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RESUMO

Arabidopsis thaliana foi a primeira planta a ter seu genoma inteiramente sequenciado e se
encaixa como principal modelo para estudos de plantas. Além disso, habita varios ambientes
tornando-se um alvo interessante para investigar variagdes genéticas, como 0s polimorfismos.
Esse estudo de polimorfismos no DNA € importante para a pesquisa, pois ajuda a identificar e
desenvolver marcadores moleculares especificos. Aqueles polimorfismos de um tnico
nucleotideo (SNPs) sao os principais tipos de polimorfismos explorados e uma vez identificados
sdo utilizados para compreender a adaptacdo e evolugcdo da espécie, além de contribuir no
melhoramento de determinado cultivar. A plastoquinol oxidase (PTOX) € uma oxidoredutase
que atua na resposta ao estresse em plantas. Dessa forma, investigar os SNPs nesse gene em A.
thaliana podem contribuir para descoberta de marcadores moleculares e indicd-lo como
possivel gene alvo para melhoramento em plantas. O objetivo deste estudo foi identificar os
SNPs no gene PTOX de 1190 acessos de A. thaliana, prever as estruturas tridimensionais para
os principais polimorfismos, analisar a expressao génica em diversas condi¢des e correlaciona-
los com o ambiente. Coletamos os dados gendmicos e anotamos o gene da PTOX manualmente,
tomando como referéncia o ecotipo Columbia-0. Em seguida, todos os SNPs nao-sindnimos
foram identificados. As coordenadas dos acessos foram utilizadas para classificar o clima, a
pluviosidade e a morfologia geografica. A estrutura tridimensional foi predita pelo servidor
PHYRE2, I-TASSER e Modeller 9.16; e as variantes estruturais polimorficas foram realizadas
pela ferramenta mutagénese do PyMOL. As escolhidas foram submetidas ao “docking”
molecular pelo servidor DockThor. A expressao génica foi realizada pelo software TopHat. Nas
analises de bioinformatica 32 SNPs foram encontrados, dentre estes 16 foram nao-sindnimos e
destes 11 acarretaram a mudanca para um aminodcido de classe diferente. Os aminoacidos das
posicoes 13, 78, 81 e 323 foram aqueles que apresentaram maior taxa de mutacdo de todos:
40%, 31%, 31% e 49%, respectivamente, e apresentaram associagdo com a pluviosidade e a
intensidade da luz. A estrutura modificada na posi¢ao 323 parece favorecer uma interagao mais
forte da enzima com o substrato, o plastoquinol, do que Columbia-0. Para os dados de expressao
o gene da PTOX € expresso constitutivamente em condi¢cdes normais € induzido em condigdes
de estresse, especialmente aquelas que envolvem intensidade de luz. Concluimos que as
mudancas (SNPs) na sequéncia do gene da PTOX sugerem estar relacionadas com a adaptagao

ambiental, ou seja, esta influencia a selecdo de gendtipos mutantes.

Palavras-chave: SNPs. Planta modelo. Docking molecular. Immutans. Condi¢des ambientais.



ABSTRACT

Arabidopsis thaliana was the first plant to have its entirely genome sequenced and fits as the
main model for plant studies. In addition, it inhabits several environments making it an
interesting target to investigate genetic variations, such as polymorphisms. The study of DNA
polymorphisms is important for research because it helps to identify and develop specific
molecular markers. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the main types of
polymorphisms explored and once identified are used to understand the adaptation and
evolution of species, in addition contribute to the improvement of a particular cultivar.
Plastoquinol oxidase (PTOX) is an oxidoreductase that acts on the stress response in plants.
Thus, investigating the SNPs in this gene in A. thaliana may contribute to the discovery of
molecular markers and suggests it as a possible target gene for plant breeding. The aim of this
study was to identify the SNPs in the PTOX gene of 1190 accessions of A. thaliana, to predict
the three-dimensional structures for the main polymorphisms, to analyze the gene expression
in several conditions and to correlate them with the environment. We collected the genomic
data and annotated the PTOX gene manually. And using the Columbia-0 ecotype as a reference
all non-synonymous SNPs were identified. The coordinates of the accessions were used to
classify the climate, rainfall and geographical morphology. The three-dimensional structure
was predicted by the servers PHYRE2, I-TASSER and Modeller 9.16; and the polymorphic
structural variants were performed by the PyMOL mutagenesis tool. The structures were
submitted to molecular docking by the DockThor server. Gene expression was performed by
TopHat software. In the bioinformatics analyzes 32 SNPs were found, of which 16 were non-
synonyms and of these 11 changed to a different class amino acid. The amino acids from
positions 13, 78, 81 and 323 were those with the highest mutation rate of all: 40%, 31%, 31%
and 49%, respectively, and were found associated with rainfall and light intensity. The modified
structure at position 323 seems favors a stronger interaction of the enzyme with the substrate,
plastoquinol, than Columbia-0. For expression data the PTOX gene is constitutively expressed
under normal conditions and induced under stress conditions, especially those involving light
intensity. We concluded that the changes (SNPs) in the PTOX gene sequence suggest to be
related to the environmental adaptation, that is, this influences the selection of mutant

genotypes.

Keywords: SNPs. Model plant. Docking. Immutans. Environmental conditions.
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1 INTRODUCAO

1.1 Arabidopsis thaliana: Um Modelo de Estudo

Arabidopsis thaliana é uma angiosperma da familia Brassicaceae, classificada
como uma erva daninha. Existe em diversas regides do mundo e por essa razdo ainda nao ha o
conhecimento do local exato de origem (Meyerowitz, 1987). E uma planta de porte pequeno
(em torno de 15cm de altura, excluindo-se as raizes), com flores que podem autofecundar-se ou
serem cruzadas artificialmente, sem um fruto de importancia agrondmica e alta produgdo de
sementes (Costa, 2011). O ciclo completo de desenvolvimento e floracao do ecotipo referéncia
Columbia-0 completa-se entre 6 a 8§ semanas (Meyerowitz, 1987; Costa, 2011). Por possuir um
curto ciclo de desenvolvimento, ser de facil manipulagdo e rdpida propagacao, além de requerer
pequenos espacgos de cultivo a A. thaliana tornou-se a espécie modelo de estudos experimentais
de variacoes fisioldgicas e fendtipo-genotipicas (Leonelli, 2007).

Em 1980, alguns pesquisadores sentiram a necessidade de se obter um organismo
modelo padrio para as pesquisas genéticas com plantas, assim como havia nas demais areas. A
A. thaliana foi escolhida para servir de modelo a pesquisa genética vegetal por possuir alguns
dados gendmicos disponiveis, uma colecdo rica de diferentes acessos/ecotipos e uma estrutura
cromossOmica simples, apenas 5 cromossomos (Martienssen e McCombie, 2001). Os
resultados de pesquisas obtidos com A. thaliana estimavam-se serem aplicaveis as demais
plantas, o que com o tempo foi confirmado devido a proximidade genética entre essa e as
diversas angiospermas (Somerville and Koornneef, 2002). Um empecilho ocorria pela
dificuldade de se realizar a transformacao genética, mas foi solucionado com a descoberta da
técnica de transformacdo com o plasmideo T da Agrobacterium tumefaciens que permitiu, €
permite, compreender muitos processos celulares e fisioldgicos (Leonelli, 2007). No ano 2000,
o genoma completo de A. thaliana foi publicado, o primeiro de uma planta, e houve um aumento
desde entdo do numero de publicacdes cientificas envolvendo a espécie (Grafico 1),
confirmando esta como modelo vegetal experimental (Somerville and Koornneef, 2002;
Leonelli, 2007).

