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RESUMO

A soja [Glycine max (L.) Merril] ocupa lugar de destaque na economia mundial, contudo,
sua produtividade tem sido afetada por estresses ambientais e uma das formas de se
contornar o problema é desenvolvendo marcadores moleculares voltados ao melhoramento
genético. A oxidase terminal do plastidio (PTOX) é encontrada nos cloroplastos das plantas
superiores e catalisa a oxidacdo do plastoquinol e a redu¢do do oxigénio molecular a dgua.
Diversos estudos mostram que a PTOX responde a diferentes estresses, portanto, avancar
no entendimento de como ocorre a regulacdo da expressdo da enzima na planta é
necessario para desenvolver um potencial marcador molecular. Estudos prévios revelaram
a presenca de dois genes codificando a PTOX no genoma da soja, entretanto, a
funcionalidade de ambos nio foi comprovada experimentalmente, tampouco se tem dados
sobre o papel desses pardlogos na planta. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e
analisar o perfil de expressdo dos dois genes PTOX em G max, além de investigar a
afinidade das respectivas isoformas proteicas pelo ligante. Inicialmente, as sequéncias que
codificam para a PTOX foram identificadas e anotadas em G max € em outras espécies
leguminosas. A expressdo dos genes foi avaliada em diversos 6rgdos de G. max durante o
desenvolvimento e sob condi¢des de estresse por meio de PCR em tempo real e da andlise
de dados transcriptomicos do GenBank. A modelagem das estruturas tridimensionais das
duas isoformas proteicas foi seguida do ensaio de docagem molecular entre as isoformas e
o seu ligante. Os resultados mostram que os genes PTOX I e PTOX 2 sdo funcionais e
expressos em praticamente todos as partes da planta avaliadas e apresentam alta
similaridade entre si. Contudo, durante o desenvolvimento de cotilédones, folhas e raizes o
perfil de expressao dos genes € distinto, com PTOX I prevalecendo nas partes mais jovens
e PTOX 2 tendo sua expressdo aumentada a medida em que estes Orgdos envelhecem. Ja
em condigdes estressantes, PTOX 1, de forma geral, € regulado positivamente enquanto 0s
niveis de PTOX 2 sofrem regulacdo negativa ou se mantém estaveis. Entretanto, quando
um estresse muito severo € aplicado, a expressdao de PTOX 2 aumenta consideravelmente.
A afinidade pelo ligante também diferiu entre as isoformas, sendo maior para PTOX 1. E
possivel concluir que a duplicacido dos genes PTOX no genoma da soja conferiu ganho de
funcdo para a planta. Também sugere-se que o gene PTOX [ esteja associado a eficiéncia
fotossintética e que o gene PTOX 2 esteja relacionado com a senescéncia de folhas e
cotilédones.

Palavras-chave: Soja. Duplicacdo génica. PTOX. Expressao génica. RNA-seq. Docking.



ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merril] occupies a prominent place in global economy,
however, its productivity can be affected by environmental stresses and one way to solve
the problem is developing molecular markers for use in breeding programs. Terminal
oxidase of plastid (PTOX) is an enzyme found in chloroplasts of higher plants that
catalyzes the oxidation of plastoquinol and the reduction of molecular oxygen to water.
Several studies link PTOX to different types of stresses responses, therefore, to advance in
understanding how protein expression regulation occurs in plant is necessary to the
development of a potential molecular marker. Two genes encoding PTOX have been
identified in soybean genome; however, their existence has not been proven
experimentally, either there is not any data about the effects of these paralogs on the plant.
The objective of the present study was to characterize and to analyze the expression profile
of the two PTOX genes in G. max, and to investigate the affinity of the respective protein
isoforms for the ligand. Initially, sequences encoding PTOX were identified and annotated
in G max and other legume species. Expression of PTOX genes was evaluated in several
organs of G max during development and under stress conditions by real-time PCR and by
analyses of transcriptomic data available in GenBank. The modeling of the three-
dimensional structures of the two protein isoforms was followed by molecular docking
assay between the isoforms and their ligand. The results reveal that PTOX I and PTOX 2
genes are functional and expressed in practically all evaluated parts of the plant and have
high similarity to each other. However, during the development of cotyledons, leaves and
roots the expression profile of the genes is distinct. PTOX 1 prevails in younger organs
whilst PTOX 2 increases expression as these organs age. Already under stressful
conditions, PTOX 1 is generally positively regulated while PTOX 2 levels are down-
regulated or remain stable. However, when a very severe stress is applied, the expression
of PTOX 2 increases considerably. The affinity for the ligand also differed between the
isoforms, being greater for PTOX 1. It is possible to conclude that PTOX genes duplication
in soybean genome resulted in function gain to the plant. It is also suggested that PTOX I
gene is associated with photosynthetic efficiency whereas PTOX 2 is related to leaf and

cotyledon senescence.

Keywords: Soybean. Gene duplication. PTOX. Gene expression. RNA-seq. Docking.
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1 INTRODUCAO

1.1 A soja [Glycine max (L.) Merril]

A soja [Glycine max (L.) Merril] é uma leguminosa amplamente cultivada em
muitas regides do mundo. Acredita-se que a espécie foi domesticada a partir da soja
selvagem (Glycine soja Sieb. & Zucc) no leste da Asia ha cerca de 6000 a 9000 anos,
apesar de ser relatado que a domesticagdo ocorreu de um complexo G soja/G. max que
divergiu de um ancestral comum as duas espécies (KIM et al., 2012; KIM et al., 2010;
SEDIVY; WU; HANZAWA, 2017). O cultivo comercial da soja permaneceu por muito
tempo restrito a China, chegando ao Ocidente na segunda década do século XX, de forma
que desde meados da década de 1960, a producdo da leguminosa vem crescendo
exponencialmente (DALL’AGNOL, 2017).

A soja pertence a classe Magnoliopsida (das dicotiledoneas), ordem Fabales e
familia Fabaceae. E uma planta herbicea, de porte médio em torno de 1,0 metro e caule
bastante ramificado. Durante seu ciclo de vida sdo identificados trés tipos de folhas, as
cotiledonares, as unifolioladas e as trifolioladas. Estas ultimas, também chamadas de folhas
verdadeiras, sdo alternadas, compostas de trés foliolos ovalados ou lanceolados e
geralmente amarelam e caem a medida que os frutos amadurecem. As flores podem ser
brancas, amarelas ou violetas e os frutos sdo vagens achatadas de coloracdo cinza, amarela,
palha ou preta. As sementes sdo arredondadas, achatadas ou alongadas, com coloracdo e
tamanho varidveis e o sistema radicular é constituido de uma raiz principal bem
desenvolvida com um grande nimero de raizes secundérias (MISSAO, 2006; RITCHIE et
al. 1985). A classificagdo taxondmica e as principais partes da planta sdo ilustradas na
Figura 1.

O ciclo reprodutivo da soja tem duracdo variada de acordo com o cultivar,
podendo ser precoce ou tardio (EMBRAPA SOJA, 2018). A metodologia para descri¢io
dos estadios de desenvolvimento da soja proposta por Ferh e Caviness (1977) faz a divisao
em estadios vegetativos (V) e reprodutivos (R) (Tabela 1) e é a mais utilizada
mundialmente por ser precisa, universal e apresentar terminologia tunica (FARIAS;

NEUMAIER; NEPOMUCENO, 2009).
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Figura 1 — Plantula de soja com indicacdo das principais partes e classificagdo taxondmica.

Folha trifoliolada | Foliolos

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta
LR Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Cotilédones Familia: Fabaceae

Subfamilia: Papilionoideae
Tribo: Pheseolae

Género: Glycine

Espécie: Glycine max (L.) Merril

Gemas axilares

Superficie do solo

Nédulos

Rafzes laterais Raiz pivotante ramificada

Fonte: National Center for
Biotechnology Information (NCBI)/ Taxonomy. Disponivel em: ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/. Foto: Ritchie e#
al. (1985) (traduzido).

Tabela 1 — Estadios de desenvolvimento da soja propostos por Ferh e Caviness (1977).

Estadios vegetativos Estadios reprodutivos
VE — emergéncia R1- inicio do florescimento
VC — cotilédone R2 — pleno florescimento
V1 — primeiro né R3 —inicio da formacdo das vagens
V2 —segundo n6 R4 — plena formacdo das vagens
V3 — terceiro no RS —inicio do enchimento das sementes
* R6 — pleno enchimento das sementes
* R7 — inicio da maturacgéo
Vn — enésimo nd R8 — maturacdo plena

Fonte: Ritchie et al. (1985) (traduzido). Observacdes: VE - cotilédones acima da superficie do solo; VC —
cotilédones completamente abertos; V1 — corresponde as folhas unifolioladas completamente desenvolvidas
(bordas ndo se tocam); V2 — corresponde a primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida e assim
sucessivamente até o Vn — enésima folha trifoliolada completamente desenvolvida. N6 cotiledonar nio é
considerado.



16

Os altos teores proteicos (38-45 %) e de oleo (aproximadamente 20 %)
presentes nos graos da soja, além da capacidade que a planta tem de fixar o nitrogénio
atmosférico justificam o consolidado interesse na producdo da leguminosa, que hoje ¢é
considerada uma das espécies cultivadas mais importantes do mundo (TYCZEWSKA et
al., 2016; DALL’AGNOL, 2017). O aproveitamento da soja se concentra principalmente
na alimentacdo animal, se constituindo um alimento rico em proteinas, e na produ¢dao do
6leo vegetal, o segundo 6leo mais consumido mundialmente (TYCZEWSKA et al., 2016).

Além destas aplicacdes, a soja também ¢é largamente utilizada na fabricagdo de
produtos alimenticios como leite e farinha de soja, tofu e aditivos alimentares, bem como
na obtencdo de produtos industriais como cosméticos, plasticos e tintas. Ainda, a produ¢ao
de biodiesel utiliza como matéria-prima o 6leo extraido das suas sementes (TYCZEWSKA
et al., 2016). H4 também relatos da presenca de uma variedade de compostos bioativos na
soja, tais como saponinas, inibidores de protease, dcido fitico e isoflavonas, os quais
podem ser aplicados na area da saide humana (BARRETT, 2006). Devido ao seu valor
nutricional e econdmico, a soja tem beneficiado produtores, industrias e consumidores
(TYCZEWSKA et al., 2016).

Os Estados Unidos lideram a producao mundial da soja, seguidos do Brasil,
Argentina e China. No ultimo levantamento para a safra mundial da soja (2017/2018) feito
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a previsio para a
producdo mundial € 348,6 milhdes de toneladas do grao. O consumo global, que cresce ha
10 anos de forma ininterrupta, estd previsto para alcangar neste ano a faixa dos 345
milhdes de toneladas (USDA, 2018; FIESP, 2018).

A soja € a principal commodity do Brasil, que lidera as exportacdes mundiais
do grao (USDA, 2018). Entre os principais produtores nacionais estdo Mato Grosso,
Parana e Rio Grande do Sul. No Nordeste, o principal produtor € a Bahia. (Companhia
Nacional de Abastecimento - Conab, 2018). A Figura 2 mostra a produ¢do da soja em
toneladas por safra entre os municipios brasileiros.

No levantamento mais recente das safras brasileiras da soja feito pela Conab,
sdo observadas ampliacdes nas areas plantadas de praticamente todos os estados detentores
de plantagdes da leguminosa (CONAB, 2018), indicando que h4 um constante esforco para
aumentar a produtividade da soja no Brasil, o que também reflete a demanda crescente

global pelo grao.
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Figura 2 — Mapa de producdo agricola da soja entre as regides brasileiras referente a safra
de 2016/2017.
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Fonte: Conab (2018)

O evidente avan¢o na produgdo e comercializagdo da soja no cenario mundial
requer que os cultivos alcancem o maximo de produtividade possivel, entretanto, as
condi¢Oes climaticas sdo um ponto limitante neste processo. O crescimento, a
produtividade e a qualidade da semente da soja sdo afetadas diretamente por uma gama de
estresses biodticos e abidticos como ataque de patégenos, doencas virais, seca, acimulo de
sais nos solos, altas temperaturas, excesso de luminosidade, dentre outros. A baixa
disponibilidade hidrica, contudo, tem sido elencada como o principal fator abidtico que
interfere na produtividade agricola, podendo reduzir o rendimento da producao da soja em
torno de 40 %. Vale ressaltar que a soja é composta por aproximadamente 90 % de dgua e
necessita, portanto, de suprimento hidrico suficiente para se desenvolver adequadamente,
principalmente nos periodos de germina¢do-emergéncia e de floracdo-enchimento de graos
(FARIAS; NEUMAIER; NEPOMUCENO, 2009; MANAVALAN et al., 2009; TRAN;
MOCHIDA, 2010; MORANDO et al., 2014).

Uma alternativa biotecnoldgica para contornar esse problema, portanto, € o
desenvolvimento de marcadores moleculares para serem usados em programas de

melhoramento genético vegetal (SAIBI et al., 2013).
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1.2 A oxidase terminal do plastidio (PTOX)

A oxidase terminal do plastidio (PTOX), também conhecida como oxidase
terminal do plastoquinol ou ainda como IMMUTANS, produto do gene IMMUTANS de
Arabidopsis thaliana, de onde foi isolada pela primeira vez, ¢ uma enzima codificada no
nicleo da célula, sendo encontrada somente em organismos capazes de realizar
fotossintese oxigénica (CAROL; KUNTZ, 2001; MCDONALD et al., 2011).

A reagdo catalisada pela PTOX (Figura 3) é a oxidacdo do plastoquinol
(PQHz) e a concomitante reducdo do oxigénio molecular a dgua (KUNTZ, 2004). O
plastoquinol é uma molécula formada a partir da reducdo da plastoquinona pelo
fotossistema II (PSII) durante o transporte de elétrons fotossintético, mas que, em
determinadas condic¢des, também pode ser gerado através da oxidacdo do NAD(P)H ou da
ferredoxina (RUMEAU; PELTIER; COURNAC, 2007). A alta concentracdo de PQH2 é
reconhecida pela PTOX, que realiza sua reoxidagdo (KUNTZ, 2004;). Durante a reagdo, ha
a participacao de dois ions ferros (Fe), cofatores da enzima, os quais doam elétrons para o
oxigénio, sendo necessarios dois PQH2 para reduzir uma molécula de O2 a duas moléculas
de H20 (MCDONALD et al., 2011; NAWROCKI, 2015).

Em relagdo a localizagdo subcelular, PTOX estd presente nos cloroplastos,
possuindo uma sequéncia de enderecamento na extremidade amino-terminal responsavel
pela importacdo da proteina até o plastidio (CAROL et al., 1999;). Dentro dos cloroplastos,
PTOX encontra-se ligada aos tilacoides, provavelmente como uma proteina de membrana
voltada para o lado estromal (LENNON; PROMMEENATE; NIXON, 2003). Entretanto,
evidéncias apontam que a ligagdo da PTOX 2 de Chlamydomonas reinhardtii a membrana
€ um processo dindmico dependente do pH (KRIEGER-LISZKAY; FEILKE, 2016).

A primeira evidéncia para a existéncia da PTOX ocorreu em 1982, sendo
comprovada na década seguinte através da caracterizacdo de mutantes de Arabidopsis que
nio continham o gene IMMUTANS. A inativacdo do gene na planta resultou no
aparecimento de fenotipos variegados, ou seja, apresentando folhas com setores verdes e
brancos ou totalmente brancas, especialmente em condicdes de alta luminosidade (CAROL
etal., 1999; WU et al., 1999).

Apoés essa descoberta, diversos trabalharam se empenharam em elucidar o
papel fisioldgico da PTOX e o seu envolvimento em processos metabolicos celulares, bem
como a sua participacdo na resposta a estresses ambientais em plantas (CAROL; KUNTZ,

2001; KUNTZ, 2004; SUN; WEN, 2011).
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Figura 3 — Reacdes de transferéncia de elétrons durante a fotossintese oxigénica.
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Fonte: Rumeau, Peltier e Cournac (2007). A oxidase terminal do plastidio (PTOX) estd presente na
membrana tilacoide e catalisa a oxidagdo do plastoquinol (PQH>) e a redu¢do do oxigénio molecular a dgua.
Legenda: PSI — fotossistema I; PSII — fotossistema II; Cyt bef — complexo do citocromo bef; FNR,
ferredoxina NADP oxidorredutase; NDH - desidrogenase do NAD(P)H; Fd — ferredoxina; Pc — plastocianina;
EROs — espécies reativas de oxigénio.

1.2.1 Historia evolutiva

A PTOX € homologa da oxidase alternativa (AOX) de plantas, uma enzima
resistente ao cianeto que atua transferindo elétrons do ubiquinol para o oxigénio molecular
na via alternativa da respiracdo mitocondrial (SUN; WEN, 2011). Ambas sdo proteinas
nao-heme que apresentam um centro binuclear de ferro (Fe-Fe) ligado por quatro residuos
de glutamato (E) e dois de histidina (H), o que as torna pertencentes ao grupo das proteinas
diferro carboxilato (BERTHOLD; STENMARK, 2003; NAWROCKI et al., 2015). Além
destas semelhancas, PTOX também apresenta sensibilidade aos mesmos inibidores da
AOX, n-octil galato, n-propil galato e 4cido salicilhidroxdmico (SHAM) (SUN; WEN,
2011; KUNTZ, 2004).

As duas proteinas sdao encontradas tanto em procariotos quanto em eucariotos e
compartilham o mesmo ancestral, uma proteina diferro carboxilato primitiva de origem
procaritica (NAWROCKI et al., 2015). Um estudo feito por Mcdonald & Vanlerberghe
(2006) aponta que PTOX e AOX divergiram antes dos eventos endossimbidticos primarios
que originaram os cloroplastos e as mitocondrias. Concordando com esse fato, a andlise

filogenética entre as duas enzimas demonstrara que elas encontram-se em clados distintos,
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estando mais relacionadas com as suas copias presentes em procariotos e eucariotos do que
entre si (MCDONALD; VANLERBERGHE, 2006; CAROL; KUNTZ, 2001).

A presenca de mais de uma cdpia do gene PTOX ¢é relatada em varios
organismos de diferentes grupos taxondmicos, como algas, diatoméceas e representantes
dos filos Crypthophyta e Haptophyta (NAWROCKI et al., 2015; MCDONALD et al.,
2011). A microalga verde Chlamydomonas reinhardtii, por exemplo, apresenta dois genes
codificando a PTOX (FEILKE et al, 2016; PAN et al., 2018) e o musgo do género
Physcomitrella, trés (NAWROCKI et al., 2015). De forma curiosa, as multiplas cépias da
proteina em um tUnico organismo, na maioria das vezes, sdo possivelmente resultado da
transferéncia horizontal de genes, uma vez que as cdpias individuais da PTOX em certas
espécies estdo pouco relacionadas. Entretanto, algumas espécies ndo obedecem a esta
regra, e apresentam copias da PTOX mais relacionadas, como acontece, por exemplo, com
o milho (SOUSA, 2008), eucalipto e algas vermelhas, o que pode ser consequéncia de
eventos de duplicacdo génica. Em vista disso, pode-se afirmar que a historia evolutiva da
PTOX ¢é complexa e, considerando que a duplicacdo do gene é observada em algumas
espécies, sdo levantados questionamentos acerca da importancia funcional da enzima para

esses organismos (NAWROCKI et al., 2015).

1.2.2 Estrutura e sequéncias requeridas para a atividade

Proteinas diferro carboxilato sdo compostas por um nucleo de quatro a-hélices
agrupadas contendo o sitio de ligagdo ao ferro (quatro residuos de glutamato e dois de
histidina, como mencionado anteriormente) e, especialmente no caso da PTOX e da AOX,
duas hélices adicionais estdo presentes e sao responsaveis pela ligacdo dessas proteinas a
membrana (BERTHOLD; STENMARK, 2003; SHIBA et al., 2013). Importante ressaltar
que o sitio de ligac@o ao ferro da PTOX esta voltado para o lado estromal (MCDONALD
etal,2011).

