ferramenta para analise que gera perfis de expressao de um
grande numero de genes que podem ser identificados como induzidos ou reprimidos
em determinada situacao, incluindo estresses, como o térmico, por exemplo. Em um
estudo com N. tabacum, Rizhsky et al. (2002) examinaram 170 amostras de cDNA de
plantas de tabaco (N. tabacum) submetidas a estresse hidrico (70 % do teor de agua)
ou térmico (alta temperatura — 38 °C) e verificaram que muitos genes nao foram
expressos apenas nos estresses individuais, mas sim na combinacido de ambos os
estresses. Posteriormente, em outro estudo, Rizhsky et al. (2004) utilizaram o
transcriptoma extraido de tecido foliar de Arabidopsis para analisar alteragcdes na
regulacéo de transcritos em resposta aos mesmos estresses e na combinagéo de
ambos e observaram 1075 transcritos induzidos na condicao de déficit hidrico, 262 na
condigao de estresse térmico (calor) e 1057 na combinag¢ao das duas, concluindo um
aumento em 262 % de transcritos relacionados a resposta a alta temperatura e assim
como no estudo em tabaco, muitos transcritos foram aumentados apenas na situagao
dos estresses combinados.

Conforme revisado por Silva-Junior et al. (2018), as técnicas de microarranjo
ganharam recentemente um novo impulso por sua capacidade de deteccdo de
mutag¢des no genoma de um ou varios individuos, avaliando alteragbes de sitio unico
(SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) ou variagdes no numero de coépias de
alguns genes (CNVs, Copy Number Variation), com aplicagbes no diagndstico de
doencas hereditarias ou adquiridas. Porém, conforme indicado pelos mesmos autores,
as desvantagens mais citadas incluem o alto custo de um unico experimento, a
necessidade de um grande numero sondas de DNA e a falta de controle sobre o
conjunto de transcritos analisados. Além disso, o uso preferencial de sondas curtas
(embora em grande numero) diminui a precisdo e a especificidade relativa das
analises de expresséo diferencial usando microarranjos, demandando uma validag&o
dos resultados de expressdao com outras técnicas moleculares (Silva-Junior et al.
2018).

Também denominado de Whole Transcriptome Shotgun Sequencing, o RNA-
Seq € uma das tecnologias de transcriptdmica que envolve Sequenciamento de Nova
Geragao (NGS), sequenciando os RNAm convertidos em cDNA (DNA complementar)
com o objetivo de detectar informagdes do transcriptoma de um organismo. Ao

contrario da técnica de microarranjos, que possui a limitagcdo de avaliar apenas
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sequéncias de genes conhecidos, 0 RNA-Seq nao precisa de conhecimento prévio
dos genes que se deseja detectar, qualquer transcrito que esteja sendo expresso no
determinado momento e condicdo, podera ser detectado, além de também detectar
eventos de splicing (Varuzza 2013; Ferreira-Neto et al. 2018). RNA-Seq sendo uma
técnica bem moderna e eficiente, consegue sequenciar todos os todos os fragmentos
de RNAs (com cauda poli A ou n&o) de centenas de pares de bases aleatoriamente
(Ferreira-Neto et al. 2018). Na técnica, os RNAm sao isolados e convertidos em cDNA.
Posteriormente, sdo conectados a adaptadores nas duas extremidades (5’ e 3’) e
submetidos a amplificagao por PCR. A seguir, as moléculas s&o sequenciadas a partir
de ambas as extremidades (paired-end) ou em apenas uma so6 (single-end) onde o
tamanho dos fragmentos sequenciados (reads) pode variar em tamanho de 35 a 400
pb a depender da plataforma utilizada. Por fim, os reads que resultaram do
sequenciamento sdo alinhados entre si ou com um genoma de referéncia, onde ira
permitir o mapeamento da estrutura e analise da expressdo génica ou podem ser
utilizados na montagem de novo (do inglés, de novo assembly) do transcriptoma (Holt
e Jones 2008) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica da técnica de RNA-Seq. Primeiramente, o
RNAm é capturado ou separado dos RNAs estruturais, sendo convertido para cDNA
por uma transcriptase reversa. A seguir ocorre uma fragmentagéo, sendo adicionados
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adaptadores (em azul) em ambas as extremidades. Os adaptadores servem como
primers no sequenciamento de alto rendimento. Os reads resultantes s&o alinhados a
um genoma de referéncia ou transcriptoma, podendo ser classificados em trés tipos:
exonic reads (reads de saida), junction reads (reads de junc¢do) e poly(A) end-reads
(reads de terminagao poli A) nos quais sao usados para gerar uma base de dados de
perfil de expressao para cada um dos genes. Fonte: Wang, Gerstein e Snyder (2009).

O processamento dos dados gerados pela técnica de RNA-Seq envolve varias
técnicas computacionais que estimam e comparam os transcritos de diferentes
amostras biolégicas em um determinado momento e condigdo. Assim como em
qualquer outra tecnologia de sequenciamento, o RNA-Seq lida com varios desafios
computacionais, como o desenvolvimento de métodos eficientes para armazenar,
recuperar e processar uma grande quantidade de dados, que devem ser superados
para que erros na analise de imagens e na remocgao de reads de baixa qualidade
possam ser reduzidos (Wang, Gerstein e Snyder 2009; Ferreira-Neto et al. 2018).

A analise molecular de -caracteristicas importantes, como tolerancia a
estresses, é de extrema importancia para o desenvolvimento de estratégias que
possam combater essas adversidades. Nesse contexto, ferramentas de
transcriptomica se destacam uma vez que os RNAs codificam as proteinas e enzimas
que participam diretamente destes processos bem como na regulagdo de vias
metabdlicas ligadas a eles. Com isso, os estudos nessa area permitem além da
descoberta de novos genes, a corregao através de engenharia genética de eventuais
“‘defeitos” em vias metabdlicas importantes o que ira resultar em uma melhor

apresentacao de uma caracteristica do organismo (Ferreira-Neto et al. 2018).

2.6 Bioinformatica

A bioinformatica pode ser caracterizada como uma ciéncia multidisciplinar que
engloba a ciéncia da computacdo, estatistica, matematica e a tecnologia de
informacgéo na analise de dados biolégicos. No final da década de 1950 e inicio dos
anos 1960 os pesquisadores comecaram a utilizar computadores nas suas pesquisas
académicas. Em 1957, a IBM Corporation produziu a primeira linguagem de
programacao, denominada Fortran, que era de facil aprendizado, sendo melhor
adequada em aplicagdes cientificas (Ledley 1959). Porém, foi s6 no inicio da década

de 1960 que os computadores comecaram a fornecer verdadeiras contribuicées, com
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Margaret Oakley Dayhoff, cujo trabalho era formular programas Fortran com o objetivo
de determinar sequéncias de aminoacidos (Dayhoff 1965).

Com o surgimento e a disseminagao da internet, nas décadas de 1980 e 1990,
a biologia computacional foi crescendo. Novos métodos computacionais favoreceram
a criacado de bancos de dados de nucleotideos e proteinas que possibilitam analises
de similaridade, entre essas sequéncias, permitindo inferéncias estruturais e
funcionais (Kanehisa e Bork 2003). Entre os bancos de dados publicos que
armazenam sequéncias de nucleotideos e proteinas, destacam-se o GenBank do
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e
o UNIPROT (Universal Protein Resource; http://www.uniprot.org) que disponibiliza um
catalogo de sequéncias proteicas curadas com sua anotagao funcional, integrando,
interpretando e catalogando dados de varias fontes, disponibilizando assim, uma
ampla base de sequéncias proteicas de livre acesso, ricamente anotadas e curadas
(The Uniprot Consortium 2012). A figura 10 apresenta diversos bancos de dados
disponiveis atualmente agrupados de acordo com a sua aplicagao biolégica, indicando

ferramentas disponiveis online ou para download (Krallinger e Valencia 2005).
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Figura 10. Uma visdo do processamento da linguagem natural biolégica (BioNLP) e
aplicagbes de text mining na biologia. O tépico central € envolvido por sete retadngulos
com cantos arredondados com suas aplicagdes correspondentes, dadas por outros
retdngulos mais externos com ferramentas de anotagéo estdo disponiveis online ou
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para download: NER (nome da identidade reconhecida), SDI (informac&o seletiva
disseminada). Adaptado de Krallinger e Valencia (2005).

Paralelamente a criacdo dos bancos de dados, outras ferramentas possibilitam
0 acesso a analises in silico de sequéncias desconhecidas e novos genes, gerando
um alinhamento comparativo com sequéncias ja existentes na literatura, além de
detectar a regulacdo da expressdo de diversos genes que fazem parte de vias
metabdlicas ou processos especificos (Kent et al. 2002, Saeys et al. 2007).

A mineragao de texto (text mining) € uma ferramenta de obtenc¢ao de dados néo
estruturados a partir de um banco de dados estruturado utilizando algoritmos de
analise de dados envolvendo trés subareas: recuperacido, extracdo e questdes e
respostas da informacéao, assim permitindo a identificagdo de identidades bioldgicas e
suas interagdes (Espindola et al. 2010). A relagdo entre genes e proteinas é uma
importante area da mineragao de texto, pois a combinagdo de métodos estatisticos
com a aprendizagem de maquina em capturar as interagdes dessa relagéo disponivel
na literatura cria sistemas utilizaveis de alta precisdo (Rhee et al. 2006). Portanto, a
combinagdo de multiplas plataformas integrando resultados é eficaz no
esclarecimento dos sistemas moleculares, havendo a possibilidade de que se
desenvolvam estratégias para o melhoramento de plantas cultivadas, aumentando a
produtividade (Edwards e Batley 2004, Mochida e Shinozaki 2010).

O grande volume de dados depositados diariamente em bancos gendmicos,
torna a biologia cada vez mais dependente das ferramentas computacionais. Tais
ferramentas possibilitaram diversos estudos, como por exemplo, o alinhamento e a
montagem de novo de sequéncias, a detecgao de polimorfismos e de outras estruturas
em genomas, a criagdo de marcadores moleculares e analises de transcriptomas,
entre outras (Giachetto e Higa 2015), tornando a bioinformatica uma ferramenta

indispensavel para a biologia molecular (Petrey e Honig 2014).

2.7 Familia Fabaceae

2.7.1 Classificagao, origem, distribuicdo e importancia agronédmica

Fabaceae Lindl. compreende uma das maiores familias das Angiospermas, a

qual compreende cerca de 727 géneros e 19.327 espécies (LWGP 2017).
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Anteriormente, essa familia era classificada em trés subfamilias distintas,
Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (Cronquist 1981), no
entanto, apos estudos filogenéticos recentes, a familia passou por uma reclassificagéo
onde agora compreende seis subfamilias: Duparquetioideae, Cercidoideae,
Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, sendo a Papilionoideae
a subfamilia que abrange o maior numero de géneros e espécies (LWGP 2017).

A familia Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, sendo seus registros
fésseis datados de mais de 60 milhdes de anos, encontrados na Europa, América do
Norte, Asia e Africa (Lavins et al. 2004). Acredita-se que tal distribuicdo se deva ao
fato da sua habilidade em fixar nitrogénio atmosférico por meio de associagao
simbidtica com bactérias, caracteristica peculiar desta familia (Lavins et al. 2004,
Amorim 2014) As plantas dessa familia sdo encontradas na maioria dos biomas
existentes no planeta, desde florestas secas, savanas (Dryflor 2016, APG IV 2016),
desertos, regides temperadas e também altas altitudes (LPWG 2017). No Brasil, estéo
registrados 222 géneros, sendo 16 deles endémicos, com 2.837 espécies, das quais
1.535 sdo endémicas. A regiao Nordeste, possui 170 géneros e 1.108 espécies, sendo
128 géneros e 606 espécies endémicas da Caatinga (BFG 2015), confirmando a
importancia do género neste bioma.