Organismos modelo sdo espécies amplamente estudadas para a compreensdo de
processos bioldgicos e/ou desenvolvimento de processos e espera-se que os resultados gerados
sejam aplicdveis a outros organismos (Leonelli, 2013). Um organismo modelo tem de possuir
caracteristicas experimentais relacionadas as poderosas ferramentas genéticas, ou seja, deve

possuir um tamanho fisico e gendmico pequenos; ter baixo custo de cultivo, manutencdo e
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transporte; ter um ciclo celular de curto tempo; alta taxa de fertilidade; possuir elevada
susceptibilidade a mutacdes ou as técnicas de modificacdo genética; ter padronizacdo do
modelo referéncia; e, possuir incentivos poderosos de comunidades de pesquisa renomadas

(Leonelli, 2013).

Gréfico 1: Distribuicdo do nimero de trabalhos envolvendo A. thaliana publicados entre o ano de 1980 e 2016.
Em 1980, houve o desenvolvimento e crescimento das organiza¢des de pesquisa e investimento voltadas a
defini¢do da A. thaliana como espécie modelo para estudos com vegetais. A partir dos demais anos, até o atual

(2016) o crescimento é acompanhado pelo aumento da disponibilidade de dados genéticos nos bancos de dados.
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Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados obtidos em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

As desvantagens de se escolher A. thaliana como modelo € que devido sua
autofecundacao, isso dificulta a deteccao de alvos de selecdo e afeta o processo adaptativo
diretamente (Gepstein e Horwitz, 1995). O processo de autogamia aumenta a incidéncia de
homozigose e dificulta a andlise filogenética entre populacdes, pois € um importante fator de
divergéncia entre as mesmas. O processo de recombinagdo efetivo € reduzido, o que aumenta o
numero de permutas polimdrficas deletérias que ndo sao selecionadas no processo adaptativo e
mantendo uma baixa varia¢ao (Gepstein e Horwitz, 1995). Além disso, a recombinac¢do pode
originar uma modificacdo vantajosa e permitir que tal mutagcdo seja mais adaptada e ocorra sua
perpetuagdo em detrimento as ndo tdo vantajosas quanto essa, reduzindo a diversidade genética
(Koenig e Weigel, 2015). Ademais, ainda hd possibilidade de alelos maléficos serem
perpetuados a cada geracdo até que reproduzam uma consequéncia danosa bastante
desvantajosa a espécie (Yant e Bomblies, 2017; Koenig e Weigel, 2015). Além dessas

caracteristicas, o fato de ser uma espécie de porte pequeno ndo é de todo vantajoso, pois alguns
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experimentos necessitam muito material para obter-se uma quantidade razodvel de um tecido
especifico. E, também, A. thaliana nao possui interesse agrondmico, sendo alvo apenas de
estudos de base para demais cultivares (Gepstein e Horwitz, 1995).

Porém, observando-se todas as caracteristicas, diversos fatores contribuiram para
que a A. thaliana se transformasse num modelo de estudo. Primeiro, tem caracteristicas
fisiol6gicas favoraveis, € de facil manipulacio, tem um ciclo de vida curto, é facil de cultivar e
requer espacos pequenos de producdo o que permite a avaliacdo do crescimento, do
desenvolvimento e das respostas a estresses bidticos e abiéticos (Delatorre e Silva, 2008; Costa,
2011; Gepstein e Horwitz, 1995). Além de que, possui elevada semelhanca de processos
fisiologicos e genéticos com as demais espécies vegetais, até mesmo as mais distantes
evolutivamente, o que permite a estipulagdo dos seus resultados para os demais organismos
(Delatorre e Silva, 2008; Costa, 2011; Gepstein e Horwitz, 1995). Segundo, possui um genoma
pequeno de tamanho aproximado de 125 megabases, sem muitas regides repetidas ou elementos
de transposicao (85% sao janelas de leitura aberta — cerca de 26 mil genes), o que reduz o tempo
e os custos para se obter informagdes mais detalhadas sobre a fungdo de genes ainda ndo
decifrados (Wigge e Weigel, 2001; Leonelli, 2007; Martienssen e McCombie, 2001). Terceiro,
tem uma elevada taxa de mutacdo, principalmente quando utilizada a técnica de transformacao
através da A. tumefaciens, o que permite estudos de engenharia genética que observem a
resposta génica a determinada condi¢@o a qual foi submetida, e, assim, identificar genes alvos
para a manipulacdo em plantas de importancia agrondmica (Somerville, 1994; Gepstein e
Horwitz, 1995; Brito, 2009; Page e Grossniklaus, 2002). Quarto, é de ampla distribui¢do,
existem plantas espalhadas por todo o mundo sugerindo que esta tem uma heranca genética
evolutiva compartilhada por muitas outras espécies, permitindo identificar genes homoélogos de
interesse cientifico para outras espécies, além de indicar que essa espécie € de facil adaptacao
local (Delatorre e Silva, 2008). Quinto, é de facil manipulacdo inclusive em estratégias de
isolamento de genes para transferi-los a outras espécies e induzir tolerancia (Koenig e Weigel,
2015; Delatorre e Silva, 2008). Sexto, possui versatilidade cientifica, A. thaliana é de interesse
nas diversas dreas da ciéncia incluindo fisiologia vegetal, bioquimica, biologia molecular e
bioinformatica (Leonelli, 2007).

Apbs a publicagdo do genoma no ano 2000 pela “Iniciativa Gendmica da
Arabidopsis (AGI)”, essa se consolidou como modelo vegetal de estudo. Foram identificados
diversos polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), mas a maior parte do genoma era
conservado, o que significa que hd uma convergéncia evolutiva e isso € bom no estudo da

diversidade entre os acessos e seus locais de origem (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
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Andlises comparativas entre o genoma de A. thaliana, varias Brassicaceae e Solanum
lycopersicum demonstraram que o tamanho dos éxons e a posi¢do dos introns sd@o conservados
entre as espécies vegetais (mais de 86% dentro do mesmo género), corroborando com a
expectativa de que esta é a base ideal para estudos genéticos bdsicos e para melhoramento de
culturas de interesse (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Além disso, avaliagdes dos
genes envolvidos no transporte de fons, no reparo do DNA, na regulacdo génica através dos
fatores de transcri¢do e na composicdo dos compartimentos celulares apresentaram conservagao
em comparacdo com o0s eucariotos Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Saccharomyces cerevisae e Mus musculus espécies distantes evolutivamente em relacdo as
espécies vegetais (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Quando utilizados na
comparacdo com estas espécies os genes envolvidos nas reagdes responsivas a luz e
metaboloma vegetal, apenas a A. thaliana os possuiu (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000). Esse fato incentivou o uso da espécie modelo vegetal, pois esta ja contendo esses genes
aumentam a probabilidade de que os resultados de um estudo possam ser extrapolados as outras
plantas do que um outro sistema eucarioto heterologo. Estas descobertas a partir da publicagcdo
do genoma de A. thaliana foram os pontos-chave para confirma-la como planta modelo nos

estudos com vegetais (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

1.2 Projeto 1001 Genomas

Eventos chave no desenvolvimento e uso de A. thaliana como modelo de estudo
foram se desenrolando de forma bem sucedida para a consolidacio do mesmo. Primeiro, o
interesse de grupos de pesquisadores importantes em 1980 despertou a aten¢do da comunidade
cientifica o que culminou no investimento por parte da “National Science Foundation” (NFS)
nos projetos de pesquisa e nas organizacdes que estudavam A. thaliana (Koornneef e Meinke,
2010). Em 1983, o primeiro mapa genético da planta foi publicado. J4 em 1986, a primeira
planta transgénica de A. thaliana foi gerada (Koornneef e Meinke, 2010; Somerville e
Koornneef, 2002). Finalmente, em 1990 foi estabelecida a “Multinational Arabidopsis thaliana
Research Project”, um projeto para sequenciar o genoma da espécie até o ano 2000. Em 1996,
o projeto deslanchou e ficou denominado “Arabidopsis Genome Initiative” (AGI), até que no
ano 2000 o genoma completo, com o mapeamento dos 5 cromossomos foi publicado (The
Multinational Coordinate Arabidopsis thaliana Genome Research Project, 1997; The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Apds a publicagdo do genoma, criou-se um novo projeto

para facilitar a pesquisa com A. thaliana, “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR)



15

(Rhee, 2003). O projeto teve inicio no ano 2000, e tem por objetivo ser o maior banco de dados
online de plantas, contendo todos os dados de A. thaliana publicados e disponibilizando-os a
qualquer cientista que esteja interessado com o intuito de contribuir com o compartilhamento
de informagdes que favorecam a permanéncia da espécie como modelo de estudo (Figura 1)

(Rhee, 2003).