Algumas sequéncias sdo relatadas por exercerem uma funcdo relevante na
atividade catalitica da PTOX da planta modelo Arabidopsis thaliana. O motivo de ligagdo
ao ferro, ja citado anteriormente, é um deles (FU; PARK, RODERMEL, 2005). Josse e
colaboradores (2003) propuseram um sitio de ligacdo a quinona para PTOX e AOX, que
consiste numa sequéncia de oito a nove residuos de aminoécidos varidveis contendo uma
histidina altamente conservada na posic¢ao central, sendo esta, portanto, presente em todas

as sequéncias dessas enzimas. Outras sequéncias podem estar relacionadas nao sé com a
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atividade catalitica, mas também com a estabilidade da enzima. E o que foi comprovado
para a regido que corresponde ao éxon 8 da PTOX (que ndo estd presente em AOX) através
de estudos de mutagénese in vitro e in planta (FU; PARK, RODERMEL, 2005). Um
estudo semelhante com 14 sitios conservados entre PTOX e AOX identificou cinco
residuos de aminoédcidos que desempenham papel importante na atividade dessas enzimas,
dois dos quais sdo indispensaveis (FU; ALURU, RODERMEL, 2009).

PTOX ainda nao foi cristalizada e, portanto, ndo possui estrutura resolvida.
Entretanto, por ser homdloga a AOX, a sua estrutura tridimensional pode ser predita
baseando-se no cristal da oxidase alternativa de Trypanossoma brucei, que encontra-se
depositado no Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank, PDB). Lima (2017) fez a
predicao da PTOX de diferentes ecotipos A. thaliana contendo polimorfismos de um tnico
nucleotideo (SNPs) com base nessa estrutura da AOX disponivel no PDB e realizou ensaio
de docagem molecular da enzima com o seu ligante, o plastoquinol. Abordagens desse tipo
envolvendo a PTOX s3o importantes para avangar na compreensdao da sua estrutura e

funcdo, entretanto, praticamente ndo sdo encontradas na literatura.

1.2.3 Papel fisiologico da PTOX

O fendtipo variegado, ou seja, com folhas apresentando setores verdes e
brancos, resultante da inativacdo do gene IMMUTANS em Arabidopsis (como visto no
topico 1.2) ocorreu em plantas expostas a condi¢des de luminosidade mediana e baixa, ao
passo que as plantas que apresentaram somente folhas brancas foram submetidas a alta
luminosidade. Nos setores brancos foi detectado actimulo de fitoeno, precursor incolor da
biossintese de carotenoides. Além disso, também foi constatado que a descoloracdo destes
setores era irreversivel nos estadios iniciais do desenvolvimento da folha (CAROL et al.,
1999; WU et al., 1999; KUNTZ, 2004; CAROL; KUNTZ, 2001). Em tomate (Solanum
lycopersicum) com o gene PTOX (ghost) inativado, as folhas também exibiram manchas
brancas, além das flores e frutos terem apresentado despigmentacdo (SHAHBAZI et al.,
2007).

Tais constatacdes levaram a algumas hipdteses referentes ao papel fisiologico
da PTOX (IMMUTANS). Uma delas € de que um nivel minimo de carotenoides, moléculas
conhecidas por exibirem atividade antioxidante, € necessario nos plastidios a fim de
permitir a adequada protecdo aos estresses foto-oxidativos. Nesse sentido, a PTOX seria

essencial para alcancar esse nivel minimo, mas somente nos estadios iniciais do
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desenvolvimento dos cloroplastos, uma vez que substitutos da enzima devem atuar nas
fases pos-diferenciacdo (KUNTZ, 2004). A enzima estaria, portanto, envolvida na
biogénese dos cloroplastos (JOHNSON; STEPIEN, 2016).

Como visto anteriormente, a auséncia da PTOX em Arabidopsis também levou ao
bloqueio da biossintese de carotenoides, uma vez que o precursor dessa via foi acumulado
nas folhas desprovidas de cor. Deste modo, tem sido proposto que a PTOX atua como
cofator na biossintese de carotenoides, fornecendo plastoquinona oxidada, produto da sua
reacdo, para a dessaturase do fitoeno (PDS) e a dessaturase do zeta-caroteno (ZDS),
enzimas dessa via (Figura 4). O estudo feito por Steccanella, Hansson & Jensen (2015)
também apontou o envolvimento da PTOX na biossintese de clorofila, uma vez que
identificou que a plastoquinona oxidada é capaz de atuar como precursor da enzima ciclase

redutase, que participa da biossintese do pigmento.

Figura 4 — Participacdo da oxidase terminal do plastidio (PTOX) na biossintese de
carotenoides.
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Fonte: Simkin et al. (2008). Legenda: PSY — sintase do fitoeno; PDS — dessaturase do fitoeno; ZDS —
dessaurase do zeta-caroteno; Qox — plastoquinona oxidada; Qred — plastoquinona reduzida. Sdo apresentadas
somente as reacdes da via em que hé participacdo da PTOX.

Outra funcdo atribuida a PTOX € a sua participacdo na clororespiracdo, uma
via que tem sido sugerida por atuar como uma valvula de seguranca, uma vez que previne
a superreducdo do pool de plastoquinona (PQ) e protege, desta maneira, o PSII de danos
foto-oxidativos causados pelo excesso de luz (MCDONALD et al., 2011; NIYOGTI, 2000).

A clororespiragdo consiste na reducdo nado-fotoquimica da PQ oxidada a PQH> pela
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desidrogenase do NAD(P)H (NDH) e na sua posterior oxidacdo pela PTOX (CAROL;
KUNTZ, 2001; JOHNSON; STEPIEN, 2016; SUN; WEN, 2011).

Sua atuagdo é especialmente requerida no escuro, desviando elétrons que nao
podem ser transferidos pelos fotossistemas devido a falta de luz e gerando a forca préton-
motriz necessiria para a producdo de ATP pela ATP-sintase. Deste modo, a
clororespiracdo € capaz de evitar a ativagdo desnecessaria dos mecanismos regulatorios do
aparato fotossintético (NAWROCKI er al., 2015; JOHNSON; STEPIEN, 2016).
Entretanto, a via clororespiratéria também pode ocorrer na presenca de luz, como resposta
ao excesso de elétrons produzido quando a planta é exposta a algum tipo de estresse
ambiental. Neste sentido, o desvio de elétrons para evitar a superreducdo da PQ evita a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que possam vir a ser geradas e causar

danos a célula (MCDONALD et al., 2011; NAWROCKI et al., 2015; JOHNSON;
STEPIEN, 2016).

1.2.4 PTOX nas respostas a estresses

Conforme exposto no tdpico anterior, a PTOX desempenha um papel
importante na manutencao do estado redox da plastoquinona por meio da clororespiracao,
contribuindo, dessa forma, para a homeostase celular (KUNTZ, 2004; JOHNSON;
STEPIEN, 2016). Uma vez envolvida em diversas funcOes fisiologicas (além da via
clororespiratdria), € de se esperar que a abundancia da proteina e/ou dos transcritos seja
alterada quando submetida a condi¢des estressantes. De fato, uma variedade de trabalhos
avalia a expressdo da PTOX frente a diferentes estresses (NAWROCKI et al., 2015; SUN;
WEN, 2011).

Tallén & Quiles (2007) encontram que os niveis de PTOX em folhas jovens e
maduras de Avena sativa aumentaram em resposta a exposi¢ao a alta intensidade luminosa
e temperatura moderada. Paralelamente, os niveis de NDH, enzima que participa da via da
clororespiracdo juntamente com a PTOX, também aumentaram. Um resultado semelhante
foi encontrado para Spathiphyllum wallisii, uma planta aclimatada a sombra na qual tanto
os niveis de PTOX quanto de NDH foram elevados em estresse induzido por alta
temperatura e luminosidade. Em contrapartida, nas plantas aclimatas ao sol
(Chrysanthemum morifolium), este mesmo tratamento ndo alterou de forma significativa os
niveis das duas proteinas, sugerindo que a via clororespiratoria é mais importante para

plantas aclimatadas 4 sombra (GAMBOA; MUNOZ; QUILES, 2009).
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Quando plantas de Rosa meillandina foram submetidas a alta temperatura e
luminosidade, os niveis de PTOX e NDH também nio sofreram alteracdo, somente
aumentando quando o estresse foi combinado com déficit hidrico (PAREDES; QUILES,
2013). Uma resposta similar foi encontrada para plantas de Hibiscus rosa-sinensis
incubadas sob alta intensidade luminosa e submetidas a seca (MUNOZ; QUILES, 2013). A
abundancia relativa dos transcritos da PTOX também foi aumentada em folhas de Coffea
arabica submetidas a estresse hidrico por 3 a 6 semanas (SIMKIN et al., 2008).

Em plantas de arroz (Oryza sativa), o aumento no nivel de transcritos da PTOX
foi induzido por tratamento com cloreto de sédio (NaCl) e acido abscisico (ABA). Os
autores ainda identificaram que o gene PTOX (OsIM) sofre um mecanismo de splicing
alternativo, sendo possivel identificar a presenca de dois transcritos, OsIM1 e OsIM2, cuja
abundincia € diferencialmente regulada por estresse salino em cultivares sensiveis e
tolerantes (KONG et al., 2003).

Outros estudos evidenciando a regulacdo positiva nos niveis da PTOX sao
relatados por Diaz et al. (2007), para plantas de Brassica sob condi¢gdes de alta temperatura
e luminosidade e por Busch, Huner e Ensminger (2008) e Savitch et al. (2010), para
plantas do gé€nero Pinus submetidas a estresse induzido por frio. Ainda, Sun et al. (2014)
encontraram que o estresse hidrico aumenta a abundancia de transcritos totais da PTOX em
G. max, enquanto Hossain et al. (2017) identificaram aumento de expressdo dos dois
transcritos da PTOX na beterraba (Beta vulgaris) submetida a estresse salino.

Sabe-se que o transporte de elétrons fotossintético € flexivel, ou seja, responde
de forma dindmica as diferentes condicdes ambientais as quais uma planta pode ser
exposta, tais como seca, altas temperaturas, alta intensidade luminosa, salinidade elevada,
dentre outras. Essa flexibilidade atua a fim de evitar danos foto-oxidativos no aparato
fotossintético, que, por sua vez, sdo causados pela formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) resultante da carga excessiva de elétrons gerada por esses estresses
(MCDONALD et al., 2011). Exemplos de vias que atuam desviando esse excesso de
elétrons sdo a clororespiracdo, ja mencionada anteriormente, € o transporte de elétrons
ciclico envolvendo o fotossistema I (RUMEAU, 2007).

Analisando o papel bioquimico da PTOX, ou seja, sua funcdo de equilibrar o
estado redox da PQ, bem como as respostas da enzima frente a estresses, € possivel
observar o seu envolvimento no desvio de elétrons para evitar pressdo oxidativa. Tais
atributos da PTOX levaram a tentativas de superexpressar a proteina com o intuito de se

obter plantas tolerantes a estresses. Contudo, essas tentativas falharam e, ainda de forma
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mais surpreendente, foi detectado que a PTOX pode promover o estresse oxidativo (levar a
formacdo de EROs) quando presente em altas concentragdes (ROSSO er al., 2006;
HEYNO et al., 2009).

Uma possivel explicagdo para esse acontecimento é que a superexpressao nao
deveria ser induzida somente para PTOX, mas também para a desidrogenase do NAD(P)H
(JOHNSON; STEPIEN, 2016). De fato, em varios casos de inducido de estresse, o aumento
da expressdo da oxidase é acompanhado do aumento nos niveis de NDH, as duas enzimas
que participam da clororespiragdo. Além disso, a produgcao de EROs pela PTOX (formagao
de intermedirios de H>O> durante a catélise) relatada por alguns estudos poderia ser uma
sinalizacdo para a ativacdo do metabolismo anti-oxidante (KRIEGER-LISZKAY;
FEILKE, 2016).

Apesar das demonstracdes do duplo papel exercido pela PTOX (fungdo
protetora e fungdo pro-oxidante), continuam existindo boas evidéncias para o papel da
PTOX como dissipadora de elétrons em algumas espécies e em determinadas condicdes.
Nesse sentido, sugere-se que a PTOX € sim uma forte candidata a marcador molecular para
o desenvolvimento de plantas tolerantes a estresse, entretanto, o entendimento incompleto
acerca da sua fun¢do no metabolismo das espécies estudadas ainda é uma barreira para se
alcancar esse objetivo (KRIEGER-LISZKAY; FEILKE, 2016; JOHNSON; STEPIEN,
2016).

1.3 Avancos na gendmica, estudos de expressao génica e estudos genémicos com a soja

O acesso a dados de sequéncias gendmicas teve inicio a partir da década de
1970 com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento enzimético (SANGER et al.,
1977) e quimico (MAXAM; GILBERT, 1977) da molécula de DNA. Os avangos no campo
da genOdmica desde aquela época tém revolucionado o entendimento acerca da organizacio
e funcionamento metabdlicos dos organismos. De forma especial, isso foi viabilizado
através do sequenciamento de genomas inteiros, como por exemplo o de Arabidopsis
thaliana no ano de 2000, uma espécie de planta pertencente a familia Brassicaceae e
utilizada como modelo em diversos estudos.

O desenvolvimento da gendmica logo levou a compreensdo de que era
necessario avancar também na analise dos produtos génicos. Neste contexto, surgiram as
ciéncias Omicas, como por exemplo a transcriptomica, que estuda o conjunto de RNAs

(transcritos) presentes na célula em um determinado momento, também chamada de
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gendmica funcional; a protedmica, que refere-se a andlise sistematica das proteinas € a
metaboldmica, que investiga o conjunto de metabolitos presentes na célula (BINNECK,
2004; SOUZA; RHODEN; PAMPHILE, 2014).

Um progresso ainda maior no campo da gendmica foi alcangado apds o
surgimento das tecnologias de sequenciamento de segunda geragdo (NGS), que permitiram
acesso a uma imensa quantidade de dados em um curto periodo de tempo. Importante
ressaltar que todo esse avanco tem acontecido de forma concomitante ao desenvolvimento
da bioinformética, de forma que um dos maiores desafios da era pds-gendmica é o
processamento e analise dessa quantidade massiva de dados (OZSOLAK; MILOS, 2010;
GOODWIN et al., 2016).

A analise da expressdo gé€nica, ou seja, do transcriptoma de um organismo,
tecido ou célula permite identificar que genes estdo sendo expressos em determinadas
condi¢cdes e/ou em diferentes estddios de desenvolvimento da espécie estudada, fazer
comparagdes do perfil de expressdo entre momentos distintos, dentre outras abordagens
(MCGETTIGAN, 2013). Dentre as metodologias utilizadas para esse tipo de analise, pode-
se citar as técnicas que baseiam-se na hibridizacdo dos transcritos com sequéncias
complementares, como Northern-blot, mais cldssica, e os microarranjos, técnica pela qual
foi sequenciado o transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae (LASHKARI et al., 1997) e
cuja aplicacdo nos anos que seguintes passou por uma expansao surpreendente. Entretanto,
algumas limitacOes da técnica de microarranjos sdo o fato de que a andlise dos transcritos
se restringe apenas a genes conhecidos, ndo sendo possivel identificar novos genes, além
da grande quantidade de RNA requerida para as andlises (OZSOLAK; MILOS, 2010;
VERK et al., 2013).

As metodologias para andlise de expressdo génica evoluiram juntamente com as
tecnologias de sequenciamento. Em 2008 foi publicado o primeiro estudo envolvendo as
tecnologias NGS no sequenciamento de transcriptoma (NAGALAKSHMI et al., 2008) e
0s microarranjos comecaram a ser substituidos. Era o inicio da expansdo da tecnologia
denominada RNA-seq, que permite o sequenciamento de RNA em larga escala e
consequentemente, novos avancos em relacdo a caracterizacdo e quantificacdo de
transcriptomas (OZSOLAK; MILOS, 2010). Essa técnica baseia-se na produgdo de
dezenas de milhares de fragmentos (reads), os quais sdo alinhados a um genoma ou
transcriptoma de referéncia, que, por sua vez, permitem a obtencdo da sequéncia dos

transcritos e o nivel de expressdo de cada gene (MARTIN et al., 2013).
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Para andlise de expressio génica utilizando RNA-seq ndo € necessario
conhecimento prévio do transcriptoma, bem como € possivel avaliar genes para os quais
nao existem sondas. Ainda, a técnica permite identificar diferentes isoformas, variagdes de
splicing e os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), além de ser rapida e estar
apresentando custo cada vez mais acessivel. Além disso, a analise por RNA-seq dispensa
etapas de clonagem e, portanto, requer pequenas quantidades de amostras. Desse modo,
vem se estabelecendo como o principal método para andlise em larga escala de
transcriptomas (OZSOLAK; MILOS, 2010; MCGETTIGAN, 2013; MUTZ et al., 2013;
CONESA et al., 2016). Entre as ferramentas mais utilizadas para andlise de expressdao
diferencial a partir de dados de RNA-seq, pode-se destacar TopHat e Cufflinks
(TRAPNELL et al., 2012).

Outra técnica também bastante utilizada para a analise de expressdo génica € a
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR), um método
altamente eficiente para a deteccido de RNAm em tecidos, visto que possui alta
sensibilidade e especificidade. A técnica permite monitorar ao longo da reacdo a
quantidade de produto (amplicon) formado a cada ciclo de amplifica¢do e pode quantificar
a expressdo de forma absoluta, na qual se utiliza uma curva padrio, ou relativa, fazendo
uso de genes normalizadores conhecidos por sua expressao estavel em diversas condi¢des e
que funcionam como referéncia (ROCHA et al., 2015).

A demanda crescente pela producdo da soja aliada a necessidade de
desenvolver cultivares resistentes as condicdes ambientais adversas impulsionou os
estudos moleculares envolvendo a leguminosa. O avango da gendmica contribuiu de forma
expressiva neste processo, especialmente quando o genoma da leguminosa foi sequenciado
e montado em cromossomos, tonando-se disponivel nos bancos de dados em 2010
(SCHMUTZ, 2010).

A utilizagdo da tecnologia de RNA-seq aplicada a soja também tem ganhado
espaco, de forma que, nos dltimos anos, uma grande quantidade de trabalhos analisando o
transcriptoma da leguminosa nas mais diversas condicdes (durante o desenvolvimento ou
sob condicdes de estresse) estdo disponiveis no banco de dados SRA (Sequence Read
Archive) do GenBank. Esses estudos vém possibilitando importantes avangos na
compreensdo das respostas moleculares e dos mecanismos regulatérios envolvidos no
metabolismo da soja e dao impulso, desse modo, para o desenvolvimento de estratégias de

melhoramento genético (TRAN; MOCHIDA, 2010). Alguns exemplos desses estudos



28

podem ser encontrados nos trabalhos de Shamimuzzaman e Vodkin (2013), Leisner, Ming
e Ainsworth (2014), Belamkar ef al. (2014), Danzer et al. (2015), Prince et al. (2015) e
Shin et al. (2015).

Uma busca simples feita na base de dados de artigos cientificos do PubMed
restrita as palavras “soybean” e “genome” ou “transcriptome” no titulo ou no resumo
revelou que, em cinco anos (2013 a 2017), o nimero de trabalhos publicados anualmente

praticamente dobrou, evidenciando o crescente interesse na area (Grafico 1).

Gréfico 1 — Numero de artigos cientificos relacionados a gendmica e transcriptdomica da
soja de 2007 a 2017 publicados na base de dados do PubMed.
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Fonte: Autoria propria (2018).

Recentemente, Sun et al. (2015) identificaram a provavel existéncia de dois
genes codificando a PTOX em G max. Como ji evidenciado, essa enzima pode se
constituir um potencial marcador molecular em programas de melhoramento genético,
portanto, avanc¢ar na compreensdo da fun¢do e dos mecanismos regulatorios envolvidos na
expressao génica dos dois paralogos da PTOX na soja € bastante pertinente para possiveis

aplicacdes dessa natureza.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar e analisar o perfil
de expressao de dois genes pardlogos da oxidase terminal do plastidio (PTOX) em Glycine

max (L.) Merril e investigar a afinidade das respectivas isoformas proteicas pelo ligante.