Fabaceae é a segunda familia de maior importancia econédmica mundial —
sendo superada pela familia Poaceae — visto que algumas espécies sao apontadas
como importantes fontes de proteina vegetal, destacando-se principalmente na
producao de graos, de forragem e na adubacgéo verde, entre outros (Judd et al. 1999).
(Lewis et al. 2005). Seus frutos e sementes sdo utilizados para a producdo de
corantes, o6leos, perfumes, inseticidas, na alimentacdo humana, animal e como
forrageira. Além disso, possui uso medicinal, ornamental, na produgdo de madeiras
nobres (consideradas as mais valiosas do mundo), além de sua grande importancia
agrondmica, devido ao enriquecimento de solos com nitrogénio, pela sua capacidade
de fixagao bioldgica (Lima et al. 1994).

Entre as espécies com maior relevancia alimenticia (produgdo de graos),
destacam-se as dos géneros Arachis L. (amendoim), Cajanus Adans. (feijao-guandu),
Glycine L. (soja), Cicer L. (grao-de bico), Pisum L. (ervilha), Phaseolus L. (feijédo) e
Vigna Savi (feijao-caupi), entre outros (Judd et al. 2009, Sousa et al. 2011). Os
géneros que compreendem a maioria das espécies de Fabaceae utilizadas na

alimentagcdo animal como pastagens sao: Stylosanthes, Arachis, Centrosema,



49

Barros, AAG. Caracterizagao estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma
de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

Macroptilium, Desmodium, Leucaena, Zornia e Calopogonium (Pereira et al. 2001,
Borges do Valle 2002).

2.7.2. Stylosanthes scabra

2.7.2.1 Classificagao e distribuicdo geografica

Em 1788, Swartz descreveu o género Stylosanthes com duas espécies, S.
procumbens Swartz (= S. hamata (L.) Taubert) e S. viscosa Swartz. Em 1838, Vogel,
estudando o género, o dividiu em duas segdes, Eustylosanthes e Styposanthes
(Brandao e Costa 1982). Mohlenbrock (1963) revisando o género reconheceu 25
espécies e as classificou em dois grupos: Stylosanthes (14 spp.) e Astyposanthes (11
spp.) e, posteriormente, acrescentou cinco novos taxons, aumento o total de espécies
para 30. Dentre essas, nove espécies de Stylosanthes possuem importancia
econdmica, Stylosanthes capitata Vogel., S. fruticosa (Retz.) Alston, S. guianensis
(Aubl.) Sw., S. hamata (L.) Taub., S. humilis Kunth, S. macrocephala, S. scabra VVogel,
S. seabrana e S. viscosa (L.) Sw. (Calles e Schultze-Kraft 2016, Vanni e Fernandes
2011).

A distribuicdo do género Stylosanthes € bem ampla, podendo ser encontrada
naturalmente desde a América Central até a Ameérica do Sul, tendo como centro de
origem o Brasil (Willians et al. 1984). Foram registradas espécies do género na
Venezuela, Guiana Francesa, Suriname e Paraguai, sendo 43 espécies exclusivas do
continente americano. No Brasil, sua ocorréncia é registrada em todos os estados,
possuindo 29 espécies, sendo 13 endémicas, entre essas a S. scabra, nativa do

semiarido brasileiro (Ferreira e Costa 1979, Stace e Edye 1984).

2.7.2.2 Importancia econémica

A utilizagcdo de leguminosas em consorcio com gramineas melhora a
diversificagao da dieta do animal e aumenta a massa de forragem devido a capacidade
de fixagc&o de nitrogénio no solo exercida pelas leguminosas, beneficiando a graminea
(Vitor et al. 2008). O nitrogénio € um composto altamente importante para os vegetais,
pois aumenta o crescimento e a massa foliar e melhora sua qualidade, devido ao

aumento no teor proteico, levando consequentemente ao aumento da producao de
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biomassa (Barbero et al. 2010) com diminuicdo consideravel na necessidade de
adubacédo desse elemento para a graminea (Almeida et al. 2003). O nitrogénio
atmosférico é fixado pela leguminosa através da simbiose com bactérias do género
Rhizobium, sendo disponibilizado no solo pelo desprendimento dos nodulos, com
possibilidade de ser utilizado pela graminea, aumentando sua produc¢éo (Barbero et
al. 2009). Segundo dados da EMBRAPA (2007), a utilizag&o da variedade Estilosantes
Campo Grande (S. macrocephala x S. capitata) ocupa de 20 % a 40 % da area total
na produgdo consorciada em solos arenosos e com baixa fertilidade, sendo que a
fixagao biologica aumentou os valores de nitrogénio, que variavam de 60 kg/ha/ano a
80 kg/ha/ano.

A espécie S. scabra, que apresenta tolerancia a seca e a baixa fertilidade do
solo, apresentando importante potencial forrageiro (Stace e Edye 1984), sendo bem
difundido em pastagens de regides de clima temperado, a exemplo da Australia,
primeiro pais a reconhecer o potencial das espécies do género como forrageiras (Edye
1997). Por sua vez, a espécie S. humilis, que foi introduzida acidentalmente, se
adaptou e se expandiu nas savanas tropicais da Australia no inicio do século 20. Na
década de 70, na regido semiarida, a espécie ocupava cerca de dezenas de milhares
de pastagens cultivadas. No entanto, com a chegada do fungo Colletotrichum
gloeosporioides, causador da antracnose, grandes areas cultivadas com S. humilis
foram devastadas. Dessa forma, o pais ampliou as pesquisas com outras espécies
(como a S. scabra), e desenvolveu diversas cultivares, permitindo que o género
permanecesse em seu sistema de produgao (Miller et al. 1997). Uma dessas cultivares
€ a cv. Seca (Oran 1990), desenvolvida através de acessos de S. scabra coletados
em Pernambuco — Brasil, que é resistente a seca e a antracnose, sendo bem difundida

e utilizada na Australia.

2.7.2.3 Bancos de germoplasma

Apesar de ter uma grande ocorréncia no Brasil, sendo registrada em 22 estados
brasileiros, a maioria do Nordeste — com 300 ocorréncias na Bahia e 181 ocorréncias
em Pernambuco (CRIA, 2018) — o potencial de uso de S. scabra ainda é pouco
explorado (Lira 2015). Entretanto, na Australia ha cultivares comerciais derivadas de

acessos de germoplasma coletados no semiarido brasileiro (Stace e Edye 1984).
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Em 2016, foi criado o Banco Ativo de Germoplasma de Stylosanthes spp.,
localizado na Universidade Estadual de Feira de Santana (Bahia), com o objetivo de
auxiliar programas de melhoramento genético de espécies do género no
desenvolvimento de cultivares adaptadas as condigdes de semiarido brasileiro. Nesse
banco, ja existem 25 espécies catalogadas, sendo a S. scabra a que apresenta o
terceiro maior numero de exsicatas (101) e o maior numero de locais de ocorréncia
(Oliveira e Queiroz 2016).

2.7.2.4 Melhoramento genético

O melhoramento de leguminosas para forragem nos paises tropicais, apesar
de recente, tem sido fortalecido nas ultimas décadas (Valle et al. 2009) com destaque
para Stylosanthes spp., a leucena (Leucaena spp.) e o amendoim forrageiro (Arachis
pintoi) (Herling e Pereira 2016). Os objetivos dos programas de melhoramento de
leguminosas forrageiras concentram-se principalmente no aumento da produtividade,
em melhorias da persisténcia no pasto, produ¢cao maior de sementes e resisténcia a
doengas (Vieira et al. 2007). Costa (2006) destacou que as espécies do género
Stylosanthes por demonstrarem uma grande diversidade na regido de semi-arido
brasileiro, boas caracteristicas bromatoldgicas além da tolerancia a solos degradados
e secos, sao oOtimas candidatas a programas de melhoramento genético. Para
Stylosanthes spp. as metas incluem uma maior produgédo de sementes, persisténcia,
producdo de matéria seca (Valle et al. 2009; Oliveira et al. 2016) resisténcia a
antracnose, principal doenga que acomete a cultura (Falco et al. 2016), além de
melhor adaptacao a estresses abiodticos, como a seca e tolerancia ao aluminio, devido
as mudancgas climaticas recentes (Jank et al. 2011). Uma vez que predomina a
autogamia na maioria das espécies do género, a coleta de gendtipos de ocorréncia
natural e a obtencao de linhas puras por meio de sucessivas autofecundacdes ainda
€ 0 método de melhoramento mais utilizado para Stylosanthes (Euclides et al. 2013).

Os programas de melhoramento genético de Stylosanthes comegaram na
década de 60 (Andrade e Karia 2000). Esse género detém o maior numero de
cultivares forrageiras tropicais langadas no mundo, com cerca de 29 cultivares
liberadas decorrentes de trabalhos de avaliacdo e seleg¢ao realizados na Australia
(Karia et al. 2002). Através de marcadores morfolégicos e agronémicos foi observada
uma grande variabilidade intraespecifica em 72 acessos de S. guianensis, 44 de S.
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capitata e 26 de S. scabra, o que ressalta a importéncia de bancos de germoplasma
no auxilio dos programas de melhoramento (Karia et al. 2002), Esses bancos, além
de gerarem informagdes sobre caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e
agrondmicas, também fornecem dados acerca de tolerancia a estresses nos acessos
de cada espécie, contribuindo para a sele¢cdo de acessos mais adequados em
programas de melhoramento (Idris e Saad 2001).

No Brasil, os programas de melhoramento do género Stylosanthes se
restringem as agdes da EMBRAPA, mais precisamente com as espécies S. capitata,
S. guianensis e S. macrocephala, visando a producido de sementes e matéria seca e
resisténcia a antracnose (Falco et al. 2016, Sime&o et al. 2006), A cultivar mais
importante no Brasil, a Estilosantes Campo Grande, foi langada em 2000, sendo
produto do cruzamento das espécies S. capitata, e S. macrocephala (Karia et al.
2002). No Nordeste, ja foram realizadas coletas em expedi¢cdes para regides
semiaridas da Bahia e de Pernambuco, onde ha uma grande ocorréncia das espécies
do género (Oliveira 2015). Oliveira et al. (2016) destacou as espécies S. scabra, S.
humilis, S. capitata e S. viscosa sao as mais promissoras para a producido de

forragem, observando a superioridade dos acessos pertencentes a espécie S. scabra.

2.7.2.5 Analises genéticas e moleculares

Em Stylosanthes, os poucos dados referentes a citogenética relatam a
existéncia de acessos diploides, tetraploides e hexaploides em varias espécies
(Cameron 1967, Goldblatt 1981, Battistin 1981, Vieira 1988). S. scabra € um
alotetraploide com as espécies S. viscosa e S. sp. aff. S. scabra como seus
progenitores diploides (Liu e Musial 1997). Lira (2015) analisando 17 acessos
identificados inicialmente como S. scabra, coletados no semiarido brasileiro e
mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados (Planaltina-DF),
observaram que trés acessos apresentaram cariotipos com 2n=20 e 14 com 2n=40,
demonstrando a existéncia de acessos pertencentes a espécie S. seabrana (2n=20),
segundo Date (2010) e S. scabra (2n=40), de acordo com os trabalhos de Cameron
(1967) e Liu e Musil (1997). Em outro estudo, Liu (1997) demonstrou que a variagao
genética entre os acessos de S. scabra coletados no Brasil, era bem menor que a dos
acessos coletados na Coldmbia e Venezuela. Adicionalmente, o autor verificou que a
maioria dos acessos presentes no estudo foram coletados nas regides em que se
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originaram, uma vez que os acessos da Coldbmbia foram agrupados ao cluster de dois
grupos brasileiros, sugerindo que a variagao genética entre as cole¢des brasileiras
nao foi continua e que os diferentes grupos de S. scabra podem ter evoluido de varias
plantas tetraploides formadas localmente por eventos de hibridizacdo entre os dois
diploides progenitores, (S. viscosa e S. sp. aff. S. scabra).

Em estudo posterior, Liu et al. (1999) propuseram que os progenitores do
alotetraploide AABB S. scabra evoluiram de dois genomas distintos das espécies ‘S.
seabrana’l/ S. hamata (A) e S. viscosa (B), hipotese posteriormente confirmada por
Marques et al. (2018). Neste estudo, Marques et al. (2018) utilizaram as técnicas de
hibridizagao in situ fluorescente (FISH) e hibridizacdo genbémica in situ (GISH) e
sequenciamento lllumina de DNA genbmico de S. scabra, S. hamata e S. viscosa,
visando montar e comparar unidades completas de DNA ribossémico (rADN) e
genomas de cloroplasto e verificaram que o doador do genoma maternal de S. scabra
era mais similar ao do genoma de S. hamata. Dados deste mesmo estudo também
sugerem que a variagdo encontrada no DNA ribossomal em S. scabra e seus
progenitores podem ser explicadas pelos processos de homogeneizacgéo,
amplificagdo e delegcdo que ocorreram desde suas origens. Além disso, também
determinaram a idade da espécie S. scabra, datando de aproximadamente 0.63 a 0.52
milhdes de anos atras (meio do Pleistoceno).