Figura 1: Fluxograma da trajetéria para o desenvolvimento e uso da A. thaliana como modelo de estudos de plantas

de alta qualidade.

Crescimento de investimentos Primeiras plantas Dado o impulso para
€ interesse na pesquisas com transgénicas do “Arabidopsis Genome
Arabidopsis thaliana modelo geradas Initiative”

Consolidagio do
projeto TATR

Primeiro mapa genético Estabelecido o Publicado o genoma Inicio do projeto
de Arabidopsis “Multinational Arabidopsis completo de 4. “The 1001 Genomes
publicado Research Project” thaliana Consortium”

Fonte: Elaborada pelo autor com base na bibliografia mencionada no pardgrafo acima.

Com este alicerce consistente construido, em 2008 teve inicio o Projeto 1001
Genomas Consoércio. Esse projeto tem por objetivo o sequenciamento de varios
acessos/ecotipos de Arabidopsis thaliana das mais diferentes localidades no mundo,
objetivamente mais de 1000 (Zeller, 2008). A metodologia empregada foi inovadora por aplicar
um algoritmo de determinacdo de sequéncias novo. A técnica envolve o resequenciamento das
sequéncias por “microarray”’, para identificar as regides polimorficas (RPs). Ocorre a
hibridizacdo da sequéncia ao DNA nas placas dos “arrays” e entdo é aplicado o modelo
matematico do algoritmo “Margin-based Prediction of Polymorphic Regions” (mPPR) para
definir as mudancas nas sequéncias, e depois a sequéncia de forma completa (Zeller, 2008).
Esse algoritmo consiste no programa identificar as transicdes permitidas com base nas regides
conservadas e ndo conservadas fornecidas previamente, € assim conseguir atribuir a cada
posicao modificada na sequéncia uma pontuacao através da avaliagdo das informagdes obtidas
anteriormente e das medidas das leituras do processo de hibridizacdo e com o uso de fungdes
matematicas atribuir o rétulo daquela mudanca, se possivel ou nao (Zeller, 2008). Com esse
novo método a identificagdo das RPs revelou indices de certeza superioresa 97%, o que
classifica o método como mais preciso que os demais utilizados para sequenciamentos de larga

escala (Zeller, 2008).
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O projeto resultou no sequenciamento de exatamente 1135 acessos de uma colecio
de ampla distribuicio mundial. O estudo foi motivado pela necessidade de se quantificar a
variac@o genética de forma mais ampla, para garantir uma compara¢ao entre muitas amostras;
além disso, para compreender melhor a distribuicdo demografica dos acessos € sua co-
dependéncia com as condi¢des geograficas a que cada um estd submetido (The 1001 Genomes
Consortium, 2016). Os sequenciamentos tiveram uma cobertura de identificagdo de “Single
Nucleotide Polymorphism” (SNPs) para cada 10 pares de bases (pb), o que o classificou como
0 mapeamento mais denso existente até hoje, até mesmo quando comparado ao projeto similar
de 1000 genomas humanos. Porém, como o processo foi realizado utilizando sequéncias curtas,
ndo € indicado que se use essas sequéncias para dados muito especificos, como a construcio de
“primers”’especificos, por exemplo (The 1001 Genomes Consortium, 2016). Estudos
filogenéticos realizados com as sequéncias indicaram que a expansdo global dos acessos ao
redor do mundo deu-se apds o periodo poés-glacial, e essa abrupta adaptacao ao local pode ter
sido a fonte das mudancas existentes entre alelos (The 1001 Genomes Consortium, 2016).
Dessa forma, o projeto dos 1001 genomas fornece uma oportunidade de decifrar como as
modificagdes genéticas estdo relacionadas com a variacao fenotipica em determinado ambiente
e as mudancas dentro deste (The 1001 Genomes Consortium, 2016).

O projeto dos 1001 genomas tem suas informagdes disponibilizadas através do site

(http://1001genomes.org/) e além disso, inimeras ferramentas que podem ser utilizadas. Dentre

estas existe o AraPheno (https://arapheno.1001genomes.org/) que € um banco de dados publico

de fenotipos. A proposta primdria do AraPheno é fornecer informacdes detalhadas sobre os
estudos e os fendtipos avaliados e depositados no banco de dados (Seren, 2016). Em adi¢do, o
usudrio pode visualizar as informagdes de forma interativa, correlacionando o fendtipo
expressado com a regido geografica. Para isso sdo fornecidos histogramas de andlise, que
permitem a comparagdo entre os fen6tipos e os padroes geograficos a que pertencem. Até o ano
de 2016 foram disponibilizados dados de 260 fenétipos, provenientes de diversos tecidos e
condicdes de cultivo (Seren, 2016). Outra ferramenta muito util € o easyGWAS

(https://easygwas.ethz.ch/), ela identifica o padrao de SNPs da varidvel e faz a intersecao destes

com o clima, além de prever quais das varidveis passaram por adaptacdo ambiental. Até 2016,
o banco de dados possuia 150 “genome wide association studies” (GWAS) e 145 fenotipos

publicos disponiveis (https://easygwas.ethz.ch/). Leva em consideracdo todos os interferentes:

como escolha de acessos nos quais a selecio natural de fato ocorreu, que € o apropriado para o
mapeamento; e os fendtipos captados pelas plantas originais que ndo sdo, muitas vezes,

observadas em plantas cultivadas em camaras num curto espago de tempo; e a heterogeneidade


http://1001genomes.org/
https://arapheno.1001genomes.org/
https://easygwas.ethz.ch/
https://easygwas.ethz.ch/
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dos habitats de A. thaliana que sao muito mais confidveis que submeter as plantas a condi¢des
similares o que permite resultados mais robustos (Bergelson e Roux, 2010). Apesar de ser muito
vantajosa, apenas 5779 estudos de correlagdo foram realizados, devido ao uso ser restrito a
pagantes, que em 2016 incluem 660 usudrios (Bergelson e Roux, 2010).