2.2 Objetivos especificos

v' Caracterizar genes da PTOX em Glycine max e outras plantas leguminosas
usando genomas disponiveis em bancos de dados publicos;

v' Fazer anilise filogenética das proteinas PTOX em leguminosas;

v' Analisar o perfil de expressdo dos genes PTOX identificados em Glycine
max durante o desenvolvimento e em condicOes de estresse através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) e a partir de dados
transcriptomicos (RNA-seq) disponiveis;

v" Analisar a regido promotora dos genes PTOX identificados em Glycine max;

v' Predizer a estrutura tridimensional e secundaria das isoformas da PTOX de
Glycine max;

v’ Realizar ensaio de docagem molecular entre as isoformas proteicas da

PTOX de Glycine max e o seu ligante plastoquinol.
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizaciao dos genes PTOX em Glycine max e analise filogenética da proteina

em leguminosas

Sun e colaboradores (2015) identificaram, através da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, disponivel em blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
(ALTSCHUL et al., 1997) do banco de dados GenBank (NCBI, National Center for
Biotechnology Information, disponivel em ncbi.nlm.nih.gov) dois possiveis genes
paralogos da proteina PTOX em Glycine max, identificados pelos c6digos Glyma0901130
e Glymal5gl11950. Este mesmo grupo de pesquisadores também caracterizou a estrutura
dos genes e a sequéncia teodrica das proteinas PTOX da soja, dando fortes indicios para a
funcionalidade desses genes no genoma da leguminosa; entretanto, nido houve
comprovacgao experimental para a existéncia dos pardlogos. De forma semelhante, o grupo
de pesquisa do Laboratorio de Gendmica Funcional e Bioinformatica da Universidade
Federal do Ceara também verificou a existéncia de dois possiveis genes para a oxidase
terminal do plastidio em G. max. A fim de avancar na compreensdo dessa descoberta,
complementou-se a caracterizacdo dos genes da PTOX da soja feita por Sun et al. (2015) e
analisou-se filogeneticamente a distribuicdo da proteina entre outras espécies de
leguminosas, pertencentes a ordem Fabales.

Para tanto, os valores tedricos de ponto isoelétrico (pI) e da massa molecular
das sequéncias das proteinas PTOX da soja foram preditas com o auxilio da ferramenta
Compute pl/Mw (GASTEIGER, 2005) e a predicdo do peptideo transito foi feita pela
ferramenta ChloroP 1.1 Server (EMANUELSSON, NIELSEN, e VON HEIINE, 1999),
todas disponiveis no servidor online ExXPASy (expasy.org/resources). Uma série de outras
caracterizacdes como numero de introns e éxons de cada gene, localizagdo no genoma,
tamanho da sequéncia de aminoacidos das proteinas, dentre outras, também foi feita por
Sun et al (2015). A estrutura dos genes foi representada pelo servidor Gene Strucure
Display Server 2.0 (HU et al., 2015) e o alinhamento entre as sequéncias das proteinas
PTOX deduzidas neste trabalho, como descrito a seguir, e das oxidases alternativas (AOX)
da soja, classificadas por Costa ef al. (2014), foi feito com o auxilio do programa Clustal
Omega (ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2014).

Em seguida, as sequéncias da PTOX de Glycine max, Arachis duranensis,

Arachis ipaensis, Cajanus cajan, Cicer arietnum, Lotus japonicus, Lupinus angustifolius,
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Medicago truncatula, Phaseolus vulgaris, Vigna angularis e Vigna radiata foram obtidas
dos genomas sequenciados dessas espécies depositados no banco de dados GenBank
através de alinhamento pela ferramenta BLAST usando como “isca” uma sequéncia de
aminoacidos da PTOX do género Vigna. A anotacdo dos genes e a dedugcdo dos DNAs
complementares (cCDNAs), ou seja, a determinagdo de éxons, introns e janelas abertas de
leitura (ORFs, open reading frame) foram feitas manualmente, de acordo com a estratégia
proposta por Costa et al. (2014), através da comparacao das sequéncias identificadas com
0s cDNAs da PTOX do GenBank usando BLASTn. Os cDNAs deduzidos (a partir de DNA
gendmico) identificados nesse estudo foram traduzidos em sequéncias de aminodcidos
usando a ferramenta TranslateTool, disponivel no servidor ExPASy. Todas as proteinas
deduzidas foram validadas alinhando suas sequéncias contra proteinas PTOX disponiveis
no GenBank usando a ferramenta BLASTp.

A anélise filogenética foi conduzida a partir das sequéncias de aminoécidos das
proteinas PTOX encontradas em G max e nas outras espécies de leguminosas citadas
anteriormente. As sequéncias de Arabidopsis thaliana (Brassicales), Oriza sativa (Poales) e
Volvox carteri (Chlamydomonadales) foram utilizadas como grupo externo. A Aarvore
filogenética foi construida através do programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016),
utilizando o método de agrupamento Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987). Os
seguintes parametros foram estabelecidos: método Bootstrap com 1000 replicatas, modelo
de substitui¢do “numero de diferencas” e “completa dele¢do” na opg¢ao Gaps/ tratamentos
de dados perdidos. As sequéncias de aminodcidos usadas nesta anélise estdo disponiveis no

Anexo A.
3.2 Expressao génica da PTOX em Glycine max

O perfil de expressao dos genes da PTOX (denominados neste trabalho como
PTOX 1 e PTOX 2) foi avaliado em diferentes 6rgaos durante o desenvolvimento da soja e
sob condigdes de estresse, tanto através de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
quanto a partir de dados transcriptomicos disponiveis em bancos de RNA-seq.

3.2.1 Reacdo em cadeia da DNA polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

As condicdes experimentais e todo o procedimento adotado para a realizacio

do ensaio de PCR quantitativa em tempo real (RT- qPCR) sdo descritos a seguir.
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3.2.1.1 Material vegetal e condigcdes de crescimento

As sementes do cultivar BRS Pala de soja [Glycine max (L.) Merril] utilizadas
foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Trigo, Passo
Fundo, Rio Grande do Sul) e encaminhadas ao Laboratério de Gen6mica Funcional e
Bioinforméatica da Universidade Federal do Ceara (UFC), onde foram transferidas para
frascos hermeticamente fechados e armazenadas em geladeira a 10 °C.

As sementes sem sinais de danos mecanicos foram selecionadas e esterilizadas
em solu¢@o de hipoclorito de sédio (NaClO) 1% durante cinco minutos, a fim de eliminar
possiveis patdégenos em seu tegumento. Em seguida, foram deixadas em agua destilada
durante duas horas e, posteriormente, lavadas exaustivamente em 4gua corrente e em agua
destilada.

O passo seguinte consistiu na germinacdo das sementes esterilizadas em papel
de filtro embebido com a solu¢do de Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1950) 25% em
casa de vegetacdo (temperatura de 30 + 1 °C durante o dia e 25 + 1 °C durante a noite,
fotoperiodo de 12 horas, umidade de 60 = 8 %). Seis dias apOs a semeadura, as mudas
foram transferidas para um sistema hidroponico em vasos de 5L contendo a solugdo
nutritiva de Hoagland concentrada a 100%, sendo renovada semanalmente. As plantas
foram divididas em dois grupos: o grupo 1, contendo mudas mantidas nas condigdes
normais de crescimento anteriormente descritas, a fim de avaliar os diferentes estadios de
desenvolvimento da soja; € o grupo 2, também contendo mudas mantidas nas condicdes ja
descritas, mas tratadas com polietilenoglicol (PEG), a fim de simular um estresse
osmotico, ou com o fitormonio acido salicilico (AS).

Para o grupo 1, as coletas dos orgdos para extracdo de RNA total foram feitas
com 10, 22 e 45 dias apds a semeadura (DAS) e 9 e 18 dias apds a floracdo (DAF), que
correspondem a 54 e 63 DAS, respectivamente. As partes coletados foram raizes, folhas
unifolioladas e trifolioladas, cotilédones, hipocétilos, epicétilos, flores e vagens. Além
destes, também foram coletadas sementes no inicio da germinacdo (semente seca e
semente embebida por 24 horas na solu¢do de Hoagland 25 %), conforme apresentado na
Tabela 2. No grupo 2, as plantas foram tratadas com polietilenoglicol (PEG) 100 g.L!
adicionado a solucdo nutritiva ou com acido salicilico (AS) 0,5 mM borrifado sobre as
folhas. Para as duas condicdes, a inducdo ocorreu 10 dias apés a semeadura. Apds a
inducao, folhas trifolioladas e raizes de todos os tratamentos (incluindo o controle) foram

coletadas apds 0, 6, 12 e 24 horas apds a aplicagao dos tratamentos.
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Cada amostra foi constituida pelo material coletado de pelo menos trés plantas
ou sementes. Apos a coleta dos 6rgdos dos dois grupos, as amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o momento da extracdo de

RNA.

Tabela 2 — Orgéos coletados e idade das plantas usadas para os ensaios durante o
desenvolvimento de Glycine max.

Parte extraida Idade da planta
Semente seca -
Semente embebida na solucao nutritiva de Hoagland 24 h ap6s a embebicao
Folha unifoliolada e cotilédones 10 DAS e 22 DAS
Folha trifoliolada, raiz, epic6tilo e hipocotilo 10, 22 e 45 DAS
Flores 45 DAS
Vagens 9e 18 DAF

Fonte: Autoria propria. Legenda: DAS — dias ap6s a semeadura; DAF — dias apds a floracéo.

3.2.1.2 Extragdo de RNA total

Aproximadamente 200 mg de material vegetal de cada uma das amostras foi
macerado em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo. O RNeasy Plant mini
Kit (Qiagen) foi utilizado para a extracdo de RNA total do material macerado, de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Foram adicionados as amostras 700 pL do tampao RLT e 10 pL de B-
mercaptoetanol, homogeneizando-as em agitador vortex. A solucdo obtida foi transferida
para a coluna lil4s do kit (QIAshedder spin columm, acoplada a um microtubo coletor de 2
mL) e centrifugada a 25 °C por dois minutos a 14.000 rpm. O eluido da coluna foi
recuperado e transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 400 uL de
etanol 95 %, sendo a solu¢do homogeneizada por inversao.

Em seguida, a solugdo foi transferida para a coluna résea do kit (RNeasy mini
spin columm, também acoplada a um microtubo coletor de 2 mL) e centrifugada a 25 °C
por 15 segundos a 10.000 rpm. O eluido foi descartado e adicionados a coluna 350 puL do
tampao RW1, seguido de centrifugacdo a 25 °C por 15 segundos a 10.000 rpm. Logo ap0s,
foram adicionados 80 uL de desoxirribonucleases (DNase) a coluna, a qual foi deixada em

temperatura ambiente por 15 minutos. Apds este periodo, adicionou-se novamente 350 uL
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do tampao RW1 e fez-se nova centrifugacdo a 25 °C por 15 segundos a 10.000 rpm. Em
seguida, a coluna foi acoplada a um novo microtubo coletor e adicionados 500 uL do
tampao RPE a solucdo, que foi submetida a centrifugacdo a 25 °C por dois minutos a
10.000 rpm, a fim de eliminar possiveis residuos de etanol que poderiam interferir na
anélise.

O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi acoplada a um novo
tubo coletor de 1,5 mL, onde foram adicionados 40 uL de 4dgua livre de RNases,
submetendo a nova centrifugacdo por 1 minuto a 10.000 rpm para eluicio do RNA. O

RNA recuperado foi armazenado a -20 °C para as etapas posteriores.

3.2.1.3 Quantificagdo, pureza e integridade do RNA total

A concentragdo e pureza das amostras foram determinadas em
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) em comprimentos de onda de 260
nm. A quantificacdo foi feita em triplicatas, sendo feita uma média das trés leituras. Para
estimar a pureza do RNA extraido, a razdo entre as densidades oOpticas (DO) de 260/280
nm foi utilizada para identificar contaminacdes por proteinas (razdo deve estar entre 1,8 e
2,0) e a razdo de 260/230 nm para identificar contaminacdes por polissacarideos (deve
estar entre 2,0 e 2,2).

A integridade do RNA total e a contaminacdo com DNA gendmico foram
verificadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % a partir de 0,5 ug de RNA. O gel foi
corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL durante 10 minutos. Para a visualizacdo das
bandas correspondentes a0 RNA ribossomal (18S e 28S) no gel, foi utilizado um
transluminador de luz ultravioleta (UV), sendo o RNA fotodocumentado pelo sistema Mini

BIS Pro (Bio-Imaging Systems) com o auxilio do software GEICapture™.

3.2.1.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA quantificado e submetido as andlises de pureza e integridade
anteriormente descritas foi, em seguida, utilizado para a sintese do DNA complementar
(cDNA) com o kit da IMpromII™ Transcriptase Reverse (Promega, Estados Unidos), de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Para a reacdo, foram adicionados aproximadamente 1 ug de RNA total de cada

amostra, oligodT2s, cloreto de magnésio (MgClz) 25 mM, dNTPs 10 mM, tampao de
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reacdo 5X e 4gua livre de RNases (Qiagen), totalizando um volume de 19 uL. A Tabela 3
apresenta os reagentes com os respectivos volumes utilizados para esta reacdo.

A solugdo obtida foi submetida a 65 °C por 5 minutos para desnaturacio e, em
seguida, transferida para o gelo. Logo apds, 1 pL da enzima transcriptase reversa foi
adicionado em cada tubo de reagdo, completando o volume para 20 pL.

A reacdo de sintese da fita complementar ocorreu em termociclador (Techne
TC-512) a 42 °C, durante 1 hora, seguida de um passo de desnaturacio enzimatica a 75 °C
por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C para os ensaios posteriores de
gPCR, antes das quais foi diluido para uma concentracdo final de 25 ng/uL, considerando-

se que a concentracdo inicial era em torno de 1000 ng/uL.

Tabela 3 — Reagentes e volumes utilizados na reacdo de sintese de DNA complementar.

Reagentes Volumes

RNA total Variavel em fun¢do da concentragio

apos a quantificacio

Tampao de reacdo 5X 4 uL

MgClz (25 mM) 2,4 ul

dNTPs (10 mM) 1,0 uL

OligodT24 (20 pmols/pL) 3,0 uL

H>O livre de RNAses Variavel em funcdo do volume de RNA
total

Transcriptase reversa (160 pg/uL) 1 uL

Fonte: Autoria propria.

3.2.1.5 Oligonucleotideos iniciadores (primers) dos genes PTOX e dos genes

normalizadores

Os primers (senso e antisenso — forward e reverse) utilizados para as reacdes
de qPCR foram desenhados por meio do programa Perl Primer V1.1.20 (MARSHALL,
2004) a partir da regido 5’ ndo traduzida (5’ UTR) de cada gene da PTOX, uma vez que
essas regides sao menos conservadas em comparacdo as regides traduzidas, que
apresentam alta identidade entre suas sequéncias nucleotidicas. Na Tabela 4 sdo
apresentadas as sequéncias dos primers dos dois genes da PTOX, identificados em G max,

e dos genes de referéncia EF1f, SKIP 16, MTP, UKNI, EFlo lal, EFla 1a2, EFla 2a,
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EFlo 2b e EFla 3, reportados por Hu et al. (2009) e Saraiva et al. (2014) como estaveis.
Tais genes de referéncia foram usados como normalizadores para o cilculo da expressdao
relativa dos genes PTOX. O alinhamento entre os genes PTOX de G max identificando a
regido dos primers e os genes normalizadores utilizados para cada parte da planta sdo

encontrados nos Anexos B e C, respectivamente.

3.2.1.6 Diluicdo, gradiente de temperatura e curva de eficiéncia dos primers

Os primers adquiridos da empresa IDT® (Integrated DNA Technologies) foram
diluidos para uma concentragdo de aproximadamente 20 uM e posteriormente
quantificados em triplicata em espectrofotometro Nanodrop 2000. Da média das
concentracdes obtidas, foi calculada a concentracdo de cada primer, os quais foram
diluidos para uma concentracdo de 6 uM, a fim de se obter uma concentragdo final de 300
nM, a qual foi utilizada nas reacdes de qPCR.

A temperatura de anelamento 6tima para cada par de primer foi determinada
através de um gradiente de temperatura usando um pool das amostras de cDNA. O
procedimento foi realizado em ensaio de PCR em tempo real no termociclador
Mastercycler ep Realplex (Eppendorf®). As temperaturas usadas foram 47,2; 50,5; 52,7;
55; 57,5; 59,8; 63,6 ¢ 65 °C. As temperaturas de menor C, (threshold cycle) e com as
curvas mais sigmoides foram selecionadas.

Para mensurar a eficiéncia dos primers, foram feitas diluicoes seriadas do pool
de cDNA (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000). A curva também foi feita através de qPCR. A

eficiéncia foi calculada usando a equagio Ef = 10C1slope) _
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Tabela 4 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas andlises de expressdo por Reacdo em cadeia da DNA polimerase quantitativa em tempo

real (RT-qPCR) de Glycine max.

Gene Produto génico Sequéncia do primer (5°-3’) Tamanho do amplicon (pb)

PTOX 1 Oxidase terminal do plastidio 1 =~ Fwd 5’ GCCGTAAATGCCGCCTATG 3’ 153
Rev 5’ AGAGGGAACTTTGTGTGTGT 3’

PTOX 2 Oxidase terminal do plastidio2 ~ Fwd 5’ ACACACAAAGTTCCCTCCTC 3’ 129
Rev 5 CCTGAAAAGTTGTGGAGCGG 3’

EFla lal Fator de elongagdo lo Fwd 5" GATTTCATGTAGCCGTAGCC 3’ 182
Rev 5’ ATTTAAGACATCCCTCCTCAG 3’

EFlo la2 Fator de elongacio la Fwd 5’ATCATCGTGGTTACTCCTTTAT 3’ 199
Rev 5° TCAGACTCTTCTTACCATCA 3’

EFla 2a Fator de elongagdo 1o Fwd 5" GGATGTCGTTTCTTATGGT 3’ 189
Rev 5’ CAAACACAACACATTAAAACAG 3°

EFla 2b Fator de elongagdo 1o Fwd 5° TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT 3’ 159
Rev 5’ ACAAACACAACACATTAAAACAC 3’

EFla 3 Fator de elongacio 1o Fwd 5° GTGCTGGATGGTTTATCAAGG 3’ 140
Rev 5’ AAAGTTGCGAGATGACGGAG 3’

EF1p Fator de elongacdo 1B Fwd 5 CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ 134
Rev 5’ AAGGACAGAAGACTGCCACTC3’

MTP Metaloprotease Fwd 5" CGCTCCAAGTGCTCCTCATTAG 3’ 71
Rev 5 TGAAGTAACCGACGCCAACG 3’

SKIP 16 Proteina de interagdo 16 Fwd GAGCCCAAGACATTGCGAGAG 60
Rev CGGAAGCGGAAGAACTGAACC

UKNI Proteina hipotética Fwd 5> TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’ 74

Rev 5 GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3°

Fonte: Autoria propria. Legenda: pb — pares de base
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3.2.1.7 PCR semi-quantitativa

A reacdo de PCR semi-quantitativa foi realizada para avaliar a qualidade do
cDNA obtido (como descrito no tépico 3.2.1.4). Utilizou-se para tal procedimento um par de
primers referente ao gene EF/a la. Para cada reacdo foi utilizado 1 uL de cDNA, tampao de
reacdo 5X, 1 uL de dNTPs (5 mM), 1 uL de cada iniciador especifico e 0,1 uL da enzima Go
Taq DNA polimerase. O volume total foi completado com dgua livre de RNases, totalizando

25 pL. O resultado da amplificacdo foi visualizado em gel de agarose a 2 %.

3.2.1.8 Ensaio de PCR em tempo real (RT-qPCR)

Cada reacdo foi realizada em um volume final de 20 pL, que continha 4 pL de
cDNA (100 ng), 10 uL do Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Warrington, UK), 1 pL de cada iniciador especifico (300 nM cada) e 4 puL. de H,O ultrapura.
Todas as reacOes foram realizadas em triplicata e um controle negativo, o qual ndo continha
cDNA, foi realizado em paralelo. As reacdes de amplificacdo foram realizadas através de 40
ciclos térmicos, compostos por 15 s a 95 °C, seguido por um periodo de 15 s a uma
temperatura de anelamento especifica para cada iniciador e, por fim, 20 s a 60 °C. A
desnaturagdo inicial foi realizada a 95 °C por 10 min. Para verificar a especificidade dos
primers, também foi realizada a curva de dissociac@o (melting), que consistiu de 15 segundos

de incubacdo a 95 °C, 15 segundos de incubacio a 60 °C e uma subida de 95 °C.

O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em um termociclador RealPlex
4S (Eppendorf®) por meio da detec¢do dos niveis de fluorescéncia. As andlises dos dados
foram realizadas pelo software Realplex. Todas as reacdes, tanto dos genes alvo quanto dos

genes de referéncia, foram realizadas em triplicatas.