Costa et al. (2018) avaliando a diversidade genética de quatro populacdes
naturais de S. scabra localizadas no semidrido do estado de Pernambuco,
demonstraram que os individuos coletados em Petrolina e Santa Cruz do Capibaribe
possuiam a maior variabilidade genética, o que ressalta a importancia da coleta de

amostras de diferentes localidades para constru¢cao de bancos de germoplasma.
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CAPITULOII

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL, FUNCIONAL E DIVERSIDADE DE
OSMOPROTETORES NO TRANSCRIPTOMA DE Stylosanthes scabra (Vogel)
SOB DEFICIT HIDRICO
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. INTRODUGAO

Déficit hidrico sdo uma das principais causas na perda de produtividade
agricola (Benko-Iseppon et al. 2011) pois causa grande impacto no desenvolvimento
do vegetal podendo resultar até mesmo na sua morte (Mahajan e Tuteja 2005). Estes
estresses desencadeiam mudancas fisicas, quimicas e moleculares que irdo funcionar
como respostas do vegetal de modo a tolerar tais condigdes (Benko-Iseppon et al.
2011). Uma destas respostas vegetais a essa condicédo € o acumulo de solutos
compativeis, denominados de osmoprotetores que atuam estabilizando moléculas,
diminuindo perdas de atividade enzimatica e mantendo a estabilidade da membrana
celular permitindo a célula manter seu volume e concentragao interna de sal (Génard
et al. 1991). Esses compostos estdo divididos quimicamente em quatro grupos: (a)
metilaminas, (b) polidis, (c) agucares (como a glicina-betaina e a trealose) e (d)
aminoacidos e derivados (como a prolina) (Brigotti et al. 2003).

Ha varios exemplos de genes envolvidos na resposta a estresses abidticos com
enorme potencial biotecnoldgico (Seki 2003, Avni Oktem et al. 2008). A expresséo
desses genes tem sido identificada, promovendo a adaptacdo da planta e sua
sobrevivéncia sob condigbes de estresse (Tuteja 2009). Plantas transgénicas
superexpressando a enzima P5CS (pirroline-5-carboxilase sintetase) demonstraram o
acumulo de prolina durante estresse hidrico, configurando assim, uma resisténcia ao
estresse osmatico (Khan et al. 2015). Estudos recentes mostram que a trealose,
desenvolve um papel significativo no crescimento de plantas sobre estresse hidrico
(Nuccio et al. 2015), observando-se que a superexpressao de diferentes isoformas da

enzima trealose-6-fosfate sintase conferiu resisténcia a seca em arroz (Li et al. 2011).

Apesar de alguns estudos relacionando osmoprotetores ao déficit hidrico em
espécies da familia Fabaceae, como a soja (Kido et al. 2013) poucos tém sido
conduzidos para espécies nativas com elevada tolerancia a condicbes ambientais
adversas, em especial para plantas forrageiras, como a Stylosanthes scabra.
Stylosanthes scabra (Vogel) € uma leguminosa com grande potencial forrageiro,
apresenta tolerdncia a seca e a baixa fertilidade do solo e é nativa do semiarido
brasileiro (Ferreira e Costa 1979, Stace e Edye 1984).

Assim, o presente estudo teve como o objetivo a caracterizagdo de

osmoprotetores em S. scabra, o que permitira a selegdo e validagdo de genes
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promissores que podem vir a contribuir no melhoramento genético desta cultura e de
outras leguminosas de importéncia agricola, auxiliando no futuro desenvolvimento de

variedades geneticamente modificadas tolerantes a fatores abidticos, como a seca.
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2. METODOLOGIA

2.1 Material vegetal, imposigcéao do estresse, construgéo das bibliotecas de RNA-Seq

e sequenciamento

O experimento de estresse (supressao de rega) para obtencdo dos tecidos
vegetais para a geragao das bibliotecas de RNA-Seq de S. scabra foi realizado em
casa de vegetacdo na Embrapa Semiarido (Petrolina — Brasil), utilizando como matriz
0 acesso 85/UNEB, proveniente do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade do
Estado da Bahia. A propagacéo das plantas foi pelo método de estaquia, sendo as
mesmas foram cultivadas em potes de plastico de 5 L em condicdes de temperatura
e umidade controladas. Plantas sadias e com crescimento homogéneo foram
selecionadas e divididas em trés grupos: (1) Controle — plantas mantidas com
disponibilidade de agua, e com irrigacdo uma vez ao dia; (2) Tratamento 1 - plantas
com irrigagcao suspensa por 6 horas (h); (3) Tratamento 2 - plantas com irrigagcéao
suspensa por 24 h. Foram utilizadas trés réplicas biolégicas para cada grupo, sendo
cada réplica biolégica constituida por trés plantas em cada vaso. O tecido radicular foi
coletado nos tempos estabelecidos, sendo imediatamente congelado em nitrogénio
liquido e armazenado em freezer -80 °C até a extracdo de RNA.

Realizou-se a extragao do RNA total a partir do protocolo CTAB-Acetato (Zhao
et al 2012) utilizando o tecido radicular e tratamento de DNAse e foram analisadas
quanto a sua pureza, concentragdo e integridade em espectrofotbmetro NanoDrop
2000c (ThermoFisher Scientific), fluorimetro Qubit® (Life Technologies) e Bioanalyser
(Agilent Technologies), respectivamente. Posteriormente, os RNAs purificados foram
enviados para a construgao das bibliotecas de RNA-Seq e sequenciamento no Centro
de Genbmica Funcional ESALQ/USP utilizando a plataforma V4 2 X 100 HiSeq2500
(Hlumina), paired end. Por fim, a montagem do transcriptoma foi feita pelo programa
Trinity (Grabherr et al. 2011) e a anadlise estatistica dos genes diferencialmente
expressos através do programa Edge-R (Robinson et al 2010) e DESeq 2 (Love et al
2014).

2.2 Identificagéo e caracterizagao de transcritos em S. scabra



78

Barros, AAG. Caracterizagao estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma
de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

A busca pelas sequéncias-sonda de osmoprotetores se deu inicialmente no
banco de dados UniProt, sendo selecionadas sequéncias com anotagdo curada,
usadas para analise de BLASTp (proteina-proteina) no banco do NCBI de modo a
adquirir sondas adicionais de osmoprotetores vegetais. Foi realizada uma busca no
Batch CD-search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) para
selecionar sondas com os dominios de interesse das familias de osmoprotetores,
sendo estes: AA_Kinase + Aldedh (P5CS), P5CR_Dimer + F420_oxidored (P5CR),
ALDH_F10_BADH (BADH), Rieske RO_Alpha_CMO + RHO_alpha_C_CMO-like
(CMO), FIG Superfamily (IMP), NAD_binding_5 superfamily (MIPS), Glyco Transf 20
(TPS) e HAD-like Superfamily (TPP)

A mineracdo das sequéncias alvo de osmoprotetores, foi realizada na
ferramenta Bioedit, através de um tBLASTn (proteina-nucleotideo) contra o
transcriptoma de S. scabra, de modo a obter osmoprotetores candidatos com e-value
igual ou inferior a . Osmoprotetores candidatos de S. scabra foram organizados
em formato tabular na ferramenta Galaxy (https://usegalaxy.org/), gerando um arquivo
multifasta de nucleotideos com integrantes das quatro familias de interesse.

As sequéncias de nucleotideos foram traduzidas com o auxilio do programa
Transdecoder. No entanto, algumas sequéncias nao obtiveram tradugdo neste
programa e foram traduzidas individualmente pela ferramenta ORF-finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), selecionando as ORF’s mais completas. As
sequéncias foram traduzidas de nucleotideo para proteina para posterior busca pelos
dominios proteicos de interesse nos osmoprotetores candidatos.

Ap0s a tradugdo, os candidatos foram submetidos a uma analise de dominios
no CD-search e de motivos pela ferramenta MEME (http://meme-
suite.org/tools/meme) para selecionar apenas aqueles que possuissem os dominios
proteicos referentes as familias de osmoprotetores. Adicionalmente, os candidatos
foram submetidos a analises secundarias, de ponto isoelétrico (para observar suas
caracteristicas fisico-quimicas), peso molecular a partir do JVirGel 2.0 (Hiller et al.

2006) e a localizagao subcelular por meio do Cell-PLoc 2.0 (Chou e Shen 2010).

2.3 Ancoragem dos osmoprotetores de S. scabra no genoma de A. duranensis

A ancoragem dos osmoprotetores candidatos foi realizada no genoma de
Arachis duranensis de (2n=20) uma vez que S. scabra nao possui genoma conhecido,
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sendo ambas as espécies muito proximas taxonomicamente, sendo possivel inferir
sobre a identificacdo de sua distribuicdo, posi¢cado relativa e abundancia nos
cromossomos. O genoma foi obtido no site PeanutBase (https://www.peanutbase.org)
onde foi realizado um BLASTn (nucleotideo-nucleotideo) contra as sequéncias de S.

scabra com critério utilizado de menor valor de e-value.

2.4 Analises fenéticas dos osmoprotetores em S. scabra

Foi realizada a analise fenética dos transcritos, separando-os de acordo com
suas familias génicas, de modo a observar como as sequéncias irdo se agrupar com
base na sua similaridade. A analise fenética foi realizada no programa MEGA v.7
(Kumar et al. 2016) pelo método Neighbor-Joining, iniciando com um alinhamento das
sequéncias de cada familia na ferramenta ClustalW, utilizando a matriz BLOSSUM,
por se tratar de sequéncias de mesma espécie e testado com Boostrap (Felsenstein
1985) de 2000 replicacoes.

Uma andlise fenética adicional foi realizada utilizando sequéncias ortélogas a
cada uma das subfamilias, ja registradas em banco de dados e buscadas no GenBank
e no Phytozome. Também foi realizada no programa MEGA v.7 (Kumar et al. 2016)
pelo método Neighbor-Joining, iniciando com um alinhamento das sequéncias de cada
familia na ferramenta ClustalWW com a excec¢éo do gene TPP no qual foi utilizado o
alinhamento pelo MUSCLE, utilizando a matriz PAM, por se tratarem de sequéncias
mais variaveis entre si. A distancia genética foi calculada pelo método de calibragao
Dayhoff (Dayhoff, Schwartz e Orcutt 1978) e testada com Boostrap (Felsenstein 1985)
de 2000 replicacoes.

2.5 Perfil de expressao in silico

Para construcao do perfil de expressdo in silico, foram calculadas as
frequéncias dos transcritos isolados em cada biblioteca, submetendo os dados a uma
analise de agrupamento hierarquico por meio do software CLUSTER 3.0 (Eisen et al.
1998). Posteriormente, foram construidos heatmaps com base nos valores de
modulagdo (Log2FC, Fold Change) das bibliotecas de RNA-Seq, os quais foram

visualizados pelo programa TreeView (Page 1996).
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3. RESULTADOS

3.1 Mineragao das sequéncias candidatas e osmoprotetores em S. scabra

Para mineracdo das sequéncias candidatas no RNA-Seq de S. scabra, foi
utilizado um total de 836 sequéncias sondas (seed sequences), de espécies proximas,
identificadas nos bancos de dados UniProt e NCBI, contemplando as quatro classes

de osmoprotetores (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncias sondas buscadas nos bancos de dados utilizadas na
mineragao.

Osmoprotetor Seed sequences Variagao de tamanho
(aa)

Prolina 133 20-752

Glicina-betaina 240 71-624

Mio-Inositol 204 44-537

Trealose 220 305-1441

aa = aminoacidos.