Outras duas ferramentas muito importantes sdo a POLYMORPH e
Pseudogenomes, ambas fornecem o sequenciamento dos diversos acessos para serem usados

pela pesquisa cientifica. POLYMORPH (http://polymorph.weigelworld.org/) possui o

sequenciamento de 80 acessos de oito regides diferentes da Eurdsia (Europa e Asia), fazendo
parte do projeto piloto do 1001 genomas de Arabidopsis (Cao, 2011). A ferramenta permite a
visualizacdo, andlise e pesquisa por SNPs para os 80 acessos. Além disso, permite que sejam
construidos subconjuntos dos ecotipos pertencentes as regides de mesmas caracteristicas
geograficas e favorece a realizagdo de anélises genOmicas mais detalhadas e direcionadas (Cao,

2011). Associada a esta ferramenta, estd a disponibilizagdo de um “link” (http://polymorph-

clark20.weigelworld.org) para encontrar as sequéncias genOmicas de 20 acessos, com
localizagdes geograficas e fenotipos diferentes, de alto padrdao de qualidade (Gan, 2011). No
proprio site consegue-se identificar os SNPs de forma eficiente e confidvel para todo o genoma
ou restringir para a avaliacdo de um unico gene (Gan, 2011). Pseudogenomes

(http://tools.1001genomes.org/pseudogenomes/) € a ferramenta que fornece o genoma dos 1135

acessos que foram sequenciados e sua regido geografica, nela pode-se escolher todas as
sequéncias ou apenas aquelas pertencentes a determinada localizacdo geografica de interesse
(The 1001 Genomes Consortium, 2016). Apos escolhidos os acessos, segue-se 0 passo de
restri¢ao a determinado gene através do cdigo obtido pelo TAIR e entdo realiza-se o download,
concedido no formato “.fasta” e os estudos podem ser efetuados (The 1001 Genomes
Consortium, 2016).

Um novo projeto, desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa (Projeto 1001
Genomas Consorcio), finalizou o sequenciamento recentemente de mais de mil epigenomas,
denominado “1001 Epigenomes Project” (The 1001 Epigenomes Consortium, 2016). A
pesquisa selecionou 1227 acessos de A. thaliana com ampla diversidade geografica e genética
e realizou o sequenciamento do epigenoma (DNA metilado - metiloma) e do transcriptoma dos
mesmos. O tecido escolhido foi o das folhas da roseta e 1107 metilomas de boa qualidade foram
obtidos para 1028 acessos, enquanto 1203 transcriptomas de alta qualidade foram obtidos para
998 acessos e indicaram que as mudancas que ocorrem no epigenoma estdo associadas a
resposta ambiental e desempenha, portanto, um papel na adaptacdo (The 1001 Epigenomes

Consortium, 2016). Assim, prové informag¢ao adicional a fornecida pelo projeto gendmico de


http://polymorph.weigelworld.org/
http://polymorph-clark20.weigelworld.org/
http://polymorph-clark20.weigelworld.org/
http://tools.1001genomes.org/pseudogenomes/
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A. thaliana na compreensao de como funciona a ativacao e bloqueio da expressao génica (The
1001 Epigenomes Consortium, 2016). Dessa forma, os recursos do genoma, do metiloma e do
transcriptoma, quando todos disponibilizados, tornam possiveis investigacdes mais confidveis
de correlacdo entre as variacdes genéticas, a evolugdo e a adaptagdo ao ambiente (Lang, 2016).

A maior disponibilidade de dados sobre A. thaliana tem permitido um crescimento
no numero de pesquisas em torno desta espécie modelo, com objetivo de construir uma base de
conhecimento para o melhoramento de outras espécies de valor econdmico agregado (Lasky,
2012). Dentre essas pesquisas, as genéticas sofreram um impacto maior devido a imensa
quantidade de informagdes sobre marcadores moleculares e condi¢cdes ambientais que
facilitaram as investigacdes das interagdes entre gendtipo e fendtipo (Lasky, 2012).

Hirose et al. (2015), desenvolveram um cromossomo artificial vetor de
transformac¢do competente (CAT) que permite a transferéncia de sequéncias superiores a 80
“kilobases” (kb) e realizaram o mapeamento de todo o genoma através desses CATs, o que
permitiu a construcdo de mapas genéticos de alta resolucdo. Um total de 110 CATs com as
sequéncias foram disponibilizados no GenBank e TAIR de forma ptblica. Os CATs forneceram
uma cobertura de 90.9% do genoma de A. thaliana, de maior qualidade que os disponibilizados
até entdo, incluindo 100% do genoma do cloroplasto (Hirose, 2015). Essa biblioteca de CATs
forneceu um mapa dos genes em alta resolucdo que poderdo contribuir para os processos de
transformacao genética de plantas, provendo beneficios e mais exatidao aos pesquisadores desta

area.

1.3 Estudos Recentes Com A. thaliana

Mesmo com todas as informacdes disponibilizadas, ainda nio se desvendaram a
maioria dos genes e das vias envolvidas na tolerancia a estresses bidticos e abidticos. A
investigacdo em torno dessas descobertas € de grande interesse para o desenvolvimento de
cultivares melhorados, para que possam reduzir custos e aumentar a produtividade. A A.
thaliana é muitas vezes escolhida como o passo inicial desses estudos (Hirose, 2015). A seca é
um dos principais fatores limitantes para a produtividade de culturas de importante valor
agrondmico, por isso, a resposta e regulacdo desse estresse sdo foco de muitos estudos. A.
thaliana transgénica superexpressando o gene VIbZIP36 de Vitis vinifera, envolvido na
sinalizacdo e resposta a estresses abidticos, demonstrou uma maior tolerancia a desidratacao do

que a condicdo controle, além de sinalizar para os fatores de transcricdo das enzimas

antioxidantes (Tu, 2016). Mojica et al., trabalhou com 354 linhagens de A. thaliana
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provenientes da Suécia e Itdlia, submetendo-as a condi¢des de estresse hidrico e identificaram
449% de genes com expressdo constitutiva e 20% com expressdo induzida, com este
mapeamento identificaram onde estdo localizados os genes candidatos ao melhoramento das
culturas de espécies numa proxima geracdo, que poderdo ser responsivas a seca € mais
economicamente vantajosas. Um gene induzido em condi¢des de estresse, TaRCI, clonado do
trigo e expresso em A. thaliana demonstrou que as mudas expressando-o tiveram uma melhor
recuperagdo ao estresse da seca; foram mais sauddveis e verdes; e possuiram uma maior taxa
de fotossintese, de acimulo de biomassa e de clorofila do que as da condic¢ao controle (Khurana,
2015).

No entanto, avaliar as respostas para um estresse ndo traduz as condigdes
ambientais reais, uma vez que no ambiente ocorre a acdo combinada de estresses bidticos e
abidticos e impde a necessidade de estudos de estresses combinados. Olivas et al. (2016),
combinaram estresses de seca com infestacdo pelo inseto Pieres rapae e de infestacio pelo P.
rapae com o fungo Botrytis cinerea em 40 acessos de A. thaliana. Puderam demonstrar que as
variacOes de expressdo génicas entre o estresse combinado abidtico (seca) e bidtico (P. rapae)
e o estresse combinado apenas bidtico (P. rapae e B. cinérea) existem e s3o caracteristicas, 0
que facilita a identificagdo de marcadores moleculares nos pontos de resposta exclusivos de
cada condi¢ao. Enquanto o estresse combinado dos dois bidticos quando comparado ao estresse
apenas do inseto (P. rapae) ndo apresentou diferencas de expressdo, o que indica que os
mesmos genes estdo envolvidos na resposta para esses casos € apenas uma avaliagdo de SNPs
poderia identificar o ponto chave para um possivel melhoramento genético na planta (Olivas,
2016).

Balsamo et al., 2015 submeteram mutantes de A. thaliana deficientes na produgdo
de monossacarideos a deficiéncia hidrica. Os monossacarideos sdo importantes na composi¢ao
da parede celular das células vegetais, e a biomecanica das paredes € essencial na manutencao
da integridade e evita a perda de d4gua em condi¢des de seca. Aqueles deficientes em xilose e
galactose foram os menos tolerantes ao estresse hidrico, pois sdo essenciais a composicao da
parede celular. E, aqueles deficientes em raminose foram os mais tolerantes, pois é um
componente secundario, identificando a estrutura celular como uma componente auxiliar na
resposta a estresses (Balsamo, 2015).