Os niveis de expressdo génica foram determinados utilizando a média dos valores C;
(Cycle treshold). Os valores brutos de C, foram importados para o programa gbaseP'™ (versio
2.4) e convertidos em dados de expressdo relativa através do método do fator de normalizagdo
(HELLEMANS et al., 2007). Os dados de expressdo relativa do experimento que avaliou a
expressdo da PTOX durante o desenvolvimento foram expressos como média + desvio padrdo
e os dados de expressdo referentes aos tratamentos com PEG e AS foram convertidos em
valores de log, fold-change (log2FC), utilizando a seguinte equacdo: logz(valor de expressao

relativa da amostra tratada) - log>(valor de expressao relativa da amostra controle).
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3.2.2 Expressdo in silico via RNA-seq

A andlise de expressdo diferencial também foi avaliada em dados de RNA-seq
disponives no banco SRA (Sequence Read Archive) do NCBI, que contém, dentre outros,
transcriptomas de Glycine max submetidos a diferentes estresses, bem como em diferentes
partes da planta e estadios do desenvolvimento. A pesquisa pelos “bioprojetos” foi restringida
a “Glycine max” e os experimentos selecionados foram baixados no formato “.fastq”. A
Tabela 5 apresenta todos os bioprojetos utilizados neste trabalho e detalha cultivares,
tratamentos, ndmero de replicatas, parte da planta avaliada e informacdes gerais de cada

experimento.

3.2.2.1 Obtengdo das sondas

As sequéncias génicas (sondas) utilizadas como referéncia para serem mapeadas
contra os diferentes experimentos do SRA foram selecionadas das regides 3’ e 5’ ndo
traduzidas do DNA complementar (¢cDNA) deduzido dos genes PTOX I e PTOX 2 da soja.
Para desenhar as sondas, foi observado se ndao haviam regides idénticas com mais de 49 pares
de bases (pb) consecutivos entre as sequéncias dos genes, uma vez que 0s experimentos de
SRA sdo compostos de dezenas de milhdes de pequenas sequéncias (reads) contendo entre 50

e 150 pb. As sequéncias das sondas para os dois genes podem ser encontradas no Anexo B.
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Identificador do
Bioprojeto

PRINA246315

PRINA246783

PRINA197251

PRINA262564

Cultivar

Williams 82

Williams 82

Williams 82

Williams 82

Parte da planta

Semente (estadio

globular)

Semente (estadio

cotiledonar)

Semente
(maturagao

precoce)

Cotilédones (3
estadios) e folhas
trifolioladas (5

estadios)

Tratamento/ Detalhes
do experimento

Desenvolvimento/
Oito compartimentos
do estadio globular da

semente foram
analisados

Desenvolvimento/
Dez compartimentos
do estadio cotiledonar

da semente foram

analisados

Desenvolvimento/

Dezessete
compartimentos do
estadio de maturacao
precoce da semente
foram analisados

Desenvolvimento e

senescéncia/
Cotilédones coletados
aos 4, 15 e 27 dias ap0s
a semeadura e folhas
coletadas a partir do
estadio V3 (1° estadio)
e apods 21, 35,49 e 56
dias.

Numero de

replicatas

Quatro

Trés ou

quatro

Trés ou

quatro

Trés

Referéncia

N3ao encontrado

N3ao encontrado

Danzer et al.

(2015)

Brown & Hudson
(2015)

Continua



41

Tabela 5 (Continuaciao)— Experimentos de RNA-seq utilizados para analisar a expressdo dos genes PTOX em Glycine max.

Identificador do Cultivar
Bioprojeto
PRINA246058 Williams 82

PRINA259941 Benning (sensivel
aseca)e
P1416937

(tolerante a seca)

PRINA266538 Williams 82

Parte da planta

Raizes

Folhas

trifolioladas

Zona de abscisao
foliar (LAZ) e
peciolo (NAZ)

Tratamento/ Detalhes
do experimento

Seca e estresse salino/
Amostras coletadas nos
tempos O (controle), 1,
6 e 12 horas sob
desidratacdo ou
tratadas com NaCl 100
mM
Seca/

Plantas no estadio R2
foram expostas ao ar.
Folhas foram coletadas
nos tempos 0, 6, 12 e
24 horas

Etileno/
Explantes provenientes
de plantas com 21 dias
de vida foram expostos
a 25 pL/L de etileno de

0 a 72 horas

Numero de

replicatas

Trés

Trés

Trés

Referéncia

Belamkar et al.
(2014)

Shin et al. (2015)

Kim et al. (2015)

Fonte: Autoria propria.
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3.2.2.2 Ferramentas computacionais para cdlculo da expressdo diferencial

O mapeamento (alinhamento) entre as sondas e os experimentos do banco de SRA
foi realizado pelas ferramentas Bowtie2 v2.3.2 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml)
(LANGMEAD E SALZBERG, 2013) e TopHat2 v2.0.13 (http://tophat.cbcb.umd.edu/) (KIM
et al., 2013). Somente as reads mapeadas foram fornecidas ao pacote Cufflinks
(http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) (TRAPNELL et al., 2012) para a montagem do trancriptoma
de cada biblioteca (condicdo/tratamento). A ferramenta Cuffmerge (incluida no pacote
Cufflinks) € a responséavel por essa montagem, na qual é gerado um arquivo “.gtf” que contém
informacdes coordenadas do mapeamento das reads por transcrito e tratamento. Finalmente,
através da ferramenta Cuffdiff (também incluida no pacote Cufflinks), o nimero de reads
mapeadas por transcrito foi usado para estimar os genes PTOX diferencialmente expressos.
Todas as etapas descritas foram operadas por linhas de comando através do terminal do
sistema operacional LINUX (Ubuntu 16.04).

Os dados de expressao em FPKM (Fragments Per Kilobase transcript per Million
of mapped reads) dos experimentos que avaliaram a expressdao dos genes PTOX durante o
desenvolvimento (sementes, cotilédones e folhas) foram expressos como média + desvio
padrdo das replicatas. Ja os valores médios de FPKM dos tratamentos nos experimentos que
avaliaram diferentes condi¢Oes de estresse foram convertidos em log, fold-change (log2FC)
pela equacdo: log(tratado;2) — log(controle;2). A analise de varidncia (ANOVA) foi realizada
através do software GraphPad Prism 5.02, seguida do teste de Bonferroni para comparagao

entre médias e com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

3.2.3 Andlise da regidao promotora

A presenca de elementos cis regulatérios foi analisada na regido correspondente
aos 1000 pares de bases que antecedem o sitio de inicio da traducdo dos dois genes PTOX da
soja. Para esta andlise, as sequéncias foram submetidas aos servidores PLACE
(sogo.dna.affrc.go.jp/PLACE) (HIGO et al. 1999), PlantPAN (plantpan.mbc.nctu.edu.tw)
(CHOW et al. 2015), AtPAN (atpan.itps.ncku.edu.tw/) (CHEN et al. 2012) e PlantCARE
(bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (LESCOT, 2002).
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3.3 Analise estrutural das proteinas PTOX de Glycine max

A fim de avancar na compreensdo da fun¢ao das duas proteinas PTOX em soja,
foi feito anélise por meio da modelagem das estruturas tridimensionais e ensaio de docagem
molecular com o ligante (substrato) especifico das isoformas. Em todas estas andlises foram
utilizadas as proteinas maduras, ou seja, sem os 36 primeiros aminoicidos da sequéncia, a
contar da extremidade amino-terminal e referente ao peptideo transito, uma vez que essas

sequéncias sdo clivadas quando a proteina é importada para o cloroplasto (BRUCE, 2000).

3.3.1 Predicdo e validacdo da estrutura tridimensional

A predicdo da estrutura tridimensional das proteinas PTOX da soja foi realizada
pelo programa Modeller 9.18 (WEBB e SALI, 2014), que utiliza predi¢cdo por modelagem
comparativa ou homologia e pelo servidor Robetta (http://robetta.bakerlab.org), que fornece a
predicdo tanto pelo método de primeiros principios (ab initio) quanto por modelagem
comparativa (KIM et al., 2004).

Para a predicio usando o Modeller, foi utilizado como molde a estrutura
cristalizada da oxidase alternativa (AOX) de Trypanosoma brucei, que estd depositada no
Banco de Dados de Proteinas (PDB — Protein Data Bank) sob o identificador 3VV9 (DOI
10.2210/pdb3vv9/pdb) e apresenta 27 % de identidade (alinhamento feito pela ferramenta
BLASTp) com as proteinas PTOX da soja. Para a execucdo da modelagem, seguiu-se um
roteiro com algumas linhas de comando utilizadas na interface do programa, bem como foram
utilizados dois arquivos, um no formato “.py” e outro no formato “.ali”, este ultimo contendo
o alinhamento da sequéncia alvo com a sequéncia do molde. Foram geradas 200 replicatas
(modelos) para cada uma das proteinas, sendo aquela com menor fun¢@o objetiva, ou seja, a
mais otimizada geometricamente, a selecionada para as andlises seguintes. Ja para a predi¢ao
por meio do Robetta, as sequéncias primarias das proteinas foram submetidas ao servidor, que
retornou apos alguns dias cinco modelos preditos, dos quais apenas o que apresentou menor
valor de desvio médio dos dtomos (RMSD, Root Mean Square Deviation) foi selecionado. Os
ions ferro (Fe) foram adicionados aos modelos tomando como base as coordenadas do Fe do
modelo 3VV9, uma vez que PTOX e AOX pertencem a classe de proteinas Dox (proteinas
diferro carboxilato quinol oxidases).

Para a validagdo das estruturas tridimensionais geradas foram usados os

servidores SAVES (Structure Analysis and Verification Server, disponivel em
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services.mbi.ucla.edu/SAVE) (HOOFT, 1996) e MolProbity (molprobity.biochem.duke.edu/)
(CHEN, 2010), que fornecem os valores de Z-score e o grafico de Ramachandran, sendo estes
os critérios escolhidos para a selecdo dos modelos que participariam da andlise de docagem
molecular. O Z-score deve estar o mais proéximo possivel de zero e representa o desvio dos
volumes atomicos da estrutura a ser validada em relagdo a valores padrdo, ou seja, de
estruturas altamente resolvidas e refinadas depositadas no PDB (PONTIUS, RICHELLE e
WODAK, 1996) e o grifico de Ramachandran fornece a porcentagem de residuos de
aminoacidos em posi¢des favoraveis na estrutura (RAMACHANDRAN, RAMAKRISHNAN
e SASISEKHARAN, 1963).

3.3.2 Predigao de estruturas secunddrias

A fim de dar maior confiabilidade as predicdes de estrutura tridimensional, as
sequéncias proteicas das duas proteinas PTOX da soja foram submetidas ao servidor
PSIPRED Protein Sequence Analysis (bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), sendo selecionadas as
ferramentas PSIPRED v3.3, que prediz as estruturas secundarias da sequéncia, DISOPRED3,
que prediz regides de desordem intrinseca na estrutura e MEMSAT-SVM, que faz a predicao
de hélices transmembranares. (BUCHAN, 2013; JONES, 1999). Para esta ultima analise,
também foi usada a ferramenta TMPred (HOFMANN e STOFFEL, 1993), disponivel no
portal ExPASy.

3.3.3 Docagem molecular das proteinas PTOX de Glycine max

A andlise de docking ou atracamento molecular foi conduzida com as estruturas
tridimensionais da PTOX geradas e o seu substrato (ligante), o plastoquinol (PQH2). O ligante
na sua forma nao protonada (plastoquinona) foi obtido do PDB (identificador PL9) no
formato “.sdf”, sendo em seguida convertido a sua forma reduzida pela adi¢ao de dois prétons
através do software Avogrado (HANWELL, 2012), que também realizou a conversao para o
formato “.pdb”. A Figura 5 representa a estrutura da plastoquinona.

A interacdo entre as proteinas (PTOX 1 e PTOX 2) e o seu ligante foi analisada
pelo software AutodockVina (TROTT e OLSON, 2010), que identifica os melhores modos de
ligacdo da molécula do ligante no sitio de ligacdo da proteina. O programa requer, além das
estruturas da proteina e do ligante no formato “.pdb”, que o usuério forneca o sitio de ligagao.

Para este trabalho, as coordenadas do sitio de ligacdo (centro de reacdo) fornecidas foram as
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do carbono alfa do aminoicido histidina na posi¢cdo 95, que estd presente no motivo
MSVLHMYES, sequéncia conservada nas duas proteinas e que € essencial para a sua
atividade (JOSSE et al., 2003). Também foram ajustados os seguintes pardmetros: tamanho
da caixa, que corresponde a drea na qual o ligante poderd rotacionar, para 50 angstroms (A);
“exhaustiveness”, que consiste no nimero de corridas realizadas pelo programa, para 150 e
nove modos de ligacdo. Foram realizadas duas docagens, uma para cada proteina PTOX. Os
complexos receptor-ligante ideais foram escolhidos com base na menor energia de interacdo
(kcal.mol™"), no menor valor de RMSD obtido e na menor distincia entre o atomo de ferro e o
hidrogénio do ligante envolvido na transferéncia de elétrons, que foi medida pela ferramenta
“Measurement” no visualizador PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
2.0 Schrodinger, LL.C). Cada complexo ideal foi submetido a construcio do diagrama de
interacdo com o ligante pelo programa Maestro 11.1 (SCHRODINGER RELEASE 2017-2)

considerando a distancia padrdo de 4 A.

Figura 5 — Estrutura da plastoquinona.
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Fonte: Protein Data Bank (PDB). Férmula molecular: Cs3 Hgy O2. Dois prétons foram adicionados aos atomos de
oxigénio (em vermelho) pelo programa Avogrado para obtencdo do plastoquinol, ligante da PTOX utilizado no
docking molecular.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos genes PTOX em Glycine max e distribuicio da proteina em

leguminosas

A identificacdo e caracterizagdo dos dois possiveis genes codificando a oxidase
terminal do plastidio em soja feita por Sun et al. (2005) revelou que esses pardlogos estdo em
cromossomos distintos, 0 9 e o 15. A partir dessas informacdes, neste trabalho, o gene alocado
no cromossomo 9 foi denominado PTOX [ e o localizado no cromossomo 15, PTOX 2.
Ambos os genes possuem nove éxons e oito introns (Figura 6). O quarto e o sexto introns de
PTOX 2 apresentam 2442 e 313 pares de bases (pb) a mais que os correspondentes em PTOX
1, respectivamente. Ja a sequéncia da regido codante € altamente conservada entre os dois
genes. Seu tamanho é de 999 pb, os quais codificam proteinas com 332 aminoécidos e que
compartilham 97 % de identidade (alinhamento feito pela ferramenta BLAST). A proteina
possui um peptideo transito que corresponde aos 36 primeiros aminodcidos das sequéncias de
PTOX 1 e PTOX 2 e que é responsavel pelo seu transporte at€ o cloroplasto. A massa
molecular e o ponto isoelétrico preditos para a proteina madura (sem o peptideo transito)

foram, respectivamente, 34,34 kDa e 5,62 para PTOX 1 e 34,31 kDa e 5,77 para PTOX 2.

Figura 6 — Estrutura dos genes da oxidase terminal do plastidio (PTOX) de Glycine max
representada pela ferramenta Gene Structure Display Server 2.0.
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Fonte: Baseado em Sun et al. (2015). Os éxons sdo indicados por caixas verdes e os introns por linhas. Caixas
em cinza representam as regides ndo traduzidas 5’ e 3. Os niimeros em kb (quilobases) indicam o comprimento
das sequéncias génicas.

O alinhamento entre as sequéncias da PTOX e da AOX da soja é exibido na
Figura 7. Foram identificadas nove mutagdes na sequéncia de aminoicidos entre as
sequéncias da PTOX, duas das quais na regido do peptideo transito (marcadas em rosa). Em
amarelo, sdo identificados os residuos de cisteina envolvidos na ligacao dissulfeto que ocorre
somente em AOX, indicando que PTOX ¢é encontrada como um mondémero (SUN et al.,

2015). Em verde, encontra-se a sequéncia consenso para proteinas diferro carboxilato E-Xn-
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E-X-X-H-Xn-E-Xin-E-X-X-H, onde E e H representam, respectivamente, os residuos de
glutamato e histidina que participam da quelagdo dos ions ferro (E116, E155, H158, E207,
E276 ¢ H279), “X” designa qualquer aminoacido e “X,” um numero variado de residuos
(BERTHOLD; STENMARK, 2003), sendo esta sequéncia fundamental para a atividade das
enzimas. Em azul claro, o sitio de ligacdo a quinona Al-X3-H-X23-L/T/S em PTOX e AOX,
onde “Al” representa um aminodcido alifatico; “X3” e “X»;3” designam quaisquer trés e
quaisquer dois ou trés residuos de aminoécidos, respectivamente; H é um residuo de histidina
e L, T e S sdo residuos de leucina, treonina e serina, respectivamente, de forma que qualquer
um deles pode ocupar a udltima posi¢do desta sequéncia (JOSSE et al., 2003). As sequéncias
destacadas em cinza correspondem ao éxon 8 da PTOX, que € essencial para a atividade e

estabilidade da proteina, nao sendo encontrada em AOX (FU; PARK; RODERMEL, 2005).

Figura 7 — Alinhamento das sequéncias das oxidases terminais do plastidio com as oxidases
alternativas de Glycine max feito pelo programa Clustal Omega.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

PTOX1 =~ ——mmmm—mmmmm e MAATFSSSLFMISSP 14
PTOX2 ~ ——mmmmmm i m e MAATFSSSLFASSP 14
AOX1 MMMMMSRSGANRVANTAMFVAKGLSGEVG——-——-—--—= GLRALYGGGVRSEST-—--— 44
AOX2a MKLTA----LNSTVRRALLNGRNONGNRLGSAALMPYAAAETRLLCAGGANGWEFFYWKRT 56
nox2d MKNVL----VR-SAARALLGGGGRSY----YRQLSTAATVEQRHQHGGGAFGSFHLRR-— 49
PTOX1 LPKPLSSSYSRIHRAPQLFRARSSLLODREEKVIVEDSFPSKTSPLHBA---—-——--—- 63
PTOX2 LPKPLSSSYSRIHMAPQLFRARSSLLODNEKKVIVEDSFPSKTSPLHMA-—————-—-—~ 63
AOX1 LALSEK-—--—- EKIEKKV-GLSSAGGNKEEKV--TVSYWGTIQPSKITKKDGTEWKWNCE 95
AOX2a MVSPAE--—--— AKLPEKE-KEKEKAKAEKSVV--ESSYWGISRPKVVREDGTEWPWNCE 107
aox2d MSTLPE--—--- VKDQHSE-EKKNEVNDTSNAV--VTSYWGITRPKVRREDGTEWPWNCEF 100
. * * .
PTOX1 ---DKSTEGNSINTSAFEKRI IKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRH-YARFFVLETIA 119
PTOX2 -—-DKST@GNSINTSAFEKRIIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRH-YARFFVLETIA 119
RAOX1 RPWETYKADLSIDLEKH--HAPTTFLDKMAFWTVKVLRYPTDVFFQRRYGCRAMMLETVA 153
AOX2a MPWESYRSNVSIDLTKH--HVPKNVLDKVAYRTVKLLRI PTDLFFKRRYGCRAMMLETVA 165
nox2d MPWDSYHSDVSIDVTKH--HTPKSLTDKVAFRAVKFLRVLSDIYFKERYGCHAMMLET IA 158
** . . *** *
PTOX1 RVPYFAFMSVLEMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQH 179
PTOX2 RVPYFAFMSVLEMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQH 179
AOX1 AVPGMVAGMLLECKSLRRFEHSGGWIKALLEEAENERMHLMTFMEVAKPKWY—ERALVIT 212
AOX2a AVPGMVGGMLLHLRSLRKFQQSGGWIKALLEEAENERMHLMTMVELVKPKWY ERLLVLA 224
AOX2d AVPGMVGGMLLHLKSLRKFQHSGGWIKALLEEAENERMHLMTMVELVKPSWH ERLLIFT 217
* % s . ‘k‘k . B B "::‘k' B ‘k: * % ‘k‘k . ‘k: * ‘k *
PTOX1 TIATIFYYIMTVLMYAVSPRMAYHFSECVESHAFETYDKEFIKV-QGDELKKMPAPEVAVNYY 238
PTOX2 IATFYYIMTVLMYAVSPRMAYHFSECVESHAFETYDKFIKV-QGDELKKMPAPEVAVNYY 238
AOX1 VQGVFFNAYFLGYLLSPKFAHRMVGYLEEEATHSYTEFLKELDKGNIENVPAPATIAIDYW 272
AOX2a VQGVFFNAFFVLYILSPKVAHRIVGYLEEEAIHSYTEYLKDLESGAIENVPAPATAIDYW 284
AOX2d AQGVFFNAFFVFYLLSPKAAHRFVGYLEEEAVISYTQHLNAIESGKVENVPAPAIAIDYW 277
Kogkxy koo HEO O R
PTOX1 TGDDLYLF] ENLYDVEFVNIRDDEAEHCKTMKACQT-H-—----- GN 291
PTOX2 TGDDLYLF ENLYDVFVNIRDDEAEHCKTMKACQT-H--—---- GN 291
AOX1 QL= === PPGSTLRDVVMVVRADEAHHRDVNHFASDIHYQGRELRE 313
AOX2a rRL-—————————————————- PKDARLKDVITVIRADEAHHRDVNHFASDIHFQGKELRE 325
AO0X2d rRL-—————————————————- PKDATLKDVVTVIRADEAHHRDVNHFASDIHHQGKELKE 318

* * ** ~k *** * . *

Continua
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Figura 7 (Continua¢do) — Alinhamento das sequéncias das oxidases terminais do plastidio
com as oxidases alternativas de Glycine max feito pelo programa Clustal Omega.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

PTOX1 LRSPHSYAEDDDSSVCALEADCEGIVDCIKKSVISNIiKVK 332
PTOX2 LRSPHSYAEDDDSSVCALEADCEGIVDCIKKSVESNBAKVK 332
A0X1 AAAPTGYH-—= === === ———mmm oo 321
AOX2a APAPTGYH——=————==———————mm—m oo 333
r0x2d APAPIGYH-——————————————mmm oo 326

.k *
Fonte: Baseado em Sun et al. (2015). Aminoacidos marcados em rosa representam as mutacgdes entre PTOX 1 e
PTOX 2. Em amarelo, os residuos de cisteina responsaveis pela ligacao dissulfeto que ocorre em AOX. Regides
azul claro indicam o sitio de ligagdo a quinona, com destaque para o residuo de histidina (sublinhado)
conservado em PTOX e AOX. Marcada em verde, a sequéncia consenso tipica de proteinas diferro carboxilato.
Em cinza, as regides referentes ao éxon 8 da PTOX, ndo encontrada em AOX.