A busca por ortdlogos no transcriptoma revelou 46.875 sequéncias de
osmoprotetores candidatos em S. scabra. Apoés a retirada de redundancias e corte por
e-value %% foram retornados os seguintes candidatos: 69 para prolina, 592 para
glicina-betaina, 130 para Myo-inositol e 278 para trealose. Com posterior tradugéo das
sequéncias para analise de dominio esse numero reduziu, restando 74 sequéncias
com dominio completo, sendo sete candidatos para prolina (com dominios AA_Kinase
+ Aldedh — P5CS e P5CR_Dimer + F420_oxidored — P5CR), 10 para glicina-betaina
(ALDH_F10_BADH — BADH e Rieske_RO_Alpha_CMO + RHO_alpha_C_CMO-like
— CMO), 17 para mio-inositol (FIG Superfamily — IMP e NAD_binding_5 superfamily —
MIPS) e 42 para trealose (Glyco Transf 20 — TPS, HAD-like Superfamily — TPP), como

pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Classes de osmoprotetores encontrados no transcriptoma de S. scabra.
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Osmoprotetor Subclasse Sequéncias Sequéncias com Tamanho (aa)
candidatas Dominio completo
P5CS 52 02 613-755
Prolina
P5CR 17 05 255-319
BADH 511 04 375-527
Glicina-betaina
CMO 81 06 248-264
IMP 89 13 313-474
Myo-Inositol
MIPS 41 4 437-463
*TPS 199 06 443-567
TPP 79 25 299-390
Trealose
TPS 09 719-939

*TPS corresponde a sequéncias exclusivas do dominio TPS; aa = aminoacidos.

As sequéncias candidatas de CMO apresentaram apenas o dominio da regido
C- terminal RHO_alpha_C_CMO-like completo. Para o grupo TPS da trealose, 09
transcritos apresentaram os dominios TPS e TPP, sendo o primeiro situado na regiao
N-terminal e o segundo na regido C-terminal, ressaltando que as sequéncias Ss-
TPSP-04, 05 e 15 apresentaram o dominio TPP HAD-like Superfamily com quebra na
sua regidao C-terminal e 05 transcritos apresentaram apenas o dominio Glyco Transf
20.

Na analise de ponto isoelétrico, peso molecular e localizacdo subcelular
observou-se que os candidatos apresentaram variacdo de pH e localizacéo
predominantemente no citoplasma e cloroplasto (Tabela 3). E importante destacar que
para a prolina, dois candidatos de P5CR (Ss-P5CR-04 e 05) apresentaram pH acido
enquanto os demais apresentaram pH basicos. Para o Mio-inositol, dois candidatos
(Ss-IMP-11 e 12) apresentaram pH basico e os demais indicaram pH acidos. Para a
trealose, o candidato Ss-TPS-01 foi o Unico que apresentou pH acido e localizagao no

citoplasma.

Tabela 3: Ponto isoelétrico, peso molecular e localizagao subcelular dos candidatos a
osmoprotetores em S. scabra.

Osmoprotetor Subclasse p.l. (pH) M.W. (kDa) Localizagado subcelular
P5CS 6.0 66.5 a 82 Citoplasma
P5CR 6.4 a9.6 28.5a33.7 Citoplasma

Prolina
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Cloroplasto/ Mitocondria/

Glicina-
BADH 58ab.5 51.1a53.6 Peroxissomo
betaina
CMO 51a5.5 28.5a30.1 Cloroplasto
IMP 47a8.3 33.9a51.8 Cloroplasto
Mio-inositol
MIPS 50a5.7 48.4a51.4 Citoplasma
Citoplasma/ Cloroplasto/
*TPS 55a8.6 48.2 2 63.1 Vacuolo
Trealose TPP 7.3a10.1 33.8 a44.1 Cloroplasto/ Vacuolo
TPS 57a6.8 86.1 a 106.0 Cloroplasto/ Vacuolo

3.2 Analise de motivos

A partir do alinhamento multiplo das sequéncias foi possivel observar os
motivos caracteristicos de cada familia de osmoprotetores e suas respectivas
subclasses. Para a prolina (P5CS), os candidatos apresentaram os seguintes motivos:
Regiao N-Terminal - Leucina ziper - onde no transcrito Ss-P5CS-01 apresentou uma
troca de aminoacidos do S21s e A219 por AG; Glu-5-Kinase - havendo substituicdo nas
posicdes Vas2 por N (Ss-P5CS-01) e K (Ss-P5CS-02), A2s4 por S e Tzg2 por | (Ss-P5CS-
02) e V272 por L, H2ss por C e E2s9 por Y (Ss-P5CS-01), em relagdo ao motivo ATP-
Sitio de ligacéo, este apenas foi identificado no transcrito Ss-P5CS-01. Na regiao C-
Terminal os seguintes motivos foram identificados: NAD(P)H sitio de ligagéo - com as
substituigdes lag1 por N (Ss-P5CS-01) e T (Ss-P5CS-02), N4go7 por T em ambos
transcritos e lsass, Has7, E492, Dags € Gsoo por A, Y, S, E e D em Ss-P5CS-01 e também
GSA-DH apresentando trocas nos aminoacidos Y7oo por F em ambos transcritos e Sro1
por C em Ss-P5CS-01 e E722 por D em Ss-P5CS-02 (Figura 1).

Em P5CR todos os transcritos apresentaram os motivos conservados
caracteristicos GxxGxG (Rossmann fold), com excecédo de Ss-P5CR-04 e Ss-P5CR-
05 apresentando uma C (cisteina) no lugar da primeira G (glicina), GSxPA (marca
registrada do nucleo de dimerizagédo) e o motivo SP-A/G-GTT (os candidatos Ss-
P5CR-04 e 05 apresentaram trocas de aminoacidos S pelo T, T pelo C (04), G pelo E
e T pelo C (05) (Figura 2).

Para glicina-betaina (BADH), todos os transcritos apresentaram o
decapeptideo conservado VTLELGGKSP, havendo apenas uma troca de aminoacido
na posicao Tzs2 por S, o tripeptideo SKL na regido C-Terminal além do heptapeptideo
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QLFIDGE na regido N-Terminal. Além disso, apresentaram os seguintes residuos
conservados: PWNYP, ELGGKSP e GQI(V)CSATSR e o aminoacido | (Isoleucina) na
posicao critica para o acumulo de GB em vegetais identificado através do alinhamento
de sequéncias ortélogas da proteina com este aminoacido ja identificado na literatura
(Figuras 3a e 3b).

Para CMO, os candidatos apresentaram apenas a sequéncia motivo
mononuclear ndo heme de ligacdo ao ferro G/Dxs-4Dx2Hxs4-sH, caracteristico do
dominio RHO alfa C_CMO-like e ndao apresentaram o motivo caracteristico tipo
Rieske (2Fe — 2S) CxHx15-17Cx2H do dominio Rieske_RO_Alpha_CMO, pois 0 mesmo

apresentou-se incompleto nas sequéncias (Figura 4).
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Figura 1. Alinhamento das sequéncias de P5CS de S. scabra. As caixas pretas indicam os motivos conservados: 1- ATP Sitio de
Ligacao, 2- Leucina Zipper, 3- Glu- 5-Kinase, 4- NAD(P)H Sitio de ligacao e 5- GSA-DH.
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias de P5CR de S. scabra. As caixas pretas indicam os motivos conservados: 1- Rossmann fold
e 2- marca registrada de dimerizagao.
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Figura 3a. Alinhamento das sequéncias de BADH de S. scabra. As caixas pretas indicam os motivos: 1- Sinal cloroplasto, 2-
decapeptideo conservado e 3- Sinal peroxissomal. As setas indicam residuos conservados.
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Figura 3b. Alinhamento das sequéncias ortdlogas de BADH utilizadas na fenética para identificagdo do aminoacido critico (indicado
pela seta vermelha) na produgéo de GB.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias de CMO de S. scabra com identificagcdo do motivo mononuclear ndo heme de ligagao ao
ferro.
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Para mio-inositol (MIPS), os quatro candidatos apresentaram os motivos
conservados caracteristicos GWGGNNG (havendo troca do aminoacido W71 por L em
Ss-MIPS-01 e 02), LWTANTERY (também havendo troca do aminoacido Lz33 por F
em Ss-MIPS-01 e 02), NGSPQNTFVPGL (havendo troca nas posi¢coes Szs7 e L2gs por
A e C em Ss-MIPS-01 e 02) e SYNHLGNNDG (Figura 5).

Para IMP, foram localizados dois motivos conservados: DPLDGT (havendo
troca do aminoacido L239 por | em Ss-IMP-03 e 04 e pelo aminoacido V em Ss-IMP-
05,06,07,08,09 e 10) ndo sendo observado nas sequéncias Ss-IMP-01, 02, 11, 12 e
13 e WDxAAG, porém o motivo caracteristico GEET nao foi localizado (Figura 6).

Para trealose, as sequéncias com apenas dominio *TPS apresentaram todos
os residuos conservados (Figura 7): VANRLP (com exceg¢ado de Ss-*TPS-02 e 03),
GGL, YYN, LWP, HDYHL, FLHT, GFQ/HT, RLD, SKG, SRG e LRDGMNLVSYE. Os
candidatos com apenas o dominio TPP apresentaram todos os motivos Dxxx(T/V),
(S/T)Gx e Kx16-30(G/S)(D/S)xxx(D/N) caracteristicos da familia génica (Figura 8). Ja as
sequéncias de TPS apresentaram a maioria dos residuos conservados caracteristicos
do dominio TPS, porém apenas os candidatos Ss-TPS-05 e 06 apresentaram os
residuos ANR112LP (Arginina), GG134LV (Glicina), DR3ssLD (Arginina) e YEa9sFV
(Glutamato) e em contrapartida, estes ndo apresentaram nenhum motivo
caracteristico do dominio TPP: Dxxx(T/V), (S/T)Gx e Kx16-30(G/S)(D/S)xxx(D/N) - com
a excecao do candidato Ss-TPS-05 que apresentou o ultimo motivo - que por sua vez
foram identificados nas outras sequéncias, com a excecdo do ultimo que foi

encontrado apenas nos candidatos Ss-TPS-01, 02, 07 e 08 (Figura 9).
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Figura 5. Alinhamento das sequéncias de MIPS de S. scabra onde as caixas pretas indicam os motivos conservados.
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias de IMP de S. scabra onde as caixas pretas indicam os motivos conservados.
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias com apenas dominio *TPS de S. scabra. As setas pretas indicam os residuos conservados
destas proteinas.



Barros, AAG. Caracterizagdo estrutural, funcional e diversidade de osmoprotetores no transcriptoma de Stylosanthes scabra (Vogel) sob déficil hidrico.

90 120
S&TPP-01/19-340 FUBYDG B AEMBONMEA A Al 1 1 £ F | GLTEL¥¥ACEHG! F RQS\!‘EDNH Nc-rmgmm' EES LY
SSTPR02/40-252 ] 5 /\EFVRLGEV ( KBRMHHK
S&-TPR03M 34-346 FUpYDG { ) LEPT/ : EFVRLG AGEHGH NHHK
Se-TPR04M04-314 Al 3 i - G F AEL 1 ¢ S
SeTPRO3M04-314

SsTPROG104-314 YorooT} i AL G VY FVIBLAELYYAGEHG S S ;
SsTPROT/118-328 IMTF UIBYBC \ Fl GTLHD | A e F VKL AELYYAGBHG! e
SsTPP-08418-328 1 C | G A ! £ e F
S&-TPA-09148-360

SeTPR10/10-322

SsTER11/10-321

S5 TPR12101-312 ! 3 ! AFI frc FVRL GEHG! e
SsTPR13400-311 3 s { f V¥ 1FVRLAE LY Y AGSHOW 5 R
SsTPP14101-312 LARC Y ! \ 1 o)
S&TPAP15100-311

SsTPA16410-321

SeTER17104-314

SsTPR18110-322 ; : | , frc 14 A 2

S5 TPR19/148-360 | I ; 8 1 \TG /M EVBLAELYWAGSHGLD | oP T T TER D - - - - - - - -
S5 TPR20/118-328 5 i IRG J A |V SFVRL: oMD | 5 it
S5TPP-21/118-328 F | A G FVELAEL - L
S5TPR-22M104-314

SsTPR-23104-314

S8-TPP-24/134-346

gIMMMAMIFIQC QGG

|| |.|. " . |.|, H, 5 i

53 € -D44352-- - 643666 [ 63 §*3°439755°53

conssnes || FLOYDTLEP) LD Lt "R Ku' "'IT.R.RDF T-; VYAGSHGIDIKGF SR 0Bl oL s

h._LLI Ilh & ull b

L EYPKLTORKILEIRPT IKADKCKALEF LLESL Gy, NonoleP CODRTDEDAFK, R

'P‘
VLKEYPKLEK LTGGRK\J’LE TRPT IKWDKGKALEF LLESLGY +NSNDVFP V1 ODDRTDEDAFKVLR

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de TPP de S. scabra onde as caixas pretas indicam os motivos conservados.
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias de TPS de S. scabra. As setas indicam os residuos conservados presentes no dominio TPS
€ as caixas pretas indicam os motivos conservados presentes no dominio TPP.
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3.3 Analise de expresséao génica in silico

O perfil de expresséo in silico foi gerado por meio da utilizagdo dos dados de
expressao obtidos nas duas bibliotecas (6 e 24 h) mediante clusterizag&o hierarquica
(Figura 10). De forma geral, os osmoprotetores candidatos apresentaram expressao
diferencial (induzido ou reprimido) nos dois tempos de estresse hidrico, com poucos
candidatos nao significativos.