Dada a importancia da estrutura celular, é essencial compreender o transporte de
ATP dentro das células que esteja voltado para as reagdes metabdlicas de desenvolvimento e
resposta a estresses. Proteinas transportadoras de ATP através da membrana mitocondrial

(APCs), as AtAPC1, AtAPC2 e AtAPC3 (At — A. thaliana) tiveram uma maior expressao de 1



20

sob condi¢des controle e de 3 sob condi¢des estressantes em todos os tecidos, indicando
AtAPC3 como alvo de transgenia para fornecer mais energia no combate a danos celulares
(Monné, 2015). Ou seja, o ATP desempenha um papel essencial em resposta aos estresses. Um
experimento que submeteu mudas de A. thaliana a 4°C resultaram no aumento de atividade da
fosfolipase D e redug@o de atividade da H*-ATPase até 12 horas. Ap6s esse tempo, a fosfolipase
D e a H*-ATPase aumentaram suas atividades. No caso da ATPase foi em resposta a redugao
na expressao do gene PP2A, que desfosforila a ATPase inativando-a. Além disso, a fosfolipase
D gera um aumento na produgdo de 4cido fosfatidico (AF) que é um sinalizador para a H*-
ATPase ligar-se a proteina 14-3-3 que a fosforila, ativando-a. Os resultados indicaram PP2A e
AF como alvos para a tolerancia em culturas em condi¢des de temperaturas amenas (Muzi,
2016).

O isolamento de um alelo inteiro responsivo ao frio em A. thaliana permitiu
observar o desenvolvimento das plantas submetidas a esse estresse. As mutantes contendo o
alelo tiveram um menor crescimento radial, redu¢do da elongacdo da raiz e baixo teor de
celulose (Howles, 2016). A formacdo de dimeros de pirimidina também pode interferir no
desenvolvimento das células, por isso Wang et al. (2016), estudaram os efeitos da alta radiacao
UV em 4 acessos de A. thaliana, 2 de elevada altitude e 2 de baixa altitude. Eles observaram
que os de baixa altitude tiveram uma maior taxa de dimeros formados no inicio e depois tiveram
uma taxa menor indicando que houve a inducdo de genes de resisténcia a alta incidéncia solar
nestes € nos de elevada altitude nio variou a expressdo indicando uma expressdo constitutiva
nestes, habituados a condi¢cdo. O crescimento radial da planta acompanhou o padrao
apresentado para os dimeros, nos de baixa altitude houve um menor crescimento radial que
depois normalizou indicando que apds a indugdo de genes resistentes a incidéncia solar reduziu
a formacdo dos dimeros, e o desenvolvimento do tecido foi menos afetado. Enquanto nos de
elevada altitude ndo houve interferéncia no desenvolvimento da raiz, devido a expressao
constitutiva de genes que evitam a formac¢do de dimeros. Porém, como o custo energético é
muito alto para indu¢do, um vetor de expressdo para uma expressdo constitutiva em ambas
condi¢Oes reduziria o gasto energético para os demais processos celulares (Wang, 2016).

O papel dos hormoénios também € de suma importancia na compreensdo dos
processos fisioldgicos desempenhados pelas plantas em condi¢des de estresse. Plantas de A.
thaliana mutantes, sem o gene aba2 (defeito na produgdo de acido abscisico - ABA), sem o
gene ga20ox] (defeito na produgdo de giberelinas - GA) e sem os dois genes, foram estudados
para ver o efeito de cada um no desenvolvimento da planta e viu-se que o duplo mutante

mostrou induzir uma leve reduc¢do no crescimento, maior do que o mutante isolado aba?2.
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Enquanto ga20ox1 revelou crescimento pouco menor que o controle sugerindo assim que o
ABA desempenha um papel essencial no desenvolvimento da planta (Chiang, 2015).

Um dos principais danos gerados pelos estresses sdo causados pela formacgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), assim, a remog¢do desses radicais é o alvo primdrio ao
combate de estresses no geral. Noshi et al., 2016 investigaram a acdo de mutantes de A. thaliana
sem e com fatores de transcricdo de genes de combate a EROs, TGA9, TGA10 e ambos, € 0s
submeteu ao tratamento com flg22 (padrdo molecular de patégenos). Foi identificado que os
mutantes sem os genes foram mais sensiveis ao f1g22 do que o controle, sendo maior para rgal0
e para o duplo mutante, e nos que possuiam os genes houve uma indu¢do da transcri¢ao desses
fatores, principalmente TGA10, indicando que este fator de transcricdo desempenha um papel
principal na mediagdo de respostas a EROs causados por flg22.

A producdo de EROs também funciona como sinalizacdo para uma cascata de
reacOes que previnem maiores danos a planta desempenhada pelas enzimas catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). Rejeb et al. (2015a) avaliou mutantes
de A. thaliana com e sem duas NADPH oxigenases, produtoras de H2O2, em condicdes de
estresse salino. E observaram que as superexpressando AtRbohD, AtRbohF e AtRbohD/F
tiveram aumento da concentragdo de H2O: e induziram a cascata de combate as EROs apés
exposicdo ao estresse salino mais que o controle. Enquanto as com os genes silenciados
atrbohd, atrbohf e atrbohd/f apresentaram inibicdo da geracdo de H»O; apds exposi¢do ao
estresse, nao estimulando a cascata de reagdes, demonstrando que a acdo dessas enzimas
NADPH oxidases s3o essenciais como sinalizadoras da cascata de respostas aos danos
oxidativos causados por estresse salino. Mutantes de A. thaliana sem expressar estes mesmo
dois genes tiveram menos acimulo de prolina que a linhagem selvagem. A prolina € essencial
no combate a EROs, na estabilizagdo de proteinas e como fonte de C e N para as plantas. A
adicdo de H»0O2 exdgeno acarretou num aumento dos niveis de prolina, indicando que a
sinalizacdo por H20O; através das oxidases € essencial também para o actimulo benéfico de
prolina (Rejeb, 2015b).

As proteinas ricas em aminoédcidos metionina (PRM) também estdo envolvidas no
combate as EROs e em diversos processos celulares. Em A. thaliana foram identificados 121
genes envolvidos na geracdo de PRMs, dentre estes 57 foram responsivos aos estresses de seca
e salinidade e 21 pertenciam aos cloroplastos. Tendo em vista que os cloroplastos aparecem
como principal local de geracdo de EROs, foi sugerido que esses 21 genes podem tornar-se
alvos no melhoramento de culturas (Chu, 2016). A superexpressdo do gene codificador da

proteina oxidase terminal do plastideo (PTOX) acarreta no acimulo de H>O> que atua como
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sinalizador para as demais vias de combate as EROs, além de prevenir diretamente a formacao
das mesmas por reoxidar a plastoquinona reduzida e permitir que ela desvie o excesso de
elétrons gerados sob condi¢des de estresse e € o alvo de muitos estudos que abrangem a

melhoria genética de plantas (Johnson e Stepien, 2016).