A busca nos bancos de dados do GenBank evidenciou que nenhuma outra espécie
leguminosa analisada possui mais de um gene codificando a PTOX. A anotacdo dos genes
indicou que o numero de éxons (nove) e de introns (oito) do gene PTOX é o mesmo em todas
as espécies da ordem Fabales, com exce¢do de M. truncatula, que apresentou oito éxons e sete
introns. O alinhamento entre as proteinas deduzidas revelou identidade de 76 a 92 % entre as
proteinas PTOX da soja e das demais leguminosas. A analise filogenética demonstrou, ainda,
que € mais provavel que tenha ocorrido um evento de duplicacdo em soja, o que possibilitou a
presenca das duas copias do gene, ao invés da delecdo de uma suposta segunda copia do gene

nas demais plantas desta ordem (Figura 8).

Figura 8 — Arvore filogenética dos genes da oxidase terminal do plastidio (PTOX) em
leguminosas feita pelo programa MEGA 7.0.

oo ¢ ¥igna angulans PTOX
Wigna radiata PTOX
Phasealus vulgaris PTOX
Glycine max PTCOXI
Glycine max PTOMZ
Cajanus cajan PTOX
Cicer arietnum PTOX
Medicago truncatula PTOX
Lotus japonicus PTOX
Lupinus angustifoluis PTOX
Arachis duranensis PTOX
100 ’- Arachis ipaensis PTOX

Arabidopsis thaliana PTOX

COryza sativa PTOX
Wohox carteri PTORX

P
0.10

|8

Fonte: Autoria propria. Os genes PTOX de Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Volvox carteri foram utilizados
COmo grupo externo.
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4.2 Expressao génica da PTOX em Glycine max

4.2.1 Reacdo em cadeia da DNA polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

4.2.1.1 Qualidade do RNA

A quantificagdo do RNA total extraido de varios 6rgaos de G. max em diferentes
estadios de desenvolvimento e do RNA total isolado de raizes e folhas tratadas com PEG ou
AS mostrou que a relacdo de densidade Optica ODa2gor280 (para averiguar contaminacdes com
proteinas) obedeceu aos limites estabelecidos, variando de 2 a 2,15, sendo a qualidade do
RNA considerada boa. J4 a relacio ODasor230 (para averiguar contaminagdes com
polissacarideos) variou de 1,0 a 2,29, e, apesar de néo ter obedecido de forma ideal aos limites
(entre 2,0 e 2,2), a qualidade também foi considerada aceitavel para uso. Todos estes valores,
bem como as concentra¢des das amostras (ng/uL) sdo apresentados na Tabela 6.

Com relacdo a integridade do RNA total extraido, os perfis observados no gel de
agarose revelam que a amostra ndo sofreu degradacdo, uma vez que € possivel visualizar as

duas bandas referentes as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal (Figura 9).

4.2.1.2 Qualidade do DNA complementar obtido

A qualidade do cDNA produzido via transcri¢do reversa foi verificada através de
PCR semi - quantitativa, usando todas as amostras de cDNA produzido. A banda referente ao
amplicon do gene EFla la, usado para as reacdes, foi evidenciada nas diferentes amostras

analisadas, demonstrando boa qualidade do cDNA produzido (Figura 10).
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Tabela 6 — Valores médios das concentragdes e relagdes de densidade Optica (DO) dos RNAs
extraidos de véarios 6rgdos de Glycine max (cultivar BRS Pala) durante o desenvolvimento e
tratados com polietilenoglicol (PEG) ou 4cido salicilico (AS).

Orgio ou tratamento Concentracao de DO260/280 DO260/230
RNA (ng/uL)

Semente seca 5924 2,11 2,3

Semente embebida 238.,0 2,15 2,07
Cotilédones 10 DAS 841,1 2,14 2,31
Cotilédones 22 DAS 136,9 2,11 2,31
Folha unifoliolada 10 DAS 591,95 2,10 1,8

Folha unifoliolada 22 DAS 370,2 2,14 2,06
Folha trifoliolada 10 DAS 783,65 2,1 2,3

Folha trifoliolada 22 DAS 545,0 2,09 2,26
Folha trifoliolada 45 DAS 246,5 2,13 2,13
Raiz 10 DAS 788.,4 2,12 1,88
Raiz 22 DAS 529,6 2,11 1,76
Raiz 45 DAS 330,7 2,12 1,45
Hipocoétilo 10 DAS 260,5 2,11 1,9
Hipocétilo 22 DAS 159,9 2,14 1,54
Hipocétilo 45 DAS 409.4 2,13 1,96
Epicoétilo 10 DAS 817,7 2,13 1,43
Epicétilo 22 DAS 382,3 2,13 1,0
Epicétilo 45 DAS 578,3 2,11 1,78
Vagens 9 DAF 1149,7 2,15 2,04
Vagens 18 DAF 758.,0 2,12 2,21
Flores 45 DAS 420,4 2,11 1,53
Controle 0 h folha trifoliolada 313.,8 2,13 1,49
Controle 6 h folha trifoliolada 523,0 2,11 2,0
Controle 12 h folha trifoliolada 361,0 2,0 1,5

Controle 24 h folha trifoliolada 462,3 2,15 2,1

Controle 0 h raiz 346,7 2,0 1,62

Continua
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Tabela 6 (Continuagdo) — Valores médios das concentragdes e relacdes de densidade Optica
(DO) dos RNAs extraidos de varios 6rgaos de Glycine max (cultivar BRS Pala) durante o
desenvolvimento e tratados com polietilenoglicol (PEG) ou 4cido salicilico (AS).

Orgio ou tratamento Concentracao de DO260/280 DO260/230
RNA (ng/pL)

Controle 6 h raiz 587,0 2,09 2,21
Controle 12 h raiz 407,2 2,13 1,65
Controle 24 h raiz 592,7 2,04 1,42
PEG 0 h folha trifoliolada 426,2 2,1 1,51
PEG 6 h folha trifoliolada 569,1 2,12 2,29
PEG 12 h folha trifoliolada 589,1 2,09 2,0

PEG 24 h folha trifoliolada 551,9 2,13 1,80
PEG 0 h raiz 559,0 2,11 1,23
PEG 6 h raiz 369,6 2,12 1,75
PEG 12 h raiz 3631 2,1 2,07
PEG 24 h raiz 248,2 2,11 2,05
AS 0 h folha trifoliolada 620,2 2,10 2,0

AS 6 h folha trifoliolada 371,9 2,10 1,7

AS 12 h folha trifoliolada 381,5 2,13 2,24
AS 24 h folha trifoliolada 341,26 2,12 1,39
AS 0 h raiz 4497 2,12 1,5

AS 6 h raiz 610,2 2,08 2,17
AS 12 hraiz 682,26 2,11 2,16
AS 24 hraiz 417,2 2,12 1,7

Fonte: Autoria propria. Legenda: DAS — dias apds a semeadura; DAF: dias apds a floragdo; DO — densidade
optica; PEG — polietilenoglicol; AS — 4cido salicilico
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Figura 9 — Anidlise da integridade do RNA total extraido de diversas partes de Glycine max
(A) em diferentes estddios de desenvolvimento e (B) tratados com polietilenoglicol (PEG) ou

acido salicilico (AS) em gel de agarose 1,5 %. Destaque para as bandas correspondentes as
subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal.

(A) B)

Folha Folha Folha .
_trifelielada_ _wnifoliolada Cotitédenes _ Epicitiles Controle PEG Acido salicilico
1022 45 1022 10 22 1072 45 (diss) 0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24 (horas)

ANAs 288 RNAr 28s
RNAs 185 RNAr 18s

Hipocdilos Rote . Flor Vagens Sementes: Rele Controle PEG Acido salicilico

W 72 45 107745 45 51 &3 Seca 24 %
- (dias) 0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24 (horas

RNAs 285
RNAY 18s

RNAr 28s
RNAr 18s

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose 2 % dos amplicons do gene EFlo la para
avaliacdo da qualidade do cDNA produzido por PCR semiquantitativa.

> 68 7 8 8§ 10

11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
— e —————— e ——

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Fonte: Autoria propria. Legenda: raias 1 a 12 — folhas de soja de plantas controle e tratadas com polietilenoglicol
(PEG) ou acido salicilico (AS). Raias 13 a 24 - raizes de soja de plantas controle e tratadas com PEG ou AS.
Raias 25 a 45 — amostras de varios 6rgdos (semente seca, semente embebida, cotilédones, folhas unifolioladas e
trifolioladas, raizes, hipocétilos, epicétilos, vagens e flores) da planta em diversos estddios do desenvolvimento,
compreendendo estadios vegetativos e reprodutivos.
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4.2.1.3 Temperatura de anelamento, eficiéncia e especificidade dos primers

A melhor temperatura de anelamento, escolhida a partir de um gradiente de
temperatura, variou para cada par de primer. Os valores sao apresentados na Tabela 7.

A eficiéncia de amplificacdo dos primers variou de 82 a 129 %, mostrando que
todos os iniciadores estavam adequados para os ensaios de RT-qPCR. Os valores de eficiéncia
dos primers também sdao mostrados na Tabela 5.

As curvas de dissociagdo (curvas de melting) analisadas durante o ensaio de RT-
gPCR mostraram a presenga de um tunico pico, evidenciando que um tnico produto foi
amplificado e que ndao houve formacdo de dimeros de primers (dados ndo mostrados). A
especificidade dos iniciadores também foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2 %,
onde se observou a presenca de um unico fragmento com o tamanho esperado do amplicon

para todos os genes testados (dados nao mostrados).

Tabela 7 — Temperaturas de anelamento 6timas e eficiéncia de amplificacdo dos primers dos
genes PTOX de Glycine max e dos genes de referéncia utilizados no ensaio de PCR
quantitativa em tempo real (RT-qPCR).

Gene Temperatura de anelamento Eficiéncia de amplificacao
dos primers (°C) dos primers (%)

PTOX 1 57,5 94
PTOX 2 59,8 123
EFla lal 59,8 113
EFla la2 59.8 95
EFla 2a 57,5 82
EFla 2b 57,5 95
EFla 3 63,6 129
EF1p 63,6 94
MTP 63,3 93
SKIP 16 50,7 102
UKNI 63,6 96

Fonte: Autoria prépria.
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4.2.1.4 Expressdo dos genes PTOX em Glycine max avaliada por RT-gPCR

A andlise de expressdo por RT-qPCR revelou que os dois genes PTOX foram
expressos em todos os 6rgdos examinados durante o desenvolvimento da soja (Grafico 2),
evidenciando tanto a presen¢a quanto a funcionalidade dos pardlogos da oxidase terminal do
plastidio em G max.

Em sementes secas, vagens, hipocétilo e epicoétilo, o padrdo de expressdo entre os
dois transcritos foi similar, com alguma variacdo no nivel de expressdo entre os genes. J4 em
flores e sementes embebidas o gene da PTOX 2 apresentou maiores niveis de expressdao. Um
perfil de expressdo interessante foi observado em cotilédones, folhas (unifolioladas e
trifolioladas) e raizes (Gréafico 2).

Nas estruturas mais jovens (cotilédones aos 10 DAS, folhas trifolioladas e raizes
aos 22 DAS), maior abundancia dos transcritos de PTOX [ foi detectada. Entretanto, nos
orgdos mais velhos (cotilédones aos 22 DAS, folhas unifolioladas aos 22 DAS, folhas
trifolioladas e raizes aos 45 DAS), foi observado um aumento no nimero de transcritos para
PTOX 2 (Gréfico 2).

Ja em condicdes estressantes, o perfil de expressio para PTOX 1 e PTOX 2
(Grafico 3) apresentou comportamento distinto. Mesmo para o tratamento com
polietilenoglicol (PEG) em folhas, onde ambos os genes foram regulados positivamente,
PTOX I mostrou maior expressao 24 horas apds a indugdo, apresentando um aumento na
expressao de 1,16 fold (aproximadamente duas vezes) em relacdo ao controle. Ja em raizes,
neste mesmo tratamento, os dois transcritos apresentaram um padrdo oposto de expressio:
PTOX 1 foi regulado positivamente 6 horas apds a inducdo e permaneceu estavel nos demais
tempos, enquanto PTOX 2 foi regulado negativamente nos tempos 12 h e 24 h, mantendo-se
estavel nos tempos 0 h e 6h (Grafico 3).

No tratamento com &cido salicilico (AS), o gene PTOX [ apresentou altos niveis
de expressdo, maior abundancia de transcritos foi verificada nos tempos 6, 12 e 24 h em
folhas e 6 h em raizes (5,6 fold). O gene PTOX 2, em contrapartida, ndo apresentou variagao

na expressao em folhas e foi regulado negativamente em raizes (Grafico 3).
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Grafico 2 — Expressio relativa dos genes PTOX de Glycine max em diferentes partes da planta durante o desenvolvimento avaliada
por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR).

X 37
E 1 PIOX 1
2 mm PIOX2
£
o
on
C; ™ T
% 2- I i
=7
S
& 17
NI i [ 10 O 1l O
RGP IR PR =N . By 5 25 5 & X 5
%e’% 0?’ Q?’ QQV’ Q?’ ?’ 60?. Q?’ Q ?’ QV’ Q?’ o vl QQV’ Q?’ 69?, \ad Q?’ 69?’
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Fonte: Autoria propria. Legenda: DAS — dias ap6s a semeadura; DAF- dias ap6s a floracdo; F.U: folhas unifolioladas; F.T: folhas trifolioladas. Os valores de
expressdo relativa sdo expressos como média + desvio padrio de trés reagdes independentes a partir de um pool de RNA total. Os genes de referéncia usados
para normalizar a expressdo de PTOX em cada parte da planta s@o apresentados no Anexo C.
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Grafico 3 — Expressdo relativa dos genes PTOX de Glycine max em folhas e raizes tratadas com polietilenoglicol (PEG) 100 g.L"! ou
acido salicilico (AS) 0,5 mM em diferentes tempos de inducdo avaliada por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real (RT-qPCR).

PEG AS PEG AS

i Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes

5-

4-
w = Oh
% : - _ O 6h
< 2 @3 12h
o 1- @@ 24h
) [ J| |I
S
=

24

-3

-4-

PTOX 1 PTOX 2

Fonte: Autoria propria. Valores de logz FC positivos indicam aumento da abundancia do gene na condi¢do estudada comparada ao controle, enquanto valores
negativos indicam diminui¢do da abundéncia do gene na condi¢d@o analisada comparada ao controle.



57

4.2.2 Expressdo in silico via RNA-seq

A andlise de expressdo génica da PTOX avaliada nos dados transcriptomicos
(banco SRA) da soja disponiveis também revelou que os dois genes da oxidase terminal do
plastidio sdo expressos e funcionais em diversas partes da planta e condi¢Oes de tratamento
em G max. Esta constatacdo corrobora o achado pela expressdao por RT-qPCR, conferindo
robustez aos resultados e revela, ainda, que as sondas utilizadas no mapeamento foram
especificas para cada um dos genes, sendo adequadas para a anélise.
Foram avaliados experimentos que analisaram as sementes de soja nos estadios globular
(PRINA246315), cotiledonar (PRIJNA246783) e maturagdo precoce (PRINA197251).
Observou-se que tanto P7OX [ quanto PTOX 2 foram expressos em quase todos os
compartimentos estudados (Grafico 4). No estddio globular, a expressdo dos dois genes foi
maior no endosperma e no tegumento interno, enquanto a expressdao de PTOX I foi maior no
suspensor. Ja no estadio cotiledonar, praticamente ndo houve variagdo na expressao dos dois
genes, sendo ambos mais expressos no tegumento interno. A semente no estadio de maturagdo
precoce, por sua vez, apresentou alguns compartimentos em que nao foi detectada expressao
de um ou ambos os genes PTOX, tais como eixo estelar, parénquima adaxial e plimula.
Contudo, foi possivel observar maior abundancia de PTOX I no endosperma, na epiderme
abaxial e nas osteosclereides, um tipo de célula que compde o tegumento externo

(BELTRATI; PAOLL 2006).
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Gréfico 4 — Expressdo baseada em dados de RNA-seq dos genes PTOX em diferentes
compartimentos das sementes de Glycine max nos estadios (A) globular, (B) cotiledonar e (C)
de maturacdo precoce.
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Fonte: Autoria prépria. Valores expressos em FPKM (Fragments Per Kilobase transcript per Million of mapped
reads) como média * desvio padrdo das replicatas. Foram analisados oito (A), dez (B) e dezessete (C)
compartimentos da semente em diferentes estadios do desenvolvimento.
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Também foi analisada expressio dos genes PTOX em cotilédones e folhas
trifolioladas em diferentes estadios de desenvolvimento, desde os 6rgaos recém formados até
os senescentes (PRINA262564). Além da expressdo dos genes PTOX em todos os estadios e
orgdos, também foi observado que o gene PTOX 2 aumenta sua expressdo a medida que
cotilédones e folhas vao envelhecendo (Grafico 5). Em cotilédones com 27 dias (estadio 3),
foi observado um aumento de aproximadamente seis vezes na expressio de PTOX 2 em
relacdo aos cotilédones com 4 dias (estadio 1). Ja em folhas trifolioladas, houve um aumento
na abundancia de transcritos de PTOX 2 de quase quatro vezes em folhas com 56 dias (estadio
5) em relacdo as folhas mais jovens (estadio 1). A expressao de PTOX I também aumentou
com o envelhecimento dos cotilédones, mas de forma menos pronunciada; ja em folhas,
tendeu a se manter constante durante o desenvolvimento. Comportamento semelhante foi
identificado para PTOX 2 nos dados de RT-qPCR, onde houve maior expressdo do gene em
orgdos mais velhos (cotilédones e folhas unifolioladas com 22 dias e folhas trifolioladas com

45 dias) em comparacao aos respectivos 0rgaos mais jovens.