Foi possivel observar a formacado de trés clusters bem definidos, onde o
primeiro cluster apresenta uma repressao mais acentuada no tempo de 6 h e a medida
que o tempo de estresse aumenta para 24 h, a repressao vai diminuindo. O segundo
cluster apresenta uma leve inducdo com de 6 h de estresse, e com 24 h, essa inducao
fica mais evidente. O transcrito Ss-*TPS-01 destaca-se nesse cluster pois se
apresenta reprimido no tempo de 6 h e induzido com 24 h. O terceiro cluster apresenta
um padrdo oposto ao primeiro cluster, com uma repressdo menos acentuada no
tempo de 6 h e que se torna mais evidente com 24 h.

Em relacdo a expressao observada no tempo de 6 h, nota-se que a quantidade
de transcritos induzidos e reprimidos é pequena onde apenas o transcrito Ss-*TPS-06
apresenta uma expressao significativa entre log2FC=2,00 e log2FC=4,00. Por outro
lado, entre os transcritos que apresentaram repressao, destaca-se o transcrito Ss-
IMP-09, que apresentou um alto nivel de repressao (log2FC=6,00). J&4 no tempo de
24 h, houve uma maior quantidade de transcritos induzidos e reprimidos, embora o
numero de transcritos reprimidos seja maior. Os transcritos Ss-TPS-01 e Ss-IMP-07

apresentaram o maior nivel de inducéo e repressao, respectivamente.
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Figura 10: Heatmap construindo a partir da contagem de reads dos osmoprotetores
em duas bibliotecas de RNA-Seq sob condi¢ao de estresse hidrico nos tempos de 6
e 24 h. A cor branca indica a auséncia de expressao (transcrito ndo modulado), tons
de azul indicam os niveis de repressado e tons de vermelho indicam os niveis de
inducéo (vide escala de cores). Quanto maior a intensidade da cor (azul ou vermelha),
maior o nivel de repressao/indugao do gene analisado.

3.4 Ancoragem de sequéncias de S. scabra no genoma de A. duranensis:

Os transcritos de S. scabra apresentaram no genoma de A. duranensis (n=10)
um total de 19 loci ancorados (Figura 11) agrupados em sua maioria nas regides
terminais, com os cromossomos 1 e 3 apresentando 28 transcritos ancorados. Todos
os candidatos de glicina-betaina ancoraram nos cromossomos 1. Por sua vez, os
transcritos de trealose ancoraram em sete cromossomos distintos (1, 3, 5,6, 7, 8 e
10). Foi realizada uma segunda ancoragem no genoma de Arachis ipaensis (dados
nao mostrados), onde foi possivel observar que apesar de se localizarem em posigdes
distintas, os genes de Prolina, Mio inositol e Glicina betaina de S. scabra

apresentaram uma conservagao, nao observada em Trealose, se distribuindo
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exatamente nos mesmos cromossomos que A. duranensis, indicando a existéncia de
uma sintenia para estes genes entre as espécies. Devido a aproximagao taxondmica
destas com S. scabra, provavelmente esta conservacao sera mantida. Os candidatos
como dominio TPS exclusivo, Ss-P5CR-04 e 05 e Ss-MIPS-01 e 02 ndao apresentaram

resultados na analise.
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Figura 11: Ancoragem dos transcritos de S. scabra em cromossomos virtuais de A.
duranensis (n=10). Em lilas = Trealose; Verde = Glicina betaina; Azul = Mio inositol;
Vermelho = Prolina. Sequéncias ancoradas na mesma posicao indica isoformas.
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3.5 Analises fenéticas:

As arvores fenéticas (Figura 12) foram construidas a partir de 74 sequéncias
proteicas candidatas a osmoprotetores em S. scabra, sendo 40 de Trealose (TPS e
TPP), 17 de Mio inositol (MIPS e IMP), 10 de Glicina betaina (BADH e CMO) e sete
de Prolina (P5CS e P5CR). Foi possivel observar que em cada familia proteica as
sequéncias dividiram-se em dois grandes grupos, em alguns casos com alto valor de
confiabilidade (valores de bootstrap >95) numerados em algarismos romanos | e Il,
separando cada uma em suas devidas subfamilias. No caso da Trealose,
compreendeu uma exceg¢ao, com a formagéao de trés grupos, onde as sequéncias que
continham apenas o dominio TPS (representadas por um asterisco - *TPS),
identificadas com um asterisco, formaram um grupo separado. Também péde ser
notado que as sequéncias Ss-TPS-05 e 06, que possuem ambos dominios TPS e
TPP, agruparam-se juntamente com as sequéncias do grupo Ill, o que se deve
provavelmente ao fato dessas sequéncias possuirem maior similaridade no dominio
TPS com as sequéncias do grupo Ill do que com as do grupo Il, que também séao
proteinas com ambos dominios (TPS e TPP). Esta semelhanga pode ser observada

na auséncia do motivo 10 mostrado no dendrograma das sequéncias de TPS.
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Figura 12. Arvores fenéticas construida usando o método de Neighbor-Joining para
inferéncia de diversidade de osmoprotetores candidatos em S. scabra. Os numeros
na base dos ramos (alguns circulados em amarelo) referem-se aos valores de
bootstrap (2.000 repeticées). A) Prolina, B) Glicina betaina, C) Mio inositol e D)
Trealose.
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Para analise de classificagcdo dos genes de osmoprotetores foram utilizadas
sequéncias descritas e disponiveis na literatura de diferentes espécies. A relagao
entre os ortélogos em Prolina, Mio inositol e Glicina betaina foram refletidas em
grupamentos conforme a taxonomia dos grupos em monocotiledbneas e
dicotiledbneas. Em P5CS e P5CR (Figuras 13a e 13b) o ramo principal das
dicotiledbneas ¢€ iniciado pela sequéncia de Glycine max enquanto o das
monocotiledéneas pela sequéncia de Musa acuminata, com a exceg¢ao das
sequéncias Ss-P5CR-04 e 05 que formaram um grupo separado provavelmente
devido ao fato de as mesmas apresentarem apenas dois dos motivos identificados no
MEME, demonstrando assim a baixa similaridade das mesmas em relagao as outras
sequéncias do grupo de dicotiledoneas. Em MIPS (Figura 14a) o ramo das
dicotiledoneas € iniciado pelas sequéncias de S. scabra enquando o ramo das
monocotiledéneas € encabegado pela sequéncia de Zea mays. Porém, Ss-MIPS-01 e
02 separaram-se do grupo e formaram um grupo separado, como pode ser observado,
pela auséncia do Motivo 9 que esta presente nas outras sequéncias. Ja em IMP
(Figura 14b) as sequéncias formaram trés grupos com baixo nivel de confiabilidade
devido aos valores baixos de boostrap (indicados pelos circulos amarelos) sendo um
grupo de monocotileddneas e dois grandes grupos de dicotiledéneas, onde cinco das
13 sequéncias de S. scabra se agruparam. Como ocorrido em P5CR e MIPS, oito
sequéncias de S. scabra se separaram das demais e formaram um grupo a parte
devido a baixa similaridade destas sequéncias em relacdo as demais como
comprovado pela auséncia de motivos. Em CMO (Figura 15a) houve separacéo das
sequéncias taxonomicamente em quatro ramos distintos, com dois de dicotiledéneas,
um de monocotileddneas, sendo a sequéncia de Selaginella moellendorffii a Unica de
gimnosperma.

Em BADH (Figura 15b) a alta similaridade das sequéncias notada pela analise
dos motivos, distinguiu os grupos taxondbmicos em 3 grandes grupos de
monocotiledéneas, dicotiledbneas e de espécies de gimnospermas. Em Trealose
(Figuras 16a e 16b), diferentemente das outras familias, a separagao das sequéncias
nao seguiu um padrdo taxondmico, mas formou dois grandes grupos (Classe 1 e
Classe 2) para TPS e (Grupo A e Grupo B) para TPP de acordo com descricdo na
literatura. Entretanto em TPP pbde ser observada a formagdo de um grupamento a
parte, abrigando trés sequéncias de Glycine max, quatro de Zea mays e duas de

Oryza sativa que — em comparagado com as outras sequéncias presentes no grupo —
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pode-se notar a auséncia de alguns motivos identificados, o que pode justificar sua