1.4 PTOX: Atividade Catalitica, Origem Evolutiva e Estrutura

Terminal oxidase do plastideo (PTOX), também chamada immutans e plastoquinol
oxidorredutase, ¢ uma proteina presente no estroma do cloroplasto codificada no nicleo das
células vegetais e pertencente a classe das proteinas Diferro Carboxilato Quinol Oxidases (Dox)
(Finnegan, 2003). E responsavel pela catdlise de conversido do plastoquinol (PQH>) originado
na fotossintese em plastoquinona (PQ) por entregar os equivalentes redutores ao Oz, gerando
H>0 (Figura 2) (Rumeau, 2007). O plastoquinol provém da doacdo de elétrons pelo NAD(P)H
ou pela ferredoxina a plastoquinona oxidada, gerando um reservatério de PQH>, a PTOX
reconhece a alta concentracdo de PQH> e atua reoxidando-a (Kuntz, 2004; Nawrocki, 2015). O
mecanismo envolve a interacdo inicial de uma sequéncia de 16 aminoécidos (AA), essenciais
para a especificidade e atividade da enzima a PQH> e apds o ajuste induzido da enzima ao
substrato os dois fons Fe, ligados através de duas histidinas e quatro glutamatos, recebem o0s
elétrons e entdo os transferem para o O, na proporcao de dois PQH» necessdrios para reduzir
uma molécula de O; a 2 H>O (Johnson e Stepien, 2016; Josse, 2003; McDonald, 2011; Yu,
2014).

Figura 2: Esquema de agéo da proteina PTOX e a interrelagdo com os demais processos celulares realizados nas
células vegetais. PSII — fotossistema II, PSI — fotossistema I, NDH — complexo da NAD(P)H desidrogenase, Cyt
b6f — complexo do citocromo b6f, Fd — ferredoxina, FNR — Fd-NADP-oxiduredutase, Pc — plastocianina, EROs —
espécies reativas de oxigénio.
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Devido as caracteristicas estruturais e de acdo da PTOX estabeleceu-se que ela faz
parte da classe de proteinas Dox e estd relacionada evolutivamente a proteina Oxidase
Alternativa (AOX), uma proteina mitocondrial que faz parte de uma via alternativa para a
transferéncia de elétrons que possam ser produzidos em excesso na respiracao (Fu, 2009; Josse,
2000; Atteia, 2004). Ambas proteinas possuem sequéncias semelhantes que indicam terem a
mesma origem evolutiva, nesse contexto, as duas possuem na regido C-terminal os AA
responsaveis pela ligacao dos fons Fe, quatro glutamatos e duas histidinas e t€m resisténcia ao
cianeto (Johnson e Stepien, 2016; Fu, 2005; Josse, 2000; Atteia, 2004). Além disso, as
sequéncias proteicas de PTOX e AOX apresentam similaridade maior que 25% (a maior dentre
as Doxs) indicando que sdo provenientes de um mesmo ancestral comum. Porém quando
submetidas a andlise filogenética demonstram serem de grupos familiares separados (Kuntz,
2004; McDonald, 2006). Presume-se que mesmo ambas tendo a mesma origem evolutiva a
separacdo ocorreu hd muito tempo. Propde-se que surgiram de dois eventos endossimbidticos
distintos, jd4 que a AOX € encontrada em proteobactérias, protozodrios € plantas enquanto a
PTOX s6 € encontrada em cyanobactérias, algas e plantas (Kuntz, 2004; Carol e Kuntz, 2001;
McDonald, 2006).

Essa suposicdes sdo sustentadas pelas evidéncias: primeiro, proteobactérias e
cyanobactérias sdo provenientes de dois eventos endossimbidticos diferentes; segundo,
acredita-se que as mitocondrias foram o primeiro evento de simbiose a ocorrer, pois hé presenca

da AOX em organismos como protistas, fungos e flagelos; terceiro, os eucariotos plastidicos
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que possuem em alguma fase da vida cloroplastos resultam do evento simbidtico primério com
cyanobactérias e contém ambas proteinas; e quarto, espécies que possuem PTOX e AOX devem
ter tido origem de eventos secunddrios ou tercidrios de endossimbiose (McDonald, 2011;
McDonald, 2006). Além disso, dois residuos responsdveis por estabilizar as histidinas de
ligacdo do Fe estdo presentes nas proteinas PTOX e AOX, a asparagina nas posicoes 174 e 221
e o aspartato nas posi¢coes 275 e 323, respectivamente (Finnegan, 2003). Ademais, a AOX pdde
substituir a PTOX no mutante im (gene da PTOX inibido) de A. thaliana tendo sua expressao
aumentada e realizando a oxidac¢do da PQH> (Fu, 2012).

Com a semelhanca clara existente entre essas duas proteinas pode-se deduzir a
provdvel estrutura da PTOX com base na estrutura cristalizada da AOX disponivel e a estrutura
predita da PTOX possuiu quatro dominios alfa-hélices e um centro de diFe (Fe-Fe) (Kuntz,
2004; Johnson e Stepien, 2016; Fu, 2005). Yu et al. (2014), deduziram uma estrutura
tetramérica para a PTOX com quatro centros de diFe, oito Fe ao todo, porém era uma proteina
de fusao MBP-PTOX (MBP — proteina de ligacdo a maltose) o que torna pouco confidvel a
deducdo. Os fons Fe funcionam como cofatores cataliticos € ndo podem ser substituidos por
outros ions. Eles se prendem a estrutura da proteina através de seis aminodcidos, na sequéncia
de aminodcidos de A. thaliana eles sao: E136, E175, H178, E227, E296 e H299 (E — glutamato
e H — histidina) (McDonald, 2011; Fu, 2005; Fu, 2009). Dois aminoacidos estdo envolvidos na
estabilizacdo das histidinas, a asparagina na posi¢ao 174 e o aspartato na 275 (Finnegan, 2003;
Fu, 2009). Além do centro principal de transferéncia de elétrons na regido C-terminal, existem
16 aminoacidos importantes para a fun¢ao, especificidade e estabilidade da proteina PTOX com
o substrato (Johnson e Stepien, 2016; McDonald, 2011; Atteia, 2004). Na regido N-terminal ha
uma sequéncia que age como peptideo transito (“peptideo sinal” de uma proteina enderecada
ao cloroplasto segundo Li e Chiu, 2010) para induzir a ligacdo da proteina a membrana do
tilacéide (McDonald, 2011; Atteia, 2004). Em contraste com outras Doxs, a PTOX possui
especificidade restrita ao plastoquinol, as sequéncias alifaticas SVL-H-M/L-YE-T/S parecem
estar diretamente relacionadas com a preferéncia pelo substrato (Josse, 2003). McDonald et al.
(2011), encontraram que dentro desta sequéncia a tirosina (Y) da posicdo 154 € a principal

responsavel pela atividade in vitro e pela especificidade pela PQH>.

1.5 PTOX e Seu Envolvimento nos Processos Metabolicos Celulares

A via metabdlica de biossintese de carotenoides requer como precursor a PQ

oxidada, proveniente da acdo da PTOX (Josse, 2000). Os carotenoides sdo sintetizados no
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plastideo e necessitam da acdo da PTOX para que a sintese ocorra (Kuntz, 2004). Porém, em
cloroplastos maduros a PQ oxidada pode ser fornecida pela acdo do complexo da citocromo
b6f, mas naqueles em desenvolvimento essa funcdo € desempenhada pela PTOX (Rumeau,
2007). Esta atua oxidando o PQH> para converté-lo a PQ oxidada e esta € necessaria como
precursora no processo de sintese de carotenoides. Estes sdo pigmentos acessOrios da
fotossintese e também sdo agentes protetores, captam a luz em excesso e evitam danos foto-
oxidantes as clorofilas das plantas (Sun e Wen, 2011). A produgdo de carotenoides envolve
duas enzimas principais, a fitoeno desaturase (PDS) e a zeta-caroteno desaturase (ZDS), que
atuam sucessivamente para converter o fitoeno em zeta-caroteno e entdo em licopeno (Figura
3) (Johnson e Stepien, 2016; Okegawa, 2010; Sun e Wen, 2011). O licopeno é um carotenoide
que ainda pode ser convertido em alfa e beta-carotenos e xantofilas, essenciais no papel de foto-
protecdo nas plantas.