Grafico 5 — Expressdo baseada em dados de RNA-seq dos genes PTOX de Glycine max
durante o desenvolvimento e senescéncia de cotilédones e folhas trifolioladas.
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Fonte: Autoria prépria. Valores expressos em FPKM (Fragments Per Kilobase transcript per Million of mapped
reads) como média = desvio padrio das replicatas. Foram considerados como controle os estadios mais novos
para os dois genes (cotilédones com 4 dias e folhas trifolioladas com 1 dia). A andlise estatistica (one-way
ANOVA seguida do teste de Bonferroni) foi aplicada a cada gene separadamente. Diferencas significativas dos
controles sio indicadas por asterisco (*) com p < 0,05.
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Também foram analisados experimentos com diferentes componentes da planta de
G max expostos a condicoes de estresse, tais como desidratacdo e salinidade
(PRINA246058), seca (PRINA259941) e alta concentracdo de etileno (PRINA266538). Foi
possivel observar uma resposta distinta para cada um dos genes nessas condi¢des de estresse.

A exposicdo das raizes da soja a desidratacdo levou PTOX I a sofrer regulacdo
positiva no tempo 12 horas. Em contrapartida, PTOX 2 sofreu regulacdo negativa de forma
mais marcante apds 1 hora de tratamento, tendo sua expressao diminuida em torno de duas
vezes em relagdo ao controle, mantendo-se esse perfil de expressdo nos demais tempos
(Grafico 6A). No experimento de PCR em tempo real, os transcritos de PTOX 2 em raizes
também foram regulados negativamente quando a planta foi exposta a estresse osmotico
(tratamento com polietilenoglicol), o que da consisténcia aos resultados.

Ja quando a planta foi exposta a estresse salino (100 mM de NaCl) (Gréafico 6B),
os dois transcritos da proteina PTOX sofreram uma diminui¢do na expressdo 1 hora apds o
tratamento. Apenas PTOX [ foi regulado positivamente nos tempos seguintes (6 e 12 horas),
enquanto PTOX 2 manteve regulacdo negativa no tempo 6 h, passando a ser mais expresso no

tempo 12 horas.
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Grafico 6 — Expressdo baseada em dados de RNA-seq dos genes PTOX em raizes de Glycine
max submetida a (A) desidratacdo e (B) estresse salino em diferentes tempos de inducao.
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Fonte: Autoria propria. (A) Para o tratamento de desidratagdo, plantas no estddio V1 foram removidas do papel
de germinacdo e deixadas no ar sob condi¢des de limitacdo de dgua. (B) O tratamento de estresse salino foi
aplicado transferindo as plantas para solu¢do com 100 mM de NaCl. Valores de log: FC positivos indicam
aumento da abundancia do gene na condi¢do estudada comparada ao controle, enquanto valores negativos
indicam diminuicdo da abundancia do gene na condicdo analisada comparada ao controle. A andlise estatistica
(one-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni) foi aplicada a cada gene separadamente. Diferencas
significativas dos controles sdo indicadas por asterisco (*) com p < 0,05.

A expressdo génica da PTOX também foi avaliada em folhas de soja submetidas a
condi¢cdes drasticas de seca, sendo as plantas expostas ao ar por 6, 12 e 24 horas
(PRINA259941). Neste experimento, foram analisadas dois cultivares: Benning, que é
sensivel a seca e PI416937, tolerante a desidratacdo. Observou-se que apenas os transcritos de
PTOX 2 sofreram aumentos significativos na sua abundancia, cerca de quatro, seis e dez vezes
para os tempos 6, 12 e 24 horas, respectivamente, para este mesmo cultivar (Grafico 7). Ja
para o cultivar tolerante a seca, ambos os transcritos PTOX foram diferencialmente expressos
em todos os tempos testados. PTOX [ teve sua expressao aumentada mais de duas vezes em

todos os tempos em relacdo ao controle e PTOX 2 sofreu aumentos graduais de expressdo ao
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longo do tempo: 1,57 fold no tempo 1 hora, 2,92 fold no tempo 6 horas e 4,09 fold 24 horas

apoés o tratamento.

Grafico 7 — Expressdo baseada em dados de RNA-seq dos genes PTOX em folhas trifolioladas
de dois cultivares de Glycine max com susceptibilidade e tolerdncia a seca submetidos a
estresse por desidratacdo em diferentes tempos de inducao.
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Fonte: Autoria propria. Cultivar Benning € susceptivel a seca e PI 416937, tolerante. Para o tratamento de
desidratacdo, as plantas no estddio R2 foram removidas dos vasos e expostas ao ar por 0 (controle), 6, 12 e 24
horas. Valores de log, FC positivos indicam aumento da abundancia do gene na condi¢@o estudada comparada ao
controle, enquanto valores negativos indicam diminuicdo da abundancia do gene na condi¢cdo analisada
comparada ao controle. A andlise estatistica (one-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni) foi aplicada a
cada gene separadamente. Diferencas significativas dos controles sdo indicadas por asterisco (*) com p < 0,05.

O experimento com explantes de folhas (zona de abscisdo foliar) e peciolo (zona
de ndo abscisdo foliar) do cultivar Williams 82 de soja expostos a 25 uL/L do hormonio
vegetal etileno (PRINA266538) revelou perfil de expressdo de PTOX 1 e PTOX 2 oposto na
zona de abscisdo foliar (Grafico 8). Enquanto PTOX I manteve niveis basais nos primeiros
dois tempos testados, sendo regulada negativamente ap6s 48 e 72 horas do tratamento, PTOX
2 sofreu aumento de expressdo de cerca de quatro vezes em relacdo ao controle, nos tempos
de 24 h em diante. J4 em peciolos, ambos os transcritos foram regulados positivamente e
diferencialmente expressos para todos os tempos testados; contudo, PTOX I manteve os
niveis de expressao constantes ao longo do tempo, enquanto PTOX 2 aumentou gradualmente

sua expressao ao longo do tempo, atingindo o méximo de 4,15 fold no tempo de 72 horas.
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Griéfico 8 — Expressdo baseada em dados de RNA-seq dos genes PTOX em zonas de abscisdao
foliar (LAZ) e de ndo abscisdo (NAZ) de Glycine max expostos a alta concentracdo de etileno
em diferentes tempos de indugao.
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Fonte: Autoria prépria. Legenda: LAZ - zona de abscisdo foliar (junc¢do da folha com o peciolo); NAZ - zona de
ndo abscisdo (parte intermedidria do peciolo). O tratamento consistiu na exposi¢cdo de explantes excisados da
planta 25 pL/L de etileno por O (controle), 12, 24, 48 e 72 horas. Valores de log, FC positivos indicam aumento
da abundincia do gene na condi¢cdo estudada comparada ao controle, enquanto valores negativos indicam
diminui¢do da abundancia do gene na condicdo analisada comparada ao controle. A andlise estatistica (one-way
ANOVA seguida do teste de Bonferroni) foi aplicada a cada gene separadamente. Diferencas significativas dos
controles sao indicadas por asterisco (*) com p < 0,05.

4.2.3 Andlise da regidao promotora

A analise dos promotores dos genes PTOX de G. max revelou a presenca de alguns
elementos cis regulatorios comuns aos dois genes e de outros caracteristicos de cada gene
(Grafico 9). No primeiro caso, destacam-se os sitios: ARR1 [(A/T/C/G)GATT], aos quais se
ligam ativadores transcricionais (SAKAI; AOYAMA; OKA, 2008); CAATBOX1 (CAAT),
um elemento cis comum em promotores e regides potenciadoras (SHIRSAT er al., 1989);
DOFCORE (AAAG), um sitio requerido para a ligacao de proteinas Dof, que desempenham
diversos papeis na célula (YANAGISAWA; SCHMIDT, 1999) e GATABOX (GATA), uma
regido a qual se liga o fator de transcri¢do ASF-, requerido para expressio induzida pela luz
(TEAKLE et al., 2002).

Ja o elemento GTICONSENSUS [G(A/G)(A/T)AA(A/T)], um sitio também
presente em genes regulados pela luz (VILLAIN; MACHE; ZHOU, 1996), foi mais
encontrado no promotor de PTOX I. Os elementos mais presentes em PTOX 2, por sua vez,
foram MYCCONSENSUS [CA(A/T/C/G)(A/T/C/G)TG] e MYBCORE
[C(A/T/C/G)GTT(A/G)], que sdao encontrados em promotores do gene rd22 responsivo a
desidratacdo e em varios outros genes em Arabidopsis (ZHU, 2002). Os elementos MYB

também sdo, juntamente com outras familias de fatores de transcricdo como WRKY, relatados
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como pertencentes as principais familias relacionadas com a senescéncia (BALAZADEH;
RIANO-PACHON; MUELLER-ROEBER, 2008; BROWN; HUDSON, 2015). De fato,
também foram detectados no promotor de PTOX 2 varios sitios de ligacdo WRKY71 (TGAC),
um elemento que, em Oryza sativa, apresentou-se responsivo a senescéncia das folhas (LIU et

al., 2010).

Grafico 9 — Elementos cis regulatdrios presentes nos promotores dos genes PTOX 1 e PTOX 2
de Glycine max.

WRKY71 -]:l 3 PIOX 1

|3 rrox:2
MYCCONSENSUS - | |

MYBCORE - | [

GT1CONSENSUS | |

GATABOX | |

DOFCORE - [ |

CAATBOX - | |

ARR1 H [ |

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Numero de elementos cis

Fonte: Autoria prépria.

4.3 Modelagem da estrutura tridimensional das proteinas PTOX de Glycine max e

interacao com o plastoquinol

A estrutura tridimensional das duas proteinas PTOX da soja foi predita por dois
servidores, Modeller e Robetta. Dos duzentos modelos gerados pelo Modeller para cada uma
das proteinas, os que apresentaram menor funcdo objetiva, ou seja, os mais otimizados
geometricamente, foram os escolhidos (modelo 102 para ambas). Ja dentre os cinco modelos
fornecidos pelo Robetta, foram selecionados aqueles com menor valor de RMSD (modelo 1
para ambas). Para as duas proteinas, as estruturas dadas pelo Modeller abrangeram os
aminoécidos nas posi¢des 74 a 243; ja para o Robetta, as duas estruturas abrangeram todos os
aminoacidos da sequéncia. A validacdo das estruturas pelos servidores SAVES e MolProbity
forneceram o Z-score e o grafico de Ramachandran. O Z-score para os modelos do Modeller

foi -0,365 para as duas estruturas, ja os valores para os modelos do Robetta foram 0,113 para
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PTOX 1 e 0,157 para PTOX 2. A porcentagem de residuos de aminoacidos em posi¢des
favoraveis dada pelo grafico de Ramachandran foi de 94 % para PTOX 1 e PTOX 2 para os
modelos gerados pelo Modeller e de 96,3 % e 94,9 % para PTOX 1 e PTOX 2,
respectivamente, para os modelos gerados pelo Robetta (Anexo D). Tendo em vista os
resultados obtidos na validacdo da estrutura tridimensional (Z-score mais proximo de zero e
maior porcentagem de aminodcidos em posicOes favoraveis), os modelos para as duas
proteinas PTOX da soja gerados pelo servidor Robetta foram os escolhidos para dar

prosseguimento a andlise de docagem molecular (Figura 11).

Figura 11 — Modelos tridimensionais preditos pelo servidor Robetta das proteinas PTOX 1
(A) e PTOX 2 (B) de Glycine max utilizados para o docking molecular.

Fonte: Autoria propria. A visualizacdo das estruturas foi feita no programa PyMOL v. 2.0.1. As esferas laranjas
representam os fons ferro necessarios para a atividade da enzima. As regides em vermelho correspondem ao
centro de reagdo (MSVLHMYES) e em rosa (bastdes), os aminoacidos alterados entre as duas estruturas da
PTOX. As regides desordenadas sdo representadas por linhas.

A predicao da estrutura secundaria das proteinas feita pela ferramenta PSIPRED
v3.3 (Figura 12) corroborou com a localizacdo de a-hélices na visualizacdo das estruturas
tridimensionais, apesar de ter feito a previsao equivocada de uma folha 3 em uma curta regiao
nas duas proteinas; entretanto, o proprio programa avaliou esta predicao (folha ) como nao
muito confiavel. Para as duas sequéncias proteicas, as estruturas tridimensionais apresentaram
seis cadeias principais de a-hélice, o que foi condizente com a estrutura modelada da PTOX 2

de Chamydomonas reinhardtii apresentada por Nawrocki et al. (2015).
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Figura 12 — Predicdo da estrutura secundaria de PTOX 1 (A) e PTOX 2 (B) de Glycine max
feita pela ferramenta PSIPRED.
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Fonte: PSIPRED. Legenda: caixas rosa — a-hélice; setas amarelas — folhas B; Linhas — regides de desordem;
Conf — confianga da predi¢ao; Pred — estrutura secundaria predita; AA — sequéncia alvo. Para as duas proteinas,
foram retiradas a sequéncia do peptideo transito (primeiros 36 aminoacidos de cada sequéncia).

A predicdo de estruturas desordenadas feita pelo DISOPRED3 revelou apenas
regides nas extremidades N- e C-terminais das proteinas: aminoacidos 1 - 9 e 287 - 296 para
PTOX 1 e aminoécidos 1, 2, 5 e 289 - 296 para PTOX 2, enquanto na estrutura tridimensional
¢ possivel observar um maior nimero de regides de desordem (regides representadas por
linhas na Figura 11).

A ferramenta MEMSAT-SVM propés que duas o-hélices seriam
transmembranares para as duas proteinas, sendo em PTOX 1 as regides compreendidas pelos
aminoacidos 79 a 94 e 139 a 162 e em PTOX 2 as regides abrangidas pelos aminoéacidos 79 a
94 e 139 a 159 (Figura 13). A ferramenta TMPred também previu duas a-hélices
transmembranares para as duas proteinas em regides muito proximas, quando ndo as mesmas,
daquelas fornecidas pelo MEMSAT-SVM: aminoécidos 76 a 103 e 139 a 159 para ambas as

sequéncias. Nawrocki et al. (2015) e Castro et al. (2017) também encontraram duas hélices
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transmembranares para as estruturas preditas da PTOX de C. reinhardtii e AOX de Citrus

clementina.

Figura 13 — Predicao de regides transmembranares em (A) PTOX 1 e (B) PTOX 2 de Glycine
max feita pela ferramenta MEMSAT-SVM do servidor PSIPRED.
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Fonte: MEMSAT-SVM. (A) perfil de regides transmembranares para a sequéncia de aminoacidos de PTOX 1,
proposto com duas a-hélices cruzando a membrana. (B) perfil de regides transmembranares para a sequéncia de
aminoacidos de PTOX 2, proposto com duas a-hélices cruzando a membrana. Para as duas proteinas, foram
retiradas a sequéncia do peptideo transito (primeiros 36 aminoacidos de cada sequéncia).

Os resultados do docking em energia de interacdo proteina-ligante foram -7,6
kcal/mol para o complexo formado por PTOX 1 e -6,5 para PTOX 2, ambos com RMSD de
zero, revelando que a afinidade de PTOX 1 pelo substrato € maior que a de PTOX 2. Os
diagramas de interagdo fornecidos pelo programa Maestro sdo apresentados na Figuras 14 e
15. O diagrama para o complexo da PTOX 1 revela a participacdo da histidina na posi¢ao 95
(H95), que € essencial para a atividade da enzima. J4 no complexo formado pela PTOX 2
pode-se observar a formagao de uma ligacao de hidrogénio entre o aminoicido arginina (R84)
e uma das hidroxilas do ligante. E possivel observar, ainda, que a conformaco da molécula
de plastoquinol € diferente em cada um dos complexos formados e que dois residuos de
aminoacidos que estdo presentes em PTOX 1 (K7 e S26), mas ndo em PTOX 2 interagem
com o substrato. De forma andloga, o residuo H14, somente presente em PTOX 2, interage

com o ligante.
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Figura 14 — Diagrama de interacdo 2D proteina-ligante referente ao complexo PTOX1-PQH>
(plastoquinol).
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Fonte: Diagrama gerado pelo programa Maestro.
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Figura 15 — Diagrama de interacdo 2D proteina-ligante referente ao complexo PTOX2-PQH>
(plastoquinol).
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia de dois genes (PTOXI e PTOX 2) codificando a oxidase terminal do
plastidio em Glycine max foi anteriormente relatada por Sun et al. (2015), entretanto, ndo se
tem informagdo sobre a funcionalidade de ambos os genes nas respostas fisioldgicas da
planta. O presente trabalho, portanto, ndo sé corroborou o achado como também comprovou
que ambos os genes sdo expressos, apresentando expressdo diferencial em varios estddios de
desenvolvimento da planta, bem como em resposta a diferentes condicdes de estresse. Além
disso, investigou, por meio de ferramentas computacionais, a interacdo das duas isoformas da

proteina com seu ligante.

5.1 Os dois genes PTOX da soja sdao funcionais e expressos na maioria das partes da
planta

As sequéncias do DNA complementar e da proteina para os dois genes
compartilham 97 % de identidade, sendo altamente conservadas. Isso pode ser constatado
pelo alinhamento entre as sequéncias de aminoédcidos das PTOXs e das oxidases alternativas
(AOXs) da soja (Figura 7), visto que, por serem enzimas evolutivamente relacionadas,
conservam todas as regides necessarias para a atividade enzimética, como o centro de reacdo e
os motivos de ligagdo aos {fons ferro, caracteristico de proteinas diferro carboxilato
(BERTHOLD; STENMARK, 2003). Tal fato também atesta para a funcionalidade dos dois
genes da PTOX em G max.

A investigacdo dos genes da PTOX em outras espécies da ordem Fabales também
revelou um elevado grau de conservacdo das sequéncias génicas e proteicas entre espécies,
sendo presente, em todas elas, o mesmo nimero de éxons e introns e os motivos requeridos
para a atividade da proteina. Entretanto, em nenhuma outra leguminosa avaliada foram
encontradas duas cdpias da PTOX e a andlise filogenética (Figura 8), demonstrou que a
presenca dos pardlogos em G max € consequéncia de um evento de duplicacdo recente, ao
invés da delecdo da segunda cOpia em outras espécies leguminosas. Sabe-se que o genoma da
soja € altamente duplicado, apresentando multiplas cOpias de aproximadamente 75 % dos
genes (SCHMUTZ et al., 2010). Saraiva et al. (2016) também identificaram o dobro do
nimero de copias do gene do fator de elongagdo 1 alfa (EF/a) em soja, quando comparada
com as espécies Phaseolus vulgaris e Vigna radiata, ambas pertencentes a sua mesma tribo
(Phaseoleae). Entretanto, apesar da alta identidade entre os genes duplicados da PTOX na

soja, eles encontram-se em cromossomos distintos (PTOX I no cromossomo 9 e PTOX 2 no
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cromossomo 15), indicando que os eventos de duplicacdo foram seguidos de rearranjos
génicos. De fato, é sabido que as duplicagdes ocorridas no genoma de G max foram seguidas
de numerosos rearranjos cromossomicos (SCHMUTZ et al., 2010).

A PTOX ocorre em procariotos e eucariotos, sendo que a maioria das
cianobactérias e plantas apresentam apenas uma cOpia do gene. Entretanto, sdo encontradas
espécies que contém duas copias do gene entre diatoméceas, algas verdes, vermelhas e pardas
e também entre representantes dos filos Crypthophyta e Haptophyta; ji o género de musgo
Physcomitrella contém trés copias (NAWROCKI et al., 2015). Recentemente, Hossain et al.
(2017) também identificaram a presenca de dois genes da PTOX na beterraba (Beta vulgaris),
uma dicotileddnea assim como a soja.

Uma andlise filogenética utilizando mais de cem sequéncias de aminoacidos da
PTOX feita por Nawrocki et al. (2015) revelou que as mudltiplas copias da proteina em um
Unico organismo, na maioria dos casos, ndo sdo decorrentes de eventos de duplicacdo
ocorridos nas espécies, mas possivelmente de transferéncia horizontal de genes, visto que as
copias individuais da PTOX em certas espécies estao pouco relacionadas. Esta mesma analise,
contudo, também identificou algumas espécies em que as duas cOpias da oxidase estavam
mais relacionadas, como o milho e o eucalipto. A duplicagdo do gene em Glycine max,
entretanto, foi relatada pelos autores como um falso positivo decorrente de artefatos durante a
montagem do genoma. Entretanto, o presente trabalho, destaca a presenca de dois genes
pardlogos da PTOX em soja, bem como suas funcionalidades, comprovada
experimentalmente por RT-qPCR e dados transcriptomicos (RNA-seq).