menor similaridade comparativamente aos demais grupos formados.
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Figura 13a. Dendrograma mostrando as rela¢des entre ortdlogos aos candidatos de
P5CS pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
espécies monocotileddneas e nos ramos verdes espécies dicotileddneas. Numero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Gm (Glycine max);
Ss (Stylosanthes scabra); Bn (Boehmeria nivea); Rc (Ricinus communis); Pt (Populus
trichocarpa); Nt (Nitraria tangutorum); At (Arabidopsis thaliana); Nt (Nicotiana
tabacum); Vu (Vigna unguiculata); Ad (Arachis duranensis); Ma (Musa acuminata); Ta
(Triticum aestivum); Os (Oryza sativa); Si (Setaria italica); Zm (Zea mays). Posigao da
estrela indica inicio da sequéncia. M= Motivo.
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Figura 13b. Dendrograma mostrando as relag¢des entre ortdélogos aos candidatos de
P5CR pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
espécies monocotiledéneas e nos ramos verdes espécies dicotiledéneas. Numero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes
scabra); Gm (Glycine max); Pv (Phaseolus vulgaris); Mt (Medicago truncatula); Br
(Brassica rapa); Cs (Camelina sativa); At (Arabidopsis thaliana); Pp (Prunus persica);
Vv (Vitis vinifera); S| (Solanum lycopersicum); Ma (Musa acuminata); Ob (Oryza
brachyantha); Si (Setaria italica); Zm (Zea mays); Sb (Sorghum bicolor). Posig¢ao da
estrela indica inicio da sequéncia. M= Motivo.
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Figura 14a. Dendrograma mostrando as relagdes entre ortélogos aos candidatos de
MIPS pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
espéecies monocotiledéneas e nos ramos verdes espécies dicotiledéneas. NUmero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes
scabra); Gm (Glycine max); Pv (Phaseolus vulgaris); Gr (Gossypium raimondii); Ga
(Gossypium arboreum); Dz (Durio zibethinus); Tc (Theobroma cacao); Br (Brassica
rapa); At (Arabidopsis thaliana); Bo (Brassica oleracea); Zm (Zea mays); Os (Oryza
sativa); Sb (Sorghum bicolor). Posigdo da estrela indica inicio da sequéncia. M=
Motivo.
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Figura 14b. Dendrograma mostrando as relagdes entre ortélogos aos candidatos de
IMP pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
espéecies monocotiledéneas e nos ramos verdes espécies dicotiledéneas. NUumero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes
scabra); Cg (Capsella grandiflora); Cr (Capsella rubella); At (Arabidopsis thaliana); Bs
(Boechera stricta); Aly (Arabidopsis lyrata); Es (Eutrema salsugineum); Br (Brassica
rapa); Tc (Theobroma cacao); Gr (Gossypium raimondii); Zm (Zea mays); Si (Setaria
italica); Pv (Panicum virgatum); Os (Oryza sativa); Bd (Brachypodium distachyon); Bs
(Brachypodium stacei); Vv (Vitis vinifera); Pv (Phaseolus vulgaris); Gm (Glycine max).
Posic&o da estrela indica inicio da sequéncia. M= Motivo.
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Figura 15a. Dendrograma mostrando as relagdes entre ortdlogos aos candidatos de
CMO pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
espécies monocotiledéneas, nos ramos verdes espécies dicotiledéneas e nos ramos
laranjas espécies gimnospermas. Numero nas bases dos ramos referem-se aos
valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes scabra); Gm (Glycine max); Pv
(Phaseolus vulgaris); Mt (Medicago truncatula); Vv (Vitis vinifera); Sb (Sorghum
bicolor); Zm (Zea mays); Os (Oryza sativa); Os ind (Oryza sativa Indica); Sm
(Selaginella moellendorffii); At (Arabidopsis thaliana); Aly (Arabidopsis lyrata); So
(Spinacia oleracea); Bv (Beta vulgaris). Posigao da estrela indica inicio da sequéncia.
M= Motivo.
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Figura 15b. Dendrograma mostrando as relagdes entre ortdlogos aos candidatos de
BADH pelo método neighboor joining onde nos ramos vermelhos estdo presentes
especies monocotiledéneas, nos ramos verdes espécies dicotiledéneas e nos ramos
laranjas espécies gimnospermas. Numero nas bases dos ramos referem-se aos
valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes scabra); Gm (Glycine max); Mt
(Medicago truncatula); Pv (Phaseolus vulgaris); Ah (Amaranthus hypochondriacus);
So (Spinacea oleracea); Bv (Beta vulgaris); S| (Solanum lycopersicum); Lb (Lycium
barbarum); Bn (Brassica napus); Aly (Arabidopsis lyrata); Cr (Capsella rubella); Os
(Oryza sativa); Sb (Sorghum bicolor); Bd (Brachypodium distachyon); Aeta (Aegilops
tauschii); Ta (Triticum aestivum); Ps (Picea sitchensis); Sm (Selaginella
moellendorffii); Vc (Volvox carteri); Cs (Coccomyxa subellipsoidea). Posi¢cao da estrela
indica inicio da sequéncia. M= Motivo.
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Figura 16a. Dendrograma mostrando as relagbes entre ortdlogos aos candidatos de
TPS pelo método neighboor joining onde nos ramos rosas estdo presentes as
sequéncias da Classe 1 e nos ramos roxos as sequéncias da Classe 2. Numero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes
scabra); Gm (Glycine max); At (Arabidopsis thaliana); Pv (Phaseolus vulgaris); Os
(Oryza sativa). Posicdo da estrela indica inicio da sequéncia. (M4, M6, M11, M12,

M13, M14) motivos dominio TPP e (M1, M2, M3, M5, M7, M8, M9, M10, M15) motivos
dominio TPS.
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Figura 16b. Dendrograma mostrando as relagdes entre ortdlogos aos candidatos de
TPP pelo método neighboor joining onde nos ramos azuis estdo presentes as
sequéncias do Clado A e nos ramos marrons as sequéncias do Clado B. Numero nas
bases dos ramos referem-se aos valores de boostrap. Legenda: Ss (Stylosanthes
scabra); Gm (Glycine max); At (Arabidopsis thaliana); Os (Oryza sativa); Zm (Zea
mays). Posigao da estrela indica inicio da sequéncia. M= Motivo.
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4. DISCUSSAO

4.1 Avaliagao dos dominios e motivos conservados

A variedade de osmoprotetores identificados no transcriptoma de S. scabra
assemelham-se aos resultados de trabalhos anteriores como o de dos Santos Barros
et al. (2009), que utilizaram a bases de dados EST e identificaram 3 (P5CS), 4 (P5CR),
10 (TPS), 8 (TPP), 1 (CMO), 3 (BADH) e 3 (MIPS), analisando 19 bibliotecas de
diferentes tecidos e condigdes de cinco espécies do género Eucalyptus. Por sua vez,
Kido et al. (2013) utilizaram robusta dados de bibliotecas HT-SuperSAGE verificaram
10.546 transcritos de osmoprotetores em G. max, sendo 36 diferencialmente
expressos sob estresse hidrico.

O acumulo de aminoacidos tem sido observado em vegetais durante periodos
de estresse abiotico (Rhodes et al. 1986; Lugan et al. 2010). Como um aminoacido
funcional, a prolina possui diversos papéis sob condicdes de estresse, estabilizando
proteinas, membranas e estruturas subcelulares, além de atuar na protecdo das
fungdes da célula, fazendo a limpeza das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Kaur
e Asthir 2015). P5CS [EC:2.7.2.11 1.2.1.41] € uma enzima bifuncional em plantas que
catalisa os dois primeiros passos da via glutamato na biossintese de prolina (Delauney
e Verma 1993; Yoshiba et al. 1995) com aproximadamente 717 aminoacidos e peso
molecular estimado de 77.7 kDa (Savouré et al 1995; Strizhov et al 1997). Os residuos
conservados nos dominios Glu-5-Kinase e GSA-DH localizados nos transcritos de S.
scabra: ATP e NAD(P)H sitios de ligacéo e a regido rica em Leucina foram também
encontrados por Zhuang et al. (2011), Wang et al. (2014) e Li et al. (2014) em estudos
com Jatropha curcas L., Milho e Lolium perenne L., respectivamente. O motivo
Leucina Zipper esta envolvido na preservagao da estrutura terciaria da enzima (Hu et
al 1992) e esta presente em ambos dominios, porém em S. scabra so foi possivel
localiza-lo no dominio da regido N-Terminal. O dominio Glu-5-Kinase é responsavel
pela fosforilagdo do glutamato para formar glutamil fosfato que é reduzido para
glutdmico semi-aldeido pelo dominio GSA-DH (Wang et al. 2014) formando pirroline-
5-carboxylato (P5C), que por sua vez, € reduzido a prolina pela enzima P5CR,
caracterizada por dois dominios [Dominio de ligagdo NAD(P) Rossmann,
CATH3.40.50.720; e um dominio C-Terminal ProC, CATH1.10.3730.10], com

aproximadamente 280 aminoacidos, 310 kDa em espinafre e localizada no citosol em
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raizes de soja, pode ser reconhecida através dos motivos conservados GxxGxG
(Rossmann fold), GSxPA (marca registrada do nucleo de dimerizagédo) e SP-A/G-GTT
(Szoke et al. 1992; Murahama et al. 2001; Forlani et al. 2015), presentes em S.
scabra. O dominio da regiao C-Terminal em P5CR, denominado de dominio de
dimerizagdo, esta envolvido no arranjo do sitio ativo da proteina e baseado em
estudos estruturais essa dimerizagdo é essencial na formagdo de uma enzima
completamente funcional (Forlani et al. 2015).

Acucares além de funcionarem como osmoprotetores, também desempenham
papel de substrato para o desenvolvimento vegetal e sdo reguladores da expressao
génica (Koch 1996). Dissacarideos, como a trealose, estdo essencialmente
envolvidos na tolerancia a estresses em plantas (Keunen et al. 2013) e em varios
organismos. Este agucar é capaz de estabilizar e proteger membranas e proteinas,
permitindo-os sobreviver a ciclos de desidratagdo e reidratagdo (Weisburd 1988;
Colago et al. 1992). A estrutura das proteinas TPS em plantas contém dois dominios,
TPS na regidao N-Terminal e TPP na regido C-Terminal (Goddijn e Van Dun 1999; Mu
et al. 2016) enquanto que as proteinas TPP apresentam apenas o dominio TPP (Yang
et al. 2012). S. scabra apresentou candidatos com ambos os dominios (TPS e TPP)
além de candidatos com os dominios TPS ou TPP exclusivos.

Os dominios TPS (Glyco_transf 20) e TPP (Trehalose PPase / HAD-Like
Superfamily) além de possuirem residuos conservados presentes em ambos e
encontrados na maioria das sequéncias de S. scabra (com raras excegdes) também
foram identificados por Avonce et al. (2006), Rao et al. (2006), Lei et al. (2017) e Wang
et al. (2019). Os residuos presentes no dominio TPS s&o importantes para a ligagéo
glucose-6-fosfato (GIc6P) e uridina difosfoglucose (UDP-GIc) (Avonce et al. 2006;
Wang et al. 2019). HAD-like Superfamily compreende varias fosfatases e hidrolases e
estruturas cristalinas dessas proteinas mostraram que os trés motivos conservados
identificados no presente trabalho, Dxxx(T/V), (S/T)Gx e Kx16-30(G/S)(D/S)xxx(D/N)
formam o sitio ativo das enzimas (Fieulaine et al. 2005; Burroughs et al. 2006).

Alcoois de aclcar também protegem moléculas durante a desidratacdo e
reidratacdo contra mudangas osmaticas rapidas e estresse oxidativo (Tarczynski et al.
1993). Em plantas superiores, mio-inositol possui diversos papéis importantes como
o desenvolvimento e crescimento, manutencao dos componentes celulares além de
desempenhar o papel de osmoprotetor e fazer parte da resposta a estresses
ambientais (Bohnert et al. 1995; Valluru e Ende 2011).
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MIPS (EC 5.5.1.4) é a enzima chave da biossintese de mio-inositol, possuindo
cerca de 510 aa em plantas superiores (Ma et al. 2019) pois converte D-glucose 6-
fostato em myo-inositol-1-fosfato (Ins1P) que em seguida é desfoforilado pela enzima
IMP (EC 3.1.3.25) para formar inositol livre (Abreu e Aragdo 2007). Residuos
conservados de ambas as proteinas foram encontrados em S. scabra: quatro
sequéncias de aminoacidos altamente conservadas nas proteinas MIPS
(GWGGNNG; LWTANTERY; NGSPQNTFVPGL e SYNHLGNNDG), descritas por
Majumder et al. (2003) e por Ma et al. (2019), envolvidas na ligagdo das proteinas
para catalisar a reagado enzimatica e que sédo essenciais para as fungdes da mesma
(Majumder et al. 1997), além de motivos conservados nas proteinas IMP (DPLDGT;
WDxAAG e GEET, sendo este ultimo nao localizado nas sequéncias de S. scabra)
também identificados por Song et al. (2016) e Zhang et al. (2017) que s&o descritos
como indispensaveis para a ligagcdo de metais e substratos para IMP (Zhang et al.
2017).

Analises mutagénicas mostraram que o Triptofano (W) e o Aspartato (D) no
motivo WDxAAG, além do Aspartato (D) em DPLDGT, sdo residuos chave para a
afinidade do litio e do magnésio e por IMP ser uma proteina com sensibilidade ao litio
(Gillaspy et al. 1995), a mutagao nesses residuos revoga quase que completamente
a atividade da enzima (Nigou et al. 2002). S. scabra nao apresentou mutagdes nesses
residuos demonstrando que as proteinas sao de fato funcionais na espécie.

Glicina-betaina € um composto amoénio quaternario presente em diversos
organismos como bactérias, mamiferos, invertebrados marinhos e plantas (Ahmad et
al. 2008; Chen e Murata 2008). Tem sido sugerido que a glicina-betaina estabiliza
membranas, protege proteinas e o fotossistema 2 e reduz o estresse oxidativo (Chen
e Murata 2011). Diversas haldfitas de interesse agricola, incluindo algumas Poaceae
como o arroz, sintetizam e acumulam glicina-betaina em resposta a estresses
abioticos (Weretilnyk et al., 1989). Em vegetais, a glicina-betaina & sintetizada via
colina, onde a enzima CMO (EC:1.14.15.7) converte a colina em betaina aldeido
(BAL), que é convertida em glicina betaina pela enzima BADH (EC:1.2.1.8).