Diversos estudos sugerem que em cloroplastos em desenvolvimento, as plantas
mutantes de tomate (ghost) e A. thaliana (im), que ndo possuem o gene para PTOX, apresentam
um aspecto branco manchado nas folhas, devido as clorofilas danificadas, e um acumulo de
fitoeno (McDonald, 2011; Carol e Kuntz, 2001). Além disso, no tomate ghost foram

identificadas ainda falta de pigmentacdo em frutas e flores (Shahbazi, 2007).

Figura 3: Esquema de biossintese de carotenoides e a correlagdo com a agdo da PTOX. PDS — fitoeno dessaturase,

ZDS — zeta-caroteno dessaturase, PQ — plastoquinona oxidada e PQH2 — plastoquinona reduzida.
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Fonte: Sun e Wen, 2011.

Steccanella et al. (2015), reconheceram no mutante de A. thaliana im, elevada
reducdo no nivel de PQ oxidada e correlacionou a redug@o na produgdo de clorofila, pois

identificou que a PQ é precursora também da enzima ciclase redutase, que faz parte da via de
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sintese da clorofila. Assim, a auséncia da PTOX causa danos ndo somente a sintese de
carotenoides como a de clorofila, que tem a concentracdo reduzida tanto pela foto-oxidagao,
devido a falta de protecao desempenhada pelos carotenoides, como pela sintese reduzida pela
falta do precursor originado pela PTOX (Carol e Kuntz, 2001). Etioplastos do im de A. thaliana
nao desenvolvem para cloroplastos maduros e possuem um acimulo de fitoeno, em contraste,
cloroplastos maduros parecem apresentar vias alternativas a PTOX para oxidar a PQH» e
prosseguir a biossintese de carotenoides (Kambakam, 2016).

Dessa forma, os danos causados pela alteragdo na via biossintética de carotenoides
podem ser explicados porque: é provavel que seja necessdrio atingir um nivel limitante para
que de fato obtenha-se uma resposta protetiva a foto-oxidag¢ao; a PTOX desempenha um papel
essencial para atingir esse limite, porém somente no estdgio inicial de diferenciacdo dos
cloroplastos nos tecidos, em cloroplastos maduros vias alternativas devem atuar para substituir
a fun¢do da PTOX (Kuntz, 2004). Em cenoura (Daucus carota) mesmo apds o amadurecimento
dos tecidos a expressdo da PTOX permaneceu elevada associada a biossintese de carotenoides
(Campos, 2016).

A clororespiracdo refere-se a uma via alternativa de transferéncia de elétrons que
ocorre nos cloroplastos, da qual PTOX faz parte. Atua principalmente no escuro para desviar
os elétrons que ndo podem ser transferidos pelos fotossistemas pela falta de luz, gerando o
gradiente de pH necessdrio para geracdo de ATP pela ATP-sintase e evitando ativacdo
desnecessdria do aparato fotossintético (Sun e Wen, 2011; Johnson e Stepien, 2016). Porém,
também age durante o dia quando ha excesso de elétrons gerado em consequéncia de algum
estresse bidtico ou abidtico. A clororespiracao envolve a redugdo da PQ oxidada pela NAD(P)H
desidrogenase (NDH) ao PQH> e sua posterior oxidacdo pela PTOX (Figura 4) (Johnson e
Stepien, 2016; Sun e Wen, 2011; Diaz, 2007). Ou seja, esta fica responsavel por evitar a
formacdo de um reservatorio de plastoquinol e, dessa forma, permite a reciclagem da PQ e o

ciclo para o desvio de elétrons pode continuar (Diaz, 2007).

Figura 4: Esquema do sistema da clororespiracdo e a correlacdo com a a¢do da PTOX. A — Representa a PQH;
proveniente da sintese de carotenoides. B — Representa a clororespiracdo, elétrons provenientes do PSI
(fotossistema I) sdo transferidos a PQ pela NDH (ND(P)H desidrogenase) originando o PQH> e entdo este é
oxidado pela PTOX a PQ dando continuidade ao ciclo.
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Esse ciclo de desvio continuo dos elétrons evita a formacdo de EROs que possam
ser originados pela transferéncia desequilibrada de elétrons ao O (McDonald, 2011). Indmeros
trabalhos apresentam uma inducio da expressdo da PTOX em plantas submetidas a estresses,
sendo esta responsdvel pela manutencdo do balanco redox, essencial a homeostase celular
(Johnson e Stepien, 2016). Dependendo das condicdes celulares a PTOX pode originar em vez
de H>0, a espécie reativa H2O2 em baixos niveis que atua sinalizando para os mecanismos anti-
oxidantes catalisados por uma cascata de reacdes enzimdticas, contribuindo, assim, para as
respostas de combate as EROs (McDonald, 2011). Assim, as func¢des da clororespiracdo
sustentadas pela agdo da PTOX s@o o suprimento de ATP a célula com dissipagdo da energia
em excesso, através do transporte ciclico de elétrons pelo fotossistema I (PSI), complexo NDH
e PTOX; e, prevenir a superreducdo do PSI e contornar a producdo de EROs em excesso

(Rumeau, 2007).

1.6 PTOX e Seu Papel no Aumento da Tolerancia a Estresses

Além do seu papel nas vias de biossintese de carotenoides e na clororespiracdo, a
PTOX tem sido apontada como uma vdalvula alternativa para o transporte de elétrons quando a
planta estd submetida a estresses. O excesso de elétrons recebido nessas condicdes seria
desviado ndo apenas através dos fotossistemas, mas também pela PTOX com o intuito de inibir
a formacdo de EROs pelo desequilibrio na transferéncia de elétrons (Johnson e Stepien, 2016).
Dessa forma, a PTOX € o alvo de muitos estudos que avaliam sua relacdo com as respostas aos
estresses, para tornd-la possivel alvo do melhoramento genético de plantas. E importante ter o
conhecimento de que se uma planta se torna tolerante apds a exposi¢ao a um estresse esta passou

por um processo de aclimatacdo. Portanto, compreender os processos fisioldgicos envolvidos
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na aclimatagdo sdo muito importantes para a agricultura e o meio ambiente (Tallén e Quiles,
2007).

Ibdnez et al. (2010) trabalharam com duas angiospermas Chrysanthemum
morifolium e Spathiphyllum wallisii, uma adaptada ao sol e outra a sombra, respectivamente.
Eles avaliaram a resposta da PTOX a estresses de seca, calor e temperatura elevada e
observaram um aumento da expressdo da enzima juntamente com a expressao do complexo
NDH, sendo maior na espécie de sombra, indicando que a PTOX est4 relacionada ao processo
de aclimatacgao, pois contribuiu para a continuidade da produgdo de ATP e evitou a formagao
de EROs pelo excesso de elétrons dissipado no estresse.

Plantas de cereal (Avena sativa) crescidas sob condi¢des de luz intensa e elevada
temperatura tém uma inibi¢cdo do fotossistema II, um aumento da atividade do fotossistema I e
uma alta expressao dos genes da PTOX e do NDH em folhas jovens e maduras, possivelmente
pela associacdo das duas vias para desviar o excesso de elétrons gerado pelo estresse (Tallén e
Quiles, 2007). Quiles et al. (2002), obtiveram resultado similar com cereal, porém os estresses
foram aquecimento, alta intensidade de luz e elevada temperatura, e testando diretamente
sistemas ligados as membranas dos tilacoides maduros da A. sativa. Esses resultados sugerem
que a PTOX atua como vdlvula de desvio de elétrons, ja que em tecidos maduros o nivel de
expressao da PTOX envolvida na biossintese de carotenoides é muito baixo (Kuntz, 2004).