Os eventos de duplicagdo de genes podem resultar em ganho de func¢do, perda de
funcdo ou redundancia (WANG et al., 2011). Os resultados de expressdo génica obtidos neste
trabalho sugerem que a duplicacdo do gene da PTOX em G. max conferiu um ganho de fungao
a planta, tendo em vista que os genes parecem ter expressdao preferencial em determinados
estadios do ciclo celular, tecido, 6rgao ou condig@o de estresse.

Transcritos de PTOX I e PTOX 2 foram detectados em todos os 6rgdos e idades
avaliados durante o desenvolvimento da planta (sementes, cotilédones, folhas, raizes, flores,
vagens, epicotilo e hipocétilo), o que pode ser evidenciado tanto nos experimentos de RT-
gPCR quanto nos dados transcriptdmicos de RNA-seq. Ou seja, ambos os genes foram
expressos mesmo quando a planta ndo sofreu com a aplicacio de algum estresse, condi¢do em
que € sabido haver alteracdo na abundancia dos transcritos da PTOX (NAWROCKI et al.,
2015). Esses resultados atestam para o carater ubiquo da proteina, mesmo sendo esta relatada

como um componente minoritario nas células e apresentando uma razao PTOX/PSII de 1:100
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em espinafre (LENNON; PROMMEENATE; NIXON, 2003). Todavia, seus transcritos foram
expressos em praticamente todos os tecidos e 6rgaos de Arabidopsis thaliana (ALURU et al.,
2001) e niveis da proteina foram detectados em folhas de A. thaliana e Pisum sativum durante
todo o periodo de desenvolvimento avaliado (LENNON; PROMMEENATE; NIXON, 2003).

O estudo da expressio dos genes PTOX em diferentes estiddios do
desenvolvimento da semente (globular, cotiledonar e maturagdo precoce) avaliada em dados
de RNA-seq (Grafico 4) também revelou a presenca dos transcritos em praticamente todos os
compartimentos avaliados, mas em maior abundancia no endosperma, suspensor, tegumento
interno e células osteosclereides. Todos estes compartimentos estdo, direta ou indiretamente,
relacionados com a nutri¢cdo do embrido em desenvolvimento (GEHRING; CHOI; FISCHER,
2004, MOISE et al., 2005; YEUNG; MEINKE, 1993).

Sabe-se que a fotossintese é o processo basico que prové energia para a planta
através da producao de ATP e NADPH que sdo utilizados nas reacdes de fixacdo do CO, para
formacdo de carboidratos (NIYOGI; WOLOSIUK; MALKIN, 2015). Apesar da PTOX nao
ser uma proteina essencial para que a fotossintese ocorra, sua atividade estd intimamente
relacionada com esse processo, visto que € bastante relatada sua atuacdo como uma vélvula
alternativa a nivel do PSII, evitando a reducdo excessiva do pool de plastoquinona, um dos
carreadores da cadeia de transporte de elétrons fotossintética (CTE) (CAROL; KUNTZ, 2001;
RUMEAU; PELTIER; COURNAC, 2007; NAWROCKI et al., 2015). Além disso, também é
relatado seu envolvimento na biossintese de carotenoides e clorofila, dois pigmentos
fotossintéticos (CAROL; KUNTZ, 2001; STECCANELLA; HANSSON; JENSEN, 2015). O
perfil transcricional de Arabidopsis durante o desenvolvimento do embrido revelou um
considerdvel aumento na expressdo de genes que codificam componentes envolvidos na
fotossintese ainda no estddio globular da semente (SPENCER et al., 2007). Também foi
comprovado que embrides de Brassica foram capazes de fixar CO2, contribuindo para o seu
crescimento e aumento de biomassa (GOFFMAN et al., 2005). Ademais, Borisjuk et al.
(2005) demonstraram que uma alta taxa de transporte de elétrons fotossintético ocorre nos

estadios iniciais da matura¢do em sementes de Glycine max.

5.2 O gene PTOX 2 e sua relagido com a senescéncia

A expressao dos genes PTOX durante o desenvolvimento e senescéncia de

cotilédones e folhas de G max apresentou um padrdo interessante identificado tanto na

expressao por PCR em tempo real quanto nos dados de RNA-seq. Verificou-se um aumento
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na abundancia de PTOX 2 a medida que a planta envelhecia, como visto nos Graficos 2 e 5.
Cotilédones com 22 e 27 dias, ou seja, em processo de senescéncia, apresentaram niveis
considerdveis de PTOX 2 quando comparados aos seus estddios mais jovens (10 e 4 dias,
respectivamente). Ocorréncia semelhante também é observada no padriao de expressdao de
PTOX 2 em folhas unifolioladas (Grafico 2) e trifolioladas (Graficos 2 e 5) com mais dias de
vida.

Corroborando com esses resultados, foram encontrados na regido promotora de
PTOX 2 vérios sitios de ligacdo aos fatores de transcricdo pertencentes as familias MYB e
WRKY (Gréafico 9), que estdo entre os principais grupos relacionados com a senescéncia
(BALAZADEH; RIANO-PACHON; MUELLER-ROEBER, 2008; BROWN; HUDSON,
2015). Uma das funcdes que se tem atribuido a PTOX € a sua participacdo na biossintese de
carotenoides, uma vez que a plastoquinona oxidada, produto da sua reacdo, € requerida por
duas importantes enzimas dessa via, a dessaturase do fitoeno e a dessaturase do caroteno
(JOHNSON; STEPIEN, 2016; CAROL; KUNTZ, 2001; MCDONALD et al., 2011,
NAWROCKI et al., 2015). Também ¢ relatado que em alguns casos a produgdo de

carotenoides pode ser aumentada durante a senescéncia (THOMAS et al., 2015).

5.3 PTOX 1 e PTOX 2 tém respostas distintas de acordo com a severidade do estresse

Muitos relatos na literatura também apontam para a PTOX como uma enzima
responsiva a varios tipos de estresses, como seca, salinidade, altas temperaturas e alta
luminosidade (SUN; WEN, 2011). De fato, a analise das regides promotoras dos dois genes
confirma que a PTOX estd envolvida nestes processos, uma vez que hid um consideravel
numero de elementos cis responsivos a luz (GT1) e ao estresse hidrico (MYB) nos promotores
de PTOX 1 e PTOX 2 (Gréfico 9). De acordo com os resultados obtidos, os genes PTOX da
soja também responderam aos estresses impostos, havendo casos de aumento na expressao de
até quase dez vezes em relacdo ao tratamento controle, como visto no Grafico 7.

As condicdes estressantes estudadas neste trabalho foram estresse osmotico
(PEG), desidratagdo ou seca, estresse salino e altas concentragdes de fitormoénios (acido
salicilico e etileno). O perfil de expressao de PTOX I e PTOX 2 apresentou um padrdo
distinto para cada tipo de tratamento, parecendo ser, na maioria das vezes, dependente do
rigor do estresse aplicado. Foi possivel observar que nas condi¢des em que foram mantidos
todos os quesitos basicos para a sobrevivéncia da planta, apesar das altas concentragdes dos

agentes estressantes, os niveis de PTOX 1, de forma geral, tenderam a aumentar e os de PTOX
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2 a diminuir (Gréaficos 3 e 6). Em contrapartida, quando um estresse muito severo foi
aplicado, a ponto de ameacar a vida da planta, os niveis de transcritos dos dois genes sofreram
aumento, de maneira mais pronunciada para PTOX 2 (Graficos 7 e 8).

Nos estresses induzidos por PEG (RT-qPCR, Grafico 3), desidratacdo e NaCl
(RNA-seq, Grafico 6), os genes PTOX apresentaram perfis de expressdo inverso entre eles e
semelhante entre tratamentos. PTOX [ foi regulado positivamente nas folhas das plantas
tratadas com PEG e nas raizes das plantas submetidas a desidratacao e NaCl no tempo 12
horas. J4 no tempo 6 horas, este mesmo gene sofreu aumento de expressdo em raizes para os
tratamentos com PEG e NaCl. Com relacdo a expressao de PTOX 2, houve regulacdo negativa
nas raizes das plantas tratadas com PEG e sob desidratacdo no tempo 12 h, ao passo que, no
tempo 6 h, a diminui¢do da expressdo do gene ocorreu nas raizes das plantas submetidas a
desidratacdo e alta concentracdo de NaCl. Os estresses (PEG, desidratacdo e NaCl), aqui
analisados, causam respostas fisiologicas similares nos momentos iniciais da exposicao, que €
a restri¢do da absor¢@o de dgua pela planta (ZHU, 2001). Assim, o perfil de expressdo inverso
dos genes PTOX [ e 2 similar entre os tratamentos, obtidos com técnicas distintas,
corroboram para a confiabilidade dos resultados obtidos.

A atividade da PTOX foi aumentada em folhas de Hibiscus mantidas em estresse
hidrico e incubadas com alta incidéncia luminosa (MUNOZ; QUILES, 2013). Resultado
semelhante foi encontrado para Rosa meillandina, que teve a via da clororespiracdo (da qual a
PTOX participa) estimulada por seca e sob altas temperaturas e luminosidade (PAREDES;
QUILES 2013). O estresse hidrico também regulou positivamente o gene PTOX em G max
apo6s 6 horas da aplicacdo do tratamento (SUN et al., 2014); mesmo a espécie analisada neste
caso sendo a soja, a expressao verificada foi em relagdo aos transcritos totais, ndo havendo
distingdo entre PTOX 1 e PTOX 2. Ja em Beta vulgaris, que apresenta duas copias da PTOX, a
expressao dos dois transcritos foi avaliada em folhas frente a estresse salino apds 3 horas e 14
dias de tratamento. Ambos os genes foram regulados positivamente em relagdo ao controle,
mas um deles alcangou maiores valores de expressao relativa (HOSSAIN ez al., 2017).

No tratamento com &4cido salicilico (AS), o perfil de expressdo de PTOX I e
PTOX 2 foi similar ao observado para os tratamentos com PEG, desidratacdo e salinidade.
Enquanto PTOX [ parece ser regulado positivamente, como observado claramente em folhas e
raizes (6 h de tratamento) PTOX 2 ndo sofreu alteragdo de expressdo em folhas, sendo
regulada negativamente em raizes (Gréfico 3). E relatado que o AS atua como um indutor do
sistema de defesa vegetal contra o ataque de virus (LEE et al., 2008), portanto, o tratamento

com esse fitormonio buscou simular um estresse bidtico por meio da indugdo dessa resposta
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de defesa da planta. Tang et al. (2017) relataram que tanto a aplicacdo isolada do fitormdnio
quanto combinada com estresse hidrico em plantulas de soja aumentam a expressao dos genes
que codificam PTOX (apenas um) e AOX.

O tratamento de seca com um cultivar sensivel (Benning) e um tolerante (PI) a
desidratacao revelou um padrdo destoante da maior parte dos tratamentos analisados, porém
interessante (Grafico 7). Até entdo, o perfil de expressdo dos dois genes frente a estresses
mostrava-se antagdnico: enquanto a expressdao de PTOX I subia em resposta a um tratamento,
PTOX 2 tendia a ser regulada negativamente. Neste experimento, todavia, o que se observou
foi um aumento de expressio de ambos os genes, mas de forma muito mais marcante de
PTOX 2 e para o cultivar sensivel. Ainda, os niveis de PTOX I se mantiveram praticamente
constantes durante todo o periodo do tratamento, ao passo que os niveis de PTOX 2
aumentaram gradualmente a medida que o estresse prolongava-se. Comportamento
semelhante pode ser visto nos peciolos de G max tratados com etileno (NAZ — Gréfico 8).
Além deste padrdo observado, os dois experimentos também t€ém em comum as condi¢des
drésticas a que as plantas foram expostas. No primeiro, as plantas inteiras foram deixadas no
ar, em completa desidratacio. No segundo, além do tratamento com etileno, hormoénio
conhecido por participar em respostas a estresses e promover a senescéncia (LEYSER; DAY,
2015), os segmentos tratados foram excisados da planta. Fica claro, portanto, o carater
adverso dessas condicdes de tratamento.

Quando a planta estd passando pelo processo de senescéncia ou enfrenta uma
condi¢do de dano fisico, além das respostas fisiolégicas, uma intrincada rede de respostas
moleculares € ativada, dentre as quais pode-se destacar a superexpressdao de alguns genes em
detrimento da supressdo de outros; além disso, os fatores de transcri¢do exercem papel central
nessas redes regulatérias (THOMAS et al, 2015; BALAZADEH; RIANO-PACHON;
MUELLER-ROEBER, 2008). Como ja citado anteriormente, o promotor de PTOX 2 contém
regides de ligacdo a fatores de transcri¢do envolvidos na senescéncia € em outros estresses.
Neste sentido, o aumento expressivo dos transcritos de PTOX 2 nas condi¢des descritas ha

pouco deve, portanto, ser uma dessas respostas moleculares.
5.4 Afinidade das isoformas pelo plastoquinol e correlacio com a funcao dos genes
A interacdo entre as duas isoformas da PTOX com o seu substrato revelou que

PTOX 1 tem mais afinidade pelo ligante do que PTOX 2. Corroborando o resultado, um valor

proximo ao encontrado neste trabalho para a energia de afinidade entre o complexo PTOX1 -
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PQH> (-7,6 kcal/mol) foi encontrado por Castro et al. (2017) em ensaio de docking molecular
com uma das isoformas da AOX de Citrus clementina com seu substrato, ubiquinol (-7
kcal/mol). AOX e PTOX, por serem proteinas pertencentes a mesma classe, mantém
conservados na sua estrutura o centro de rea¢do e os motivos de ligacdo ao ferro, que sdo
essenciais para a atividade das enzimas.

Os dados obtidos neste trabalho entram em consonancia € permitem supor que o
gene PTOX 1 de Glycine max parece ser transcrito preferencialmente, de forma geral, quando
a célula enfrenta condi¢des de estresse que ndo ameacam a sobrevivéncia da planta. Neste
sentido, a maior afinidade da enzima PTOX 1 pelo substrato pode explicar esta preferéncia
que a célula tem pela expressao desse gene. Por outro lado, o gene PTOX 2, que possui dois
introns maiores que PTOX 1 (o que significa um maior gasto de energia por parte da célula
para realizar a sua transcri¢cdo) e cuja proteina correspondente possui menor afinidade de
ligacdo ao substrato, parece ser preferencialmente expresso quando em folhas e cotilédones se
d4 inicio ao processo de senescéncia, um evento altamente regulado e dependente de energia
(THOMAS et al., 2015) e quando as condi¢des do meio sdo muito severas a ponto de serem

capazes de ameacar a sobrevivéncia da planta.
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6 CONCLUSAO

Os genes PTOX 1 e PTOX 2 sdo funcionais e expressos em praticamente todas as
partes da planta de Glycine max analisadas. Os resultados também permitem inferir que as
duas cdpias em cromossomos distintos sdo resultado de eventos de duplicacdo e de rearranjos
cromossdmicos que ocorreram no genoma da soja e que resultou em ganho de fun¢do para a
planta. Tanto as duas sequéncias dos cDNAs quanto as de proteinas compartilham alto grau de
identidade, porém, o gene PTOX 2 apresenta dois introns maiores que em PTOX 1. O perfil de
expressdo de cada gene € distinto durante o desenvolvimento de folhas, cotilédones e raizes e
também é dependente do rigor das condicOes estressantes impostas. Além disso, a afinidade
pelo ligante é maior para a isoforma da proteina codificada por PTOX 1. Desse modo, sugere-
se que o gene PTOX I em soja esteja associado com a eficiéncia fotossintética, prevalecendo,
de forma geral, nas partes mais jovens e tendo a sua expressdao aumentada preferencialmente
quando o estresse aplicado ndo ocasiona danos severos a célula. Em contrapartida, sugere-se
que o gene PTOX 2, por possui na regido promotora sitios de ligagao a fatores de transcricao
relacionados a senescéncia e requerer mais energia para a sua transcricdo (tem introns
maiores), além do seu produto proteico ndo ter tanta afinidade pelo ligante quanto PTOX 1,
esteja mais relacionado a eventos especificos, como a senescéncia de folhas e cotilédones e

com respostas a estresse muito severos, 0s quais ameacam a manuten¢do da vida da planta.
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ANEXO A - SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS PTOX DA
ORDEM FABALES E DOS GRUPOS EXTERNOS USADAS NA CONSTRUCAO DA
ARVORE FILOGENETICA.

>Glycine max PTOX1
MAATFSSSLEVSSPLPKPLSSSYSRIHKAPQLFRARSSLLODKEEKVIVQDSFPSKTSPLHSADKSTS
GNSINTSAFEKRITKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRHYARFFVLETIARVPYFAFMSVLHMYESF
GWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLAQHTIATFYYIMTVLMYAVSPRMAYHESE
CVESHAFETYDKFIKVQGDELKKMPAPEVAVNYYTGDDLYLFDEFQTSRVPNSRRPKIENLYDVEVNTI
RDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSYAEDDDSSVCALEADCEGIVDCIKKSVTSNAAKVK
>Glycine max PTOX2
MAATFSSSLFASSPLPKPLSSSYSRIHTAPQLFRARSSLLODNEKKVIVHDSFPSKTSPLHTADKSTG
GNSINTSAFEKRITKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRHYARFFVLETIARVPYFAFMSVLHMYESF
GWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLAQHTIATIFYYIMTVLMYAVSPRMAYHFEFSE
CVESHAFETYDKFIKVQGDELKKMPAPEVAVNYYTGDDLYLEFDEFQTSRVPNSRRPKIENLYDVEFVNI
RDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSYAEDDDSSVCALEADCEGIVDCIKKSVASNPAKVK
>Arachis duranensis PTOX
MAATTLSSSLFATTTFKAPPPHSSYFSHNEFNPCTTROQSLPRVRATMLODNEEKVKVKESLPSKISTED
DAGKASTIESGDSTSSSSSSSFEKEFVIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRDYARFEFVLETIARVPYF
AFMSVLHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLTIMEELGGNAWWEFDRFLAQHTATIFYYIMTVEMY
AISPRMAYHFSECVESHAFETYDKFIKAQGEDLKKLPAPEVAVNYYTGGDLYLEFDEFQTSRIPNTRRP
KIENLYDVEFVNIRDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSDSADDDGDAALCNLEADCEGIVDCLKKSVTS
NPAKLK

>Arachis ipaensis PTOX
MAATTLSSSLFATTTFKAPPPHSSSESHNEFNPCTTROQSLPRVRATMLODNEEKVKLKESTLPSKISTED
DAGKASTIESGDSTSSSSSSSFEKEFVIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRDYARFEVLETIARVPYF
AFMSVLHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLTIMEELGGNAWWEFDRFLAQHTATFYYIMTVEMY
ATISPRMAYHFSECVESHAFETYDKFIKAQGEDLKKLPAPEVAVNYYTGGDLYLEFDEFQTSRIPNTRRP
KIENLYDVEFVNIRDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSDSADNDGDAALCNLEADCEGIVDCLKKSVTS
NPAKLK

>Cajanus cajan PTOX
MAATILSSSLLLPKHTHRTSRPPLFRARASLLONNEEKLILPDSFPSKTSPLHTTTTKTTDADATKTSA
FOKRIIKVEQSVNIFLTDSVIKILDALYHDRNYARFFVLETIARVPYFAFMSVLHMYESEFGWWRRADY
LKVHFAESWNEMHHLLTMEELGGNAWWFDRFLAQHTATFYYIMTVLMYATISPRMAYHFSECVERHAFE
TYDKFIKDQGEELKKMPAPEVAVDYYTGDDLYLFDEFQTSRVPNSRRPKIENLYDVEVNIRDDEAEHC
KTMKACQTHGNLRSPHSYTADDDGSVCALEPGCEGIVDCITKSVTSSPAKVK

>Cicer arietnum PTOX
MAALFSSSLEFPTTPLNKSQIHRPIHFPLSYRPPLSRICASLLODKENKVILQODSFPSKTSPLDSSTEN
SSSNNNNNNNNNNNNSSSPSGWEKGVIKVEQSVNIFLTDSVIKILDALYHDRNYARFEFVLETIARVPY
FAFMSVLHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQHTIATFYYFMTALM
YTISPRMAYHFSECVESHAFETYDKFIKEQGEELKKMPAPEVAVNYYTGGDLYLEDEFQTSRVPNTRR
PKIENLYDVEFMNIRDDEAEHCKTMRACQTHGNLRSPHSYAEDDDDDSVCTPEAGCEGIVDCIKKSVTS
NPAKVK