CMO é uma proteina que composta por aproximadamente 410 aminoacidos em
arroz (Luo et al. 2012), localizada no cloroplasto (Rathinasabapathi et al. 1997) e
possui dois motivos conservados: um Rieske-type (2Fe-2S) que corresponde a
sequéncia CxHx15-17Cx2H, onde X representa qualquer aminoacido e uma

sequéncia mononuclear ndo heme de ligagdo ao ferro G/Dx3-4Dx2Hx4-5H e tais
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motivos sdo considerados essenciais para o funcionamento das proteinas CMO
(Mason e Cammack 1992; Rathinasabapathi et al. 1997; Hibino et al. 2002). Em S.
scabra s6 foi possivel identificar a presenga do motivo G/Dx3—4Dx2Hx4—-5H devido ao
fato das proteinas apresentarem apenas cerca de 264 aa em suas sequéncias,
provavelmente devido ao dominio Rieske RO_Alpha_ CMO apresentar-se
incompleto, indicando que talvez essas proteinas ndo sejam funcionais na espécie.
Em plantas, BADH é uma enzima NAD+ dependente que pertence a superfamilia
ALDH (Aldeido Dehidrogenases), mais precisamente a familia ALDH10 (Vasiliou et al.
1999), que contém o decapeptideo (VTLELGGKSP) altamente conservado em suas
sequéncias (Lamark et al. 1991).

Proteinas ALDH10 de plantas sdo aminoaldeidos dehidrogenases (AMADHSs)
que também possuem trés residuos altamente conservados (PWNYP,
GQI(V)CSATSR e ELGGKSP) essenciais para a sua catalise, que situam-se no fundo
do canal de substrato e formam conjuntamente o sitio ativo da proteina (Perez-Miller
e Hurley, 2003; Wymore et al. 2004). O sinal SKL na regidao C-Terminal indica o
direcionamento das proteinas ao peroxissomos (Reumann 2004) e o motivo QLFIDGE
indica sua localizagao no cloroplasto (Weretilnyk e Hanson, 1990). Algumas ALDH10
de plantas sdo capazes de utilizar eficientemente BAL como substrato (Fujiwara et al.
2008; Hanson et al. 1985; Hibino et al. 2001), e dessa forma, participar da sintese de
glicina-betaina.

Analises de cristalografia da proteina de espinafre (SoBADH) moldada in silico
possibilitou a descoberta de que um aminoacido na posi¢cao 441 era critico para que
a enzima aceitasse ou rejeitasse BAL como substrato e sintetizar a glicina-betaina
(Diaz-Sanchez et al. 2012). Este residuo, identificado como uma Alanina (A) ou
Cisteina (C), esta localizado na segunda esfera da interagdo com o substrato, sendo
anteriorao triptofano (W) na posigdo 456 em SoBADH, determinando o tamanho do
“bolso” formado por esse triptofano e uma Tirosina localizada na posi¢ao 160, onde o
substrato ira se ligar. Nas ALDH10 vegetais com baixa atividade BADH, esse “bolso”
tem seu espaco reduzido, pois nessa posi¢ao critica, ao invés de uma Ala ou Cis, tera
uma isoleucina (1) que ira puxar o Triptofano contra a Tirosina, diminuindo o espacgo e
dificultando a ligagdo com o substrato (Diaz-Sanchez et al. 2012).

Com base nesses fatos, Diaz-Sanchez et al. (2012) chegaram a concluséo de
que as proteinas que possuissem uma isoleucina nesta posigao critica (1441 em

SoBADH), denominadas de “Tipo 14417, teriam apenas atividade AMADH enquanto as
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que possuissem uma cisteina ou alanina teriam também atividade BADH, sendo um
fator limitante para a sintese de glicina-betaina em vegetais. Esta conclusédo foi
posteriormente confirmada por Kopécny et al. (2013), que relataram as estruturas
cristalinas de ALDH10 do milho, que contém uma cisteina na posicdo equivalente a
441 em SoBADH e possui atividade BADH (ZmAMADH1a; codigo PDB 418P), além
de uma isoenzima ALDH10 de tomate que contém uma isoleucina nesta posicéo e
nao possui atividade BADH (SIAMADH1; PDB cddigo 419B). Mufoz-Clares et al.
(2014) comcluiram que de fato uma atividade de BADH n&o sé iria prover niveis
significantes de glicina-betaina mas que também iria evitar o acumulo de BAL em
niveis toxicos.

As sequéncias de proteinas identificadas como BADH através da analise de
dominio em S. scabra apresentaram o decapeptideo, além de todos os residuos
conservados ja descritos anteriormente. Através do alinhamento comparativo entre as
sequéncias de aminoacidos antes da posigao critica de espécies ja identificadas por
Munoz-Clares et al. (2014) explorando a evolugdo das ALDHF10 em plantas e Jiang
et al. (2016) em estudos com Chenopodium quinoa foi possivel determinar uma
isoleucina (l) na posic¢ao critica (l471) em S. scabra indicando que provavelmente a
espécie ndo acumule glicina-betaina. No entanto, analises posteriores de medigéo de
conteudo do composto, modelagem das proteinas bem como de atividade enzimatica
poderdo confirmar tal hipétese. Em nosso estudo, o tripeptideo SKL na regido C-
Terminal e o motivo QLFIDGE na regido N-Terminal também foram identificados, o
que é consistente com observagdes anteriores de que a maioria das isoformas do tipo
1441 possuem o sinal peroxisomal do tipo 1 (PST1), que se encaixa na sequéncia
(S/A)-(K/R)-(L/M/) (Lingner et al. 2011; Chowdhary et al. 2012), enquanto as
isoformas do tipo C ou A441 n&o possuem, exceto em milho, sorgo, Setaria italica e

Zoysia tenuifolia (Muioz-Clares et al. 2014).

4.2 Genes de osmoprotetores

Os osmoprotetores identificados no transcriptoma de S. scabra, apresentaram
um total de 19 loci ancorados no genoma de A. duranensis (n=10), resultados
proximos aos encontrados em outra espécie da familia Fabaceae por Kido et al. 2013

que identificou um total de 25 loci em 19 cromossomos de G. max (2n=20).
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A ancoragem dos transcritos de S. scabra no genoma de A. duranensis
identificou a presenga de dois genes P5CS e um gene P5CR, resultados verificados
na maioria das plantas superiores, onde P5CS é codificada por dois genes (P5CS1 e
P5CS2) enquanto P5CR é codificada por apenas um gene (Verbruggen et al. 1993;
Su et al. 2011; Zhang et al. 2014). Analise dos genes SbP5CS1 e SbP5CS2 em sorgo,
localizados nos cromossomos 3 e 9 respectivamente, demonstraram uma presenca
superior de mRNAs de SbP5CS1 sob imposicao de estresses salino e déficit hidrico
do que de SbP5CS2, concluindo que SbP5CS2 é um gene “housekeeping” envolvido
no metabolismo da prolina, ndo possuindo relagdo com resposta a estresses (Su et
al. 2011). Resultados semelhantes foram reportados por Székely et al. (2008)
analisando os genes AtP5CS1 e AtP5CS2 de A. thaliana. Em nosso estudo, apenas
o transcrito Ss-P5CS-01, ancorado no cromossomo 4 de A. duranensis, mostrou-se
induzido sob o estresse aplicado, indicando que provavelmente apenas este gene de
P5CS esteja de fato relacionado a resposta ao estresse na espécie.

Plantas superiores compreendem uma série de genes de Trealose, por
exemplo, O. sativa possui 11 TPS genes (Yang et al. 2012) e 9 TPP genes (Avonce
et al. 2006) e A. thaliana contém 11 membros TPS (Vandesteene et al. 2010) e 10
membros TPP (Avonce et al. 2006). Segundo Fernandez et al. (2010), essa
redundancia € um indicador que a trealose possui um importante papel metabdlico. O
total de genes TPS e TPP identificado no presente trabalho foi similar ao reportado na
literatura, onde a ancoragem dos transcritos de S. scabra no genoma de A. duranensis
apontaram uma abundancia de quatro genes *TPS (com ambos os dominios) e seis
genes TPP. No entanto, os candidatos com o dominio TPS exclusivo ndo obtiveram
resultados, o que reforga a conclusao de Avonce et al. (2006) que mostraram que em
procariotos o0s genes TPS e TPP possuem duas proteinas distintas nos seus
genomas, ja em eucariotos, tais genes sao fundidos em uma unica proteina, sugerindo
que as proteinas bifuncionais dos procariotos devem ser os ancestrais evolutivos das
enzimas que participam da biossintese da trealose em eucariotos (Avonce et al. 2010).

Estudos prévios apontam que a familia de genes MIPS é pequena e em geral,
€ composta geralmente de um ou dois membros na maioria dos vegetais, exceto A.
thaliana com 3 genes e por Z. mays (mocotiledénea diploide), Brassica rapa, B.
oleracea, G. max (dicotiledbneas diploides) e Gossypium hirsutum e Gossypium

barbadense (dicotiledéneas tetraploides), que possuem quatro genes cada (Ma et al.
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2019). Resultados consistentes com os verificados em S. scabra, que apresentou
apenas um gene MIPS.

4.3 Analise Fenética e de Classificacdo dos Genes

Todas as monocotiledéneas possuem dois genes codificando proteinas
ALDH10, exceto pelo milho, que possui trés genes. Por sua vez, as dicotiledéneas
possuem um numero variado de genes que codificam proteinas ALDH10, desde um
(Ricinus communis) gene apenas até trés (Vitis vinifera), sendo G. max um caso
especial, pois também possui trés genes, porém, acredita-se que um deles seja um
pseudogene (Munoz-Clares et al. 2014). Andlises de sequéncias de aminoacidos
demonstraram que a maioria das plantas possuem duas isoformas ALDH10,
provavelmente devido a eventos de duplicacdo génica, sendo o tipo 1441 o mais
comum (Diaz-Sanchez et al. 2012). S. scabra apresentou quatro isoformas de BADH,
sendo estas duplicadas pois a ancoragem no genoma de A. duranensis revelou
apenas um gene codificando a proteina BADH e um gene codificando CMO.

O alinhamento das sequéncias de P5CS e PSCR demonstrou que ambas sao
bem conservadas. O cladograma claramente separou as classes em dois grupos
distintos de monocotiledéneas e dicotiledéneas, resultados também reportados por
Wang et al. (2017), Li et al. (2014) e Forlani et al. (2015). As sequéncias de S. scabra
se alinharam com o grupo de dicotiledéneas, em P5CS a separagao das sequéncias
Ss-P5CS-01 e 02 na arvore provavelmente se deve ao fato de ambas as sequéncias
se tratarem de genes distintos. Tal separagao também foi descrita por Li et al. (2014),
analisando genes de P5CS (Pr6CS1 e Pr6CS2) de L. perenne L, que observaram que
ambos 0s genes se separaram em dois clados distintos de monocotiledéneas, que
continham sequéncias de P5CS1 e P5CS2 de varias espécies. A duplicagcédo de genes
desempenha um papel importante na evolugao, podendo resultar em novas funcoes
(Pérez-Pérez et al. 2009) e também ¢é descrita como uma fonte importante para a
variedade de genes P5CS (Turchetto-Zolet et al. 2009).

Em plantas superiores, TPS e TPP sdo comumente classificadas em trés
subgrupos distintos de acordo com a similaridade com as proteinas TPS e TPP
microbianas e/ou a presencga de motivos especificos (Thaller et al. 1998; Leyman et
al. 2001; Eastmond et al. 2003). Em A. thaliana as proteinas da classe 1 (AtTPS1-4)
apresentaram maior similaridade com TPS1 de levedura e desse grupo a AtTPS1
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acreditava-se ser a unica que exibia atividade enzimatica de TPS em levedura
(Blazquez et al. 1998; Vandesteene et al. 2010). No entanto, estudos posteriores
demonstraram que AtTPS2 e AtTPS4 também exibiram atividade enzimatica de TPS,
exceto AtTPS3, que possivelmente € um pseudogene (Delorge et al. 2015). As
proteinas da classe 2 (AtTPS5-11) ndo possuem atividade enzimatica TPS e TPP
(Avonce et al. 2010), porém ainda contém motivos conservados caracteristicos da
HAD-Like Superfamily (TPP) (Thaller et al. 1998). Por sua vez, as proteinas da classe
3 (AtTPPA-J com cerca de 320-385 aminoacidos), correspondem a enzimas
funcionais com dominio TPP exclusivo (Vogel et al. 1998; Vandesteene et al. 2010).
Apesar de nao possuirem dominio ativo de TPS, as proteinas da classe 2 tiveram suas
expressoes relatadas em diferentes tecidos de Arabidopsis, arroz e Populus sugerindo
que as mesmas devem possuir outras funcdes. AtTPS5 em Arabidopsis, por exemplo,
tem um importante papel na termotolerancia, a qual € possibilitada através de sua
interagdo com o co-ativador transcricional MBF1c (Suzuki et al. 2008).