>Lotus japonicus PTOX
MAATIFSSSIFSTSSLNKSPSSHYPHRHHNFSPLSLRSPLSRVRATVVKDTEGKVVVEKTEFPSKIPLQT
GAEENVSDSDSSPPTAFELGVIKVEQSINIFLTDSVIKILDALYRDRNYARFFVLETIARVPYFAFMS
VLHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLAQHIATIFYYFMTALMYTISP
RMAYHFSECVENHAFETYDKFIKDQGEELKKLPAPEVAVNYYTGGDLYLFDEFQTSRVPNTRRPKIEN
LYDVFVNVRDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSYAEDDEDTVCPLEADCEGIVDCIKKSVTSSPAKVK
>Lupinus angustifoluis PTOX
MAATLSSAVFATSPLKFTIPKHPSLLSPSSQLQFHPLRYNPLSSRSPLLRVRATVLKDEEEEVITIQES
FPSKTSSSPEFDVAKETNADSLNTTPGAVEKWAIKVEQSINIFLTDSVIKILDAFYHDRNYARFEVLET
IARVPYFAFMSTILHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLSQHVAVEYY
IMTVIMYAISPRMAYHFSECVENHAFETYDKFIKAQGEELKKLPAPEVAVNYYTGGDLYLEFDEFQTSR
IPNTRRPKIENLYDVFVNIRDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSYTEDDDVNAVCDPEADCEGIVDCI
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KKSVSSNPAKLK

>Medicago truncatula PTOX
MASTAMEFSSSLFPITPLNKLSSSRNSLTIFRPLSFRPPLFRIRSSLLODKEDKVITONTEFPSKTSPLDS
VTENSTNDDDTSSTSAWEKGVIKVEQSVNIFLTDSVIKILDALYRDRNYARFEVLETIARVPYFAFMS
ILHMYESFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLTIMEELGGNAWWFDRFLAQHTATFYYFMTALMYLISP
RMAYHFSECVESHAFETYDKFIKEQGEELKKMPAPEVAVNYYTGGDLYLFDEFQTSRVPNTRRPTIDN
LYDVFLNIRDDEAEHCKTMRACQTYGNLRSPHSYADAEDDDESVCTIEAGCEGIVDCIKKSVTSNPAK
VK

>Phaseolus vulgaris vPTOX
MAATLSSSLFATSSLPKPFSYSRTHTAPQFLRARASLLODNEEKVIVQODSFPSKSSPLHTANGKSAAD
SINTSAFEKRITIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRDYARFYVLETIARVPYFAFMSVLHMYESFGW
WRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQHIATFYYIMTVLMYAVSPRMAYHESECV
ESHAFETYDKFIKAQGEELKKMPPPEVAVNYYTGDDLYLFDEFQTSRVPNSRRPKIENLYDVEVNIRD
DEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSYAEDDDVSVCALEADCEGIVDCIKKSVTPNPAKVK

>Vigna angularis PTOX
MAATLSSSLFASSCLPKPFSHPRTHTASSLLKARASLLODNEEKVIVODSFPSKSSPLHTTNGKSSVD
SISTSAFEKGIIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRNYARFYVLETIARVPYFAFMSVLHMYESFGW
WRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLAQHTIATIFYYIMTVLMYAISPRMAYHEFSECV
ESHAFETYDKFIKVQGEELKKMPPPEVAVKYYTGDDLYLEFDEFQTSRVPNSRRPKIDNLYDVFLNIRD
DEAEHCKTMKACQIHGNLRSPHSYAEDGDDVSACALEVDCEGIVDCIKKSVNPDPARVK

>Vigna radiata PTOX
MAATLSSSLFASSCLPKPFSHPRTHTASSLLKARASLLODNEEKVIVODSFPSKSSPLHTTNGKSSVD
SIGTSAFEKGIIKVEQSVNIFLTDSVIKILDTLYHDRHYARFYVLETIARVPYFAFMSVLHMYESFGW
WRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWEFDRFLAQHIATFYYIMTVLMYATISPRMAYHESECV
ESHAFETYDKFIKVOGEELKKMPPPETAVKYYTGDDLYLFDEFQTSRVPNSRRPKIDNLYDVELNIRD
DEAEHCKTMKACQIHGNLRSPHSYAEDDDDVSACALEVDCEGIVDCLKKSVNPDPAKVK
>Arabidopsis thaliana PTOX
MAATISGISSGTLMISRPLVTLRRSRAAVSYSSSHRLLHHLPLSSRRLLLRNNHRVQATILQODDEERKVV
VEESFKAETFTGKEPLEEPNMSSSSTSAFETWITIKLEQGVNVFLTDSVIKILDTLYRDRTYARFEFVLE
TIARVPYFAFMSVLHMYETFGWWRRADYLKVHFAESWNEMHHLLIMEELGGNSWWEDRFLAQHIATEY
YFMTVFLYILSPRMAYHFSECVESHAYETYDKFLKASGEELKNMPAPDIAVKYYTGGDLYLFDEFQTS
RTPNTRRPVIENLYDVEVNIRDDEAEHCKTMRACQTLGCLRSPHSILEDDDTEEESGCVVPEEAHCEG
IVDCLKKSITS

>0ryza sativa PTOX
MAAVASASPLPAAAAPSTRCSPPPAFLPLRAHRPRVGTVATRRVFRAEAMRTQREKEQTEVAVEESFEFP
FRETAPPDEPLVTAEESWVVKLEQSVNIFLTESVITILDGLYRDRNYARFEFVLETIARVPYFAFISVL
HMYETFGWWRRADYIKVHFAESWNEFHHLLIMEELGGNSLWVDRFLARFAAFFYYFMTVAMYMVSPRM
AYHFSECVERHAYSTYDKFIKLHEDELKKLPAPEAALNYYLNEDLYLFDEFQTARVPCSRRPKIDNLY
DVFVNIRDDEAEHCKTMKACQTHGNLRSPHSMOKCLETDTECVIPEDDCEGIVDCVKKSLVSKE
>Volvox carteri PTOX
MLPCPSLSRSGLHARRRTRGALRVHAVAAPIIPGKGECPLYRDRTGKLIPAMCADYGFRSGAGRLYQE
SYGEVPKDVWQLAKDNYRHELEQLRRAVRYPPSDVRQPSHPVAKALHTANGVVGAALASLDKALEEAR
VLPELQPPPVRSALETQEFKEIRARLDQLRLDADDVIAVERERIATGGGDMESPLWVKAPFYALCWLL
DIMYDNKPIEKFWVLETVARIPYFAYISILHLYESLGFWRAGAELRKIHFAEEWNEMHHLQIMESLGG
DRAWMDRFIAEHSAVEYYWVLILFYLVSPRMAYNEFMOQRVELHAADTYTAFLQRNAAVLESIPPPMVAL
QYYYSEDLYLFDEFQTASRGAPPRRPRCETLLDVFKNIRDDEMEHVKTMIACQNSTIAKDIAAASASS
SSSPSPSATELPAPATPPKRAAASTVVEE
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ANEXO B — ALINHAMENTO DOS GENES PTOX DE Glycine max. AS SEQUENCIAS

MARCADAS COM TARJAS EM AMARELO E ROSA INDICAM OS PRIMERS
(SENSO E ANTISENSO) ESPECIFICOS UTILIZADOS PARA PCR EM TEMPO
REAL. JA AS SEQUENCIAS COM NUCLEOTIDEOS EM VERMELHO E AZUL
INDICAM AS SONDAS (5’ E 3°) UTILIZADAS COMO REFERENCIA PARA O
MAPEAMENTO CONTRA EXPERIMENTOS DE RNA-SEQ. OS CODONS
INICIADORES (ATG) E DE PARADA ([l PARA OS DOIS GENES TAMBEM

PTOX 1

ESTAO DESTACADOS.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2
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PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

PTOX1
PTOX2

TTTATTCTTAAATTAAAATATATTTTTTATAAAAAAAATTTAGTTTAATTGATTGAGTAG

AGTAAAAGAATGTTATAAATTTCTAACAATAAAAAAAGGAAAATTAAATTTTAACTTGAA

AATTAAACTAAATTTTA-————— === —————— === —mm— o GAAACGTGAA
* k kkk * *k kK *k Kk Kk kK
AGTA-GAACGGAAAACGGAACT———--— TGGTTGAGAAAGAAAAAACAAAA-—————————
AGGACAAGGGGAAAACGGAACTTGTGTTGGTTGCGAAAGAAAAGAACAAAAAAGARGTTA
** ok * * ok ok k ok ok ok k ok k ok ok k khkkkkk khkkkkkkkk Kk * % %

ACGAAACCTGAAGAGAATATCCGGATGCGGACGCTGGCGCTGGTAT - ————--—— GAGAC

* * k ok ok k * ok ok k ok ok ok ok ok ok ok k * *

GTAAATGCCGCCTATG-ACAACACGCTGCGAATCGACAAATCAAATGCCTCCGTGGACCA
GTAAATGCCGCCTATTGACTAAAAGCTGCGAA-—-————————————— TCAACGTGGACCA

Kk kkkkk ok ok ok ok ok ok ok ok * Kk ok ok kkkkkkkk * * ok ok ok ok k ok ok ok

CTCA---GGTCCTCTTTCCCATTTCCACTCTTCAATTCAATTAATATCTCACACACACAC
CTCACCTTCTTGTCTTTCCCCTTTCATCTCTTCAATTC-—————————————————————

* * k% * *hkkkkkkk kkkk * ok ok k ok kk ok ok ok ok

ACTCTCTCTCTCATACACACACAAAGTTCCCTCTCCAAAC.GCGGCAATTTTCTCTTC

—————— aarAcTC N .~ CAEEGCGGCAATTTTCTCTTC
*

* khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TTCGCTCTTCGTTTCTTCGCCTCTTCCCAAACCACTTTCTTCCTCCTATTCCCGAATCCA
TTCACTCTTCGCTTCCTCGCCTCTTCCCAAACCACTTTCTTCCTCCTATTCTCGAATCCA

khkk kkkkkkk hhkk khkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhhkhkkhhkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhkkhkk Kkkhkkkkkkk

TAAAGCTCCACAACTTTTCAGGGCTCGCTCCTCGCTCCTTCAGGATAAAGAGGAAAAAGT
A C T CGATCTTCTCTCCTTCAGGATAACGAGAAAAAAGT

* % khkkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhk hk hkhk hhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kkkhkk K*khkkkkkk

GATCGTGCAGGATTCATTCCCCTCCAAAACCTCTCCTCTTCACTCCGCTGATAAATCAAC
GATCGTGCATGATTCCTTCCCCTCCAAAACCTCTCCTCTTCACACCGCTGATAAATCAAC

KA KA A A Ak h Ahkhkhkhk Ahk Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkkkkkkkkkkkxk

TAGTGGAAACTCGATTAACACCTCTGCGTTCGAGAAACGGATTATCAAGGTCGAACAATC
TGGCTGGAAACTCAATTAACACCTCTGCGTTCGAGAAACGGATTATCAAGGTCGAACAATC

K KKK KAKAAAK A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA kA Ak k kK%

GGTGAATATCTTTCTCACGGATTCCGTCATAAAGATACTTGATACTCTGTACCATGATAG
GGTCAATATCTTTCTTACGGATTCCGTGATAAAGATACTTGATACTCTGTACCATGATAG

KAK KAAKAKAKAKAAKAA A, AAAAAAAAAAK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A,k Kk

ACACTATGCAAGGTTTTTTGTGCTTGAAACTATTGCCAGGGTTCCTTACTTTGCCTTTAT
ACACTATGCAAGGTTTTTTGTGCTTGAAACTATTGCGAGGGTTCCTTACTTTGCCTTTAT

KA KA KA KA KA KA A A A A A A A A AAAA A A A A A A KA A A A A, A A A Ak A Ak hA A Ak A Ak Ak K,k K

GTCAGTTCTCCATATGTATGAGAGTTTTGGCTGGTGGAGACGGGCAGACTATCTGAAAGT
GTCAGTTCTCCACATGTATGAGAGTTTTGGTTGGTGGAGGCGGGCGGACTATCTGAAAGT

KAKAKAKAKAKAKAAKAA A, KAAKAAAAAAAAAA A A A, Ak A A A h, Ak hkhkk dAhkkhkhkkkkkk kKK *k
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PTOX1
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PTOX1
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PTOX2

PTOX1
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PTOX1
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PTOX1
PTOX2

GCATTTTGCTGAGAGCTGGAATGAAATGCATCATTTGCTCATCATGGAAGAACTAGGGGG
GCATTTTGCTGAGAGCTGGAATGAAATGCATCATTTGCTCATCATGGAAGAACTAGGGGG

LR R R R SRS S SRR RS RS RS R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GAATGCTTGGTGGTTTGACCGCTTTCTCGCTCAACATATTGCAATATTTTATTATATTAT
GAATGCTTGGTGGTTTGATCGGTTTCTCGCTCAACATATTGCAATATTTTATTATATTAT

KA AAA A A A A A A A A A A A, Ak Ak A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kkkk

GACAGTTTTAATGTATGCAGTAAGCCCAAGAATGGCATATCACTTTTCGGAATGTGTAGA
GACAGTTTTAATGTATGCAGTAAGCCCAAGAATGGCATATCACTTTTCTGAATGTGTAGA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A h A, Ak kkkkkkkk

GAGTCATGCATTTGAAACTTATGACAAATTTATCAAGGTCCAAGGAGATGAATTGAAAAA
GAGTCATGCATTTGAAACTTATGACAAATTTATCAAGGTTCAAGGAGATGAATTGAAAAA

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA Ak hk* khkhkhkhkhkhk kA Ak Ak kk ok kK%

AATGCCAGCTCCAGAGGTTGCTGTGAATTATTATACAGGAGATGACTTGTATTTATTTGA
AATGCCAGCTCCTGAGGTTGCTGTGAATTATTATACAGGAGATGACTTGTATTTATTTGA

KA AAAAKAAAA KA, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak ARk Ak Ak Ak k ok ok, k%

TGAATTTCAAACTTCCAGAGTTCCTAATTCAAGAAGACCTAAGATAGAGAATCTGTACGA
TGAATTTCAAACTTCCAGAGTTCCTAATTCAAGAAGACCTAAGATAGAGAATCTGTACGA

KA A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak Ak Ak Ak kA kA kA Ak kA Ak kA hk kA kA kA Ak kA hk ok ok ok, k %

TGTATTTGTAAACATCAGAGATGATGAAGCTGAACATTGTAAGACAATGAAGGCTTGTCA
TGTATTTGTAAATATCAGAGATGACGAAGCTGAACATTGTAAGACAATGAAGGCTTGTCA

KA A A A A A A A, A A A A A A A A A A, Ak kA kA Ak Ak kA kA Ak kA kA Ak kA Ak Ak k ok ok ok k&

AACCCATGGGAACCTCCGGTCACCTCATTCATATGCAGAGGATGATGACAGCTCAGTCTG
AACCCATGGGAACCTCCGGTCACCTCATTCATATGCAGAGGATGATGACAGCTCAGTCTG

KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak A kA Ak kA kA Ak kA Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak kA kA k ok ok k %

TGCTCTTGAAGCAGATTGTGAAGGAATAGTAGACTGTATAAAGAAATCTGTTACTTCTAA
TGCTCTTGAAGCAGATTGTGAAGGAATAGTAGACTGTATAAAGAAATCTGTTGCTTCTAA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak kkk kA kkkk k%

TCCAGCTAAGGTGAAG GATAAGTGGCCCAATACATAGTACATTCATTTAATAAGATT

K KKK AKAAA KA AAAAKAKAAAAAAAAA A A A, A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A hA Ak kKK

TGCAGCTAAGGTGAAG.GATAAGTGGCACAATACATAGTACATTCATTTAATAAGATA

GGAGGCAGAGAATAATAATTGGAGGTAGTAAATAGTTGAAATTTGGATAAGGTTGCTCTC
GTAGGCAGGGAATAATGATTGGAGGTAGTAAATAGTTGAAATTTGGAAAAGGTTGCTCTC

K KKK KAAK AAKAAKAAK, AAAAAAAAAKAAAA A A A AR A A A A K A, A, Ak hk kA k kA kA kA kK, kK

CGGTTAATTGTC-TTTATAGAAAGTAAAGGTTAA-—————————————————————————
CGGTGTAATTGTCTTTATAGAAAGTAAAGGTGTATTCACCCTTAAATTTTCTAAGATCAA

* Kk kK * K R R R R R S *

———————————————————————————————————————— ATATTCATACCACACACTCT

GATCATGAAATATCTTATAGTGACAACCTTCTGTTAGGTTAAATGTTCATACCACACTCT
* kK * Kk kk kKK KKk

GAGGATTATCAAAGAAAATAATATTATGGAGATTGTCTATAATTTTGCTCCTGCTCTTTT
GAGGATTATCAAAGAAAATAATATTTTGGAGATTGTCTATAATTTTGCTCCTGCTCTTTT

R R R R R R R R R R R I R I S S e S S S S S S S

CCTTGTTTTTGGAATTTGGAACTTTGTCATTAGAGCTAGAGGGTTCCATGTGTTGACTTT
CCTTGTTTTTGTAATTTGGAACTTTGTCTTTAGAGCTAGAGGGTTGCATGCGTTGACTTT

KAKAKAKAKAKAAKAA AKX AAKAKAAKAAAAAAA A A K, A A A A A A A A A A hh,, *khkkk Ak kkkkk k%

TAGAAACCATCCATCACTGAAATATTTAGATTGTGACAACTA 1680
—————————————————————————————————————————— 1599
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ANEXO C - GENES DE REFERENCIA PARA CADA PARTE DA PLANTA
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UTILIZADOS PARA NORMALIZACAO NO ENSAIO DE PCR EM TEMPO REAL

Desenvolvimento

Flores e vagens: EFIf e EFlo lal
Sementes: EFIf e SKIP 16

Cotilédones: EFla 3 e EFlo 1b

Folhas unifolioladas: UKNI e SKIP 16
Folhas trifolioladas: UKNI e SKIP 16
Raizes: EFla 2a e UKNI

Hipocétilo: EFla lal e EF1f

Epicétilo: EFla la2, EFla 2b, EFlo lal

Condicoes estressantes

Folhas AS: UKNI, SKIP 16, EF1f, EFla 1a2 e MTP
Folhas PEG: UKNI e EF1p

Raizes SA: UKNI, EFla lal, EF1f e SKIP 16
Raizes PEG: EF1f, SKIP 16, UKNI, MTP e EFlo. 2b
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ANEXO D - GRAFICOS DE RAMACHANDRAN PARA AS ESTRUTURAS
TRIDIMENSIONAIS PREDITAS DAS ISOFORMAS DA PTOX EM Glycine max.
PTOX 1 - Predicao Modeller

General case
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94 0% (158/168) of all residues were in favored (98%) regions.

97.6% (164/168) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 4 outliers (phi, psi):
150 ARG (-170.9, -160.4)
160 FHE (-18.5, 122.0)
161 VAL (-32.4, -56.0)
163 ILE (-69.0, -75.3)

Isoleucine and valine
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PTOX 2 - Predicao Modeller

General case Isoleucine and valine
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94.0% (158/168) of all residues were in favored (98%) regions.
97.6% (164/168) of all residues were 1n allowed (>99.8%) 1egions.

There were 4 outliers (phi, psi):
150 ARG (-170.9. -160.4)
160 PHE (-18.5, 122.0)

161 VAL (-32.4. -56.0)
163 ILE (-69.0, -75.3)



PTOX 1 - Predicao Robetta

General case Ispleucine and valine
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96.3% (283/294) of all residues were in favored (98%) regions.
99 7% (293/294) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 1 outliers (phi, psi):
255 ASN (26.5, 47.2)



PTOX 2 - Predicao Robetta

General case
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94.9% (279/294) of all residues were in favored (98%) regions.
99.0% (291/294) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 3 outliers (phi, psi):

36 ILE (80.3, 94.2)

252 THR (-77.4, -106.9)
262 TYR (52.6, -85.9)

Isoleucine and valine
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