Tem sido sugerido que a origem dos genes TPP (Classe 3) nas plantas é
diferente da origem das classes que contém dominio TPS (Classe 1 e classe 2)
(Avonce et al. 2010). Em S. scabra, as sequéncias de TPS se alinharam formando
dois grandes clusters, conforme relatado por (Avonce et al. 2010) em Arabidopsis e
por Yang et al. (2012) em Populus, Arabidopsis e arroz, em Phaseolus vulgaris por
Barraza et al. (2016), em algodao por Mu et al. (2016), em Nelumbo nucifera por Jin
et al. (2016) e em Moringa oleifera. Lin et al. (2018), separando-se em classe 1 e
classe 2. As sequéncias Ss-TPS-05 e 06 de S. scabra alinharam-se com as
sequéncias pertencentes a classe 1 de Arabidopsis, além disso, apresentaram a
maioria dos residuos conservados do dominio TPS e nenhum motivo conservado do
dominio TPP (com excegéo de Ss-TPS-05 que apresentou apenas um), o que sugere
que estas sequéncias provavelmente possuem o dominio TPS ativo e o dominio TPP
inativo.

As sequéncias Ss-TPS-01, 02, 03, 04, 07, 08 e 09 por nao terem apresentado
a maioria dos residuos conservados do dominio TPS juntaram-se com as sequéncias
da classe 2 e provavelmente ndo possuem dominio TPS ativo. Ja em relacdo ao
dominio TPP nas sequéncias da classe 2, as mesmas apresentaram dois dos trés
dominios conservados, com Ss-TPS-01, 02, 07 e 08 apresentando todos os motivos
conservados, indicando que estas sequéncias provavelmente possuem o dominio

TPP ativo. No entanto, o processo e funcéo especifica de cada dominio necessita de
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analises posteriores para confirmar essa hipotese. As sequéncias de S. scabra da
classe 2 dividiram-se em varias subfamilias contendo membros tanto de
monocotiledéneas quanto de dicotiledéneas, sugerindo que esta classe de genes TPS
surgiu a partir de antigos eventos de duplicagdo génica seguidos de especializagao,
como proposto em Arabidopsis (Ramon et al. 2009; Avonce et al. 2010).

Diversos autores (Henry et al. 2014; Xie et al. 2015; Han et al. 2016) classificam
as sequéncias TPP conforme divisdo proposta em Arabidopsis (Vandesteene et al.
2010), que se da em dois clados, Clado A (AtTPPA, AtTPPF, e AtTPPG) e Clado B
(AtTPPB, AtTPPC, AtTPPD, AtTPPE, AtTPPH, AtTPPI, e AtTPPJ). As sequéncias de
S. scabra apresentaram a mesma divisdo, com a sequéncia Ss-TPP-01 agrupando-
se no Clado A e as demais no Clado B. As sequéncias do Clado B apresentaram uma
maior diversidade, formando subgrupos de mono e dicotileddneas. Paul et al. (2018)
também descreveu a presenca de um clado isolado, com sequéncias de G. max e
trigo, o que também foi observado no presente trabalho, com trés sequéncias de G.
max, quatro de Z. mays e trés de O. sativa.

A arvore fenética das sequéncias da proteina MIPS, mostraram uma clara
segregacao destes genes em monocotiledéneas e dicotiledéneas, resultados também
reportados por Abreu e Aragéo (2007) e Ma et al. (2019), o que indica que € possivel
que a divergéncia dos genes MIPS tenha ocorrido apds a divergéncia entre mono e
dicotiledéneas (Abreu e Aragao 2007). A analise de distribuicdo de motivos mostrou
que estes genes estdo localizados similarmente em todas as espécies, além da
presenca de residuos altamente conservados em MIPS de eucariotos (Abreu e Aragao
2007), sugerindo que MIPS é uma familia proteica bastante conservada em diversas
espécies de plantas.

O dendrograma gerado para IMP mostrou que algumas sequéncias de S.
Scabra estavam mais relacionadas com sequéncias de outras espécies da familia
Fabaceae, resultado semelhante ao obtido por Zhang et al. (2017), que constatou que
o IMP de O. sativa estava relacionado com o IMP de O. brachyantha (arroz selvagem).

Analises fenéticas de ALDH10 em vegetais identificaram grupos distintos de
monocotiledéneas e dicotiledéneas, assim como um grupo monofilético formado por
sequéncias de espermatdfitas (plantas com sementes) (Kopécny et al. 2013; Mufioz-
Clares et al. 2014), e o fato destas plantas primitivas possuirem apenas uma isoforma
de ALDH10 com o 1441 suporta a afirmacao anteriormente reportada por Diaz-

Sanchez et al. (2012), de que as isoformas do tipo 1441 correspondem a proteina
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ancestral da familia ALDH10. Este mesmo resultado foi encontrado no presente
trabalho, onde foi possivel verificar a separacdo dos ramos de acordo com a
diferenciacdo taxond6mica, com as sequéncias de S. scabra agrupando-se com
sequéncias de Fabaceae. O mesmo ocorreu na arvore fenética das sequéncias de

CMO, como também observado por Luo et al. (2012).

4.4 Expresséao diferencial

A expressao de P5CS1 em diferentes tecidos ja se mostrou induzida em varios
tipos de estresses abidticos, incluindo déficit hidrico, salinidade e baixas temperaturas
(Strizhov et al. 1997; Yoshiba et al. 1995; Abraham et al. 2003). Per et al. (2017),
analisando a expressao de genes P5CS em tratamentos com déficit hidrico e estresse
salino em A. thaliana e O. sativa, demonstraram que houve uma maior abundancia de
transcritos nos brotos das plantas em ambos os estresses, indicando um alto nivel de
expressao nas primeiras horas de aplicagéo do estresse, com decréscimo gradual ao
longo das 12 horas de estresse total. Em contraste, no presente estudo, foi observada
uma leve inducéo no tempo de 6 horas, que foi acentuada com 24 horas de estresse.

Em relacdo a expressdo nas raizes, os autores concluiram que AtP5CS e
OsP5CS mostraram maior resposta ao estresse salino em relagdo ao déficit hidrico.
Estas observacdes os levaram a conclusdo que a biossintese de prolina era de fato
afetada significativamente sob condi¢cdes de estresse abiotico, conclusdo esta que
também pode ser atribuida ao presente estudo, sugerindo que os genes P5CS
desempenhavam papéis distintos a depender do tipo de estresse. Os transcritos de
P5CR em S. scabra também se mostraram induzidos sob déficit hidrico, resultado
semelhante ao verificado por Ma et al. (2008) e Kido et al. (2013), indicando que de
fato a prolina possa desempenhar um papel importante para a espécie diante da
condicao de estresse.

A trealose pode proteger substancias bioativas e estruturas celulares, como
proteinas e acidos nucléicos, sobre condigdes ambientais adversas, como alta
salinidade e temperatura, seca, oxidagao e baixas temperaturas (Elbein et al. 2003;
Jang et al. 2003). Neste estudo, apds submeter S. scabra ao déficit hidrico por dois
intervalos de tempo (6 e 24 horas), 20 transcritos das classes TPS e TPP
apresentaram expresséao diferencial em raizes, corroborando com os trabalhos de Mu
et al. (2016), Lin et al. (2018) e Jiang et al. (2019). No entanto, os genes TPS da classe
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1 (Ss-TPS-05 e 06) mostraram-se reprimidos na condi¢cdo de estresse, em contraste
ao observado em outras espécies, como Arabidopsis (Avonce et al. 2004), M. olerifera
(Lin et al. 2018) e Ipomoea batatas (Wang et al. 2019), nas quais AtTPS1, MoTPS1 e
2 e IbTPS1 foram induzidos.

Por outro lado, os genes da classe 2 (Ss-TPS-01, 03, 07 e 09) apresentaram
inducgao, resultados similares aos encontrados por Mu et al. (2016), que analisando o
padrao de expressdo em desses genes em trés cultivares de algodao (G. raimondii,
G. arboreum L. e G. hirsutum L.) detectaram que os mesmos foram induzidos ou
reprimidos em ambas as classes em tecidos radiculares sob déficit hidrico.

Jiang et al. (2019) relataram que a superexpressado do gene OsTPP3 conferiu
tolerancia a seca em O. sativa. Em nosso estudo, os transcritos da classe 3 (TPP)
também se apresentaram induzidos em raizes de S. scabra sob déficit hidrico,
indicando que o metabolismo da trealose pode possuir um importante papel para a
espécie diante da condicio de seca.

Diversos autores (Das-Chatterjee et al. 2006; Goswami et al. 2014; Joshi et al.
2013; Kaur et al. 2013; Tan et al. 2013) ja relataram que os genes MIPS participam da
tolerancia a estresses abioticos, como salinidade, desidratacéo e altas temperaturas
em varias espécies. Poucas plantas tolerantes a estresses que codificam proteinas
MIPS sao capazes de deter sua atividade catalitica na presenca de altas temperaturas
ou em concentracoes elevadas de sal para sintetizar inositol na condi¢cdo do estresse
(Chen et al. 2000; Majee et al. 2004; Dastidar et al. 2006). E sugerido que essa
capacidade ocorra devido a mudangas na sua codificagdo de genes a depender do
ambiente no qual as mesmas estejam inseridas. O arroz selvagem, por exemplo,
codifica MIPS que conferem tolerancia a salinidade enquanto que o arroz cultivado
codifica MIPS sensivel ao sal (Majee et al. 2004). Neste estudo, S. scabra, nos
reportamos a inducao de transcritos MIPS em dois tempos de estresse, apresentando
um nivel de expressao mais acentuado no tempo de 6 horas comparado ao de 24
horas, em especial no transcrito Ss-MIPS-03 em contraste aos resultados reportados
por Kaur et al. (2013), que demonstraram que o gene CaMI/PS2, um dos dois genes
que codifica isoformas de MIPS em gréo de bico, € um gene de resposta imediata a
desidratacéo além de ser rapidamente induzido por aplicagdo exdégena de ABA.
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5. CONCLUSOES

Foram caracterizados 74 osmoprotetores em S. scabra gerando um banco de
sequéncias protéicas curadas para estes genes, disponiveis para uso em futuros
projetos visando o melhoramento da espécie. Considerando cada subfamilia,
especialmente nas regides dos dominios e motivos a maioria das proteinas
apresentaram um alto grau de conservagao.

Em Glicina betaina, as proteinas CMO apresentaram o dominio da regido N-Terminal
incompleto e com auséncia do motivo conservado CxHx15-17Cx2H sendo provavel
que estas nao sejam funcionais. Em relagdo as proteinas BADH, foi identificado uma
Isoleucina na posicdo critica para integragdo do substrato BAL utilizado pela enzima
para a producdo do composto, o que indica que provavelmente em S. scabra nao
ocorra a sintese de GB.

A analise fenética de classificagdo dos ortélogos de genes de Prolina, Mio inositol e
Glicina betaina apontou para o agrupamento das sequéncias de S. scabra com outras
espécies do género Fabaceae, comprovando a similaridade e conservagdo das
mesmas.

O perfil transcricional dos osmoprotetores mostrou-se induzido in silico para as quatro
familias nos dois tempos de estresse aplicado implicando sua importante fungao na
osmoregulagao e tolerancia a desidratagao radicular em S. scabra.

Ss-*TPS-01 que possui apenas o dominio TPS, apresentou alto nivel de indugao na
condicdo do estresse, merecendo atencao para posteriores estudos, pois pode se
tratar de uma provavel variante vegetal com atividade especifica.

Estes resultados contribuiram para um melhor entendimento das caracteristicas
moleculares dos genes de osmoprotetores bem como sua participagdo na defesa da
espécie S. scabra contra o déficit hidrico apresentando potencial para o melhoramento
genético da cultura como também de outras leguminosas de importancia agricola

sensiveis ao estresse.
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