Shirao e colaboradores (2013) trabalharam com 35 angiospermas, de 33 espécies, e
com 71 angiospermas, de 68 espécies, avaliando a expressdo da PTOX em condi¢des normais
de cultivo e destacou que a expressao da PTOX foi bem maior nas gimnospermas do que nas
angiospermas e houve um maior desvio de elétrons, porém esse desvio ndo gerou a variacdo de
pH necessario para a produgdo de ATP pela ATP-sintase. Esses resultados despertam o interesse
sobre quais diferengas existem entre o gene da PTOX de gimnospermas e angiospermas para
compreender as descobertas no intuito de se obter uma proteina mais eficaz.

Joet et al. (2002), utilizou um mutante de tabaco expressando o gene da PTOX de
A. thaliana e o submeteu ao escuro e a luz moderada, em ambas condi¢des a AtPTOX teve um
aumento de expressdo em relacdo ao controle, principalmente no escuro possivelmente
associada a clororespiracdo. Dessa forma, uma completa dele¢do do fotossistema II (PSII)
provavelmente geraria um aumento de atividade da via ciclica de elétrons. O mutante de tabaco
sem o PSII (psbA) obteve um aumento no nivel de expressdo da PTOX e do NDH, detectando-
se seus RNA mensageiros, indicando uma regulagdo e inducdo dessas proteinas a nivel
transcricional (Baena-Gonzalez, 2003). Porém, mutantes de tabaco superexpressando AtPTOX

submetidos a elevada intensidade de luz tiveram um aumento da concentracao de EROs, que
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podem ocasionar danos foto-oxidativos aos tecidos (Heyno, 2009). No entanto, avaliando os
trabalhos em conjunto, observa-se que as atividades da PTOX e do NDH ocorrem em paralelo,
portanto a superexpressdo de apenas um dos genes poderia ser a fonte do problema. Além disso,
as EROs produzidas pela acdo da PTOX podem funcionar como sinalizadoras de reagdes em
cascatas para o combate as mesmas.

Simkin et al. (2003b), identificaram que em tomate (Lycopersicon esculentum) a
concentracdo de carotenoides estd inversamente relacionada a expressdo da PTOX e do NDH,
porém quando a espécie é submetida a elevada intensidade de luz a expressao das duas aumenta
independente da concentracdo dos carotenoides funcionando como via alternativa de transporte
de elétrons e favorecendo a geracdo das moléculas foto-protetivas. Mutantes de tomate sem
expressar a PTOX (ghost) foram submetidas a comparacdo com o tipo selvagem sob condi¢des
de estresse de luz moderada, luz intensa, escuro e baixa disponibilidade de CO2. Em ghost em
todas as condi¢des houve um acimulo de PQH> em comparac¢ido com o tomate selvagem. E na
avaliacdo da expressdao da PTOX na espécie selvagem sob as condi¢des impostas ocorreu um
aumento da expressao da PTOX nas condi¢des do escuro e de luz intensa, enquanto com luz
moderada o aumento foi acompanhado pela producdo de EROs (Trouillard, 2012). Shahbazi et
al. (2007), identificaram um aumento da atividade da PTOX em relag@o ao fotossistema Il em
tomate ap6s 16 horas de exposi¢do a luz intensa, enquanto no ghost o PSII e PSI foram inibidos,
provavelmente devido a luz no PSII e no PSI pela falta PQ pela acdo da PTOX, interrompendo
o fluxo de elétrons. Esses trabalhos sugerem que a PTOX pode estar relacionada a tolerancia a
estresses intensos € em moderados funciona como sinalizadora das demais vias protetoras.

Além disso, PTOX parece estar envolvida no processo de amadurecimento de
frutos, uma vez que um estudo com frutos em amadurecimento, tomate e pimenta (Capsicum
annum) obteve uma expressdao aumentada da proteina (Josse, 2000). Ademais, a pimenta
submetida a estresses de alta intensidade de luz e escuro também revelaram uma elevada
expressao da PTOX, principalmente na condi¢io de luz intensa, um aumento de 24% (Simkin,
2003a).

O espinafre (Spinacia oleracea) quando submetido a luz de intensidade de até 50
umol quanta m™ s™! possui uma atividade de reciclagem de elétrons maior pela PTOX que pelo
PSII, quando ultrapassado esse limite o PSII supera a atividade da PTOX no transporte de
elétrons, e esta fica mais restrita a geracdo de EROs que sinalizam e ativam as cascatas de
reacOes de combate a danos oxidantes (Feilke, 2014). Diaz et al. (2007), estudaram o efeito de
luz intensa e calor nas espécies Brassica fruticulosa (selvagem) e Brassica oleracea

(agriculturdvel) e ambas apresentaram elevada expressdo da PTOX e do NDH, porém na
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selvagem a expressdo foi bem maior, além de possuir uma melhor resposta do aparato
fotossintético e uma menor producido de EROs do que na espécie cultivada, demonstrando ter
uma maior capacidade de aclimatagdo em situacdes de estresse. Além desses trabalhos com
excesso de luz, altas temperaturas e calor, muitos estudos demonstraram que a PTOX também
€ responsiva a estresse salino, a seca e a baixas temperaturas (Johnson e Stepien, 2016; Sun e
Wen, 2011). McDonald et al. (2011), sugerem a hip6tese que de fato a PTOX atua como via
alternativa na transferéncia de elétrons e que a formagao de EROs seria mais uma fungao da
proteina, como produtora dos precursores das cascatas de resposta a maleficios foto-oxidantes
gerados.

Krieger-Liszkay e Feilke (2016) propuseram um modelo para a acdo da PTOX no
combate aos danos causados por estresses. Eles sugerem que quando o pH no estroma esta
alcalino, que ocorre em condicdes de luz intensa, baixa disponibilidade de CO2, seca e elevado
calor e temperatura, a PTOX consegue se associar a membrana do tilacdide e assim ter acesso
ao substrato PQH:> levando a oxidacdo eficiente a PQ, que € necessdria em muitos processos
homeostasicos. Em contraste, quando o pH se torna mais 4cido, condi¢des ndo estressantes, a
PTOX se dissocia e permanece inativa. Yu e colaboradores (2014) identificaram em plantas de
arroz (Oryza sativa) que para o funcionamento da PTOX in vitro como vélvula alternativa de
transferéncia de elétrons, ocorria a dependéncia do pH e da concentracdo do substrato (PQH>).
Quando o pH estd alcalino a PTOX ¢ ativa se o substrato estiver em baixa concentracdo e
quando o pH estd acido a PTOX € ativada com elevadas concentragdes do substrato.

Esses resultados sugerem que a PTOX atua de forma distinta em espécies de plantas
diferentes e que a PTOX estd relacionada ao desvio alternativo de elétrons benéfico em
condic¢des de estresse. Porém, sua expressao isolada pode ndo ser suficiente para ocasionar a
tolerancia em culturas. A PTOX € util em condi¢Oes estressantes, mas € provavel que nio seja
de utilidade universal (Sun e Wen, 2011). Dessa forma, estudos posteriores s3o necessarios para
compreender os mecanismos que envolvem a atividade da PTOX e, possivelmente, conseguir
identificar marcadores moleculares com objetivo de desenvolver cultivares melhorados
geneticamente.

Um estudo envolvendo 100 acessos de A. thaliana avaliou os SNPs da familia da
proteina AOX, pertencente a mesma classe da PTOX, uma Dox, tem os seus polimorfismos e
as delecdes favorecidos pelas condi¢des climéticas (Costa, 2015), isso despertou o interesse em
investigar a acdo desse gene em condi¢des diferentes e correlacioné-las as diferentes condi¢des

climéticas e aos polimorfismos.
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1.7 Definicdo

Os polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) sdo a variagdo genética mais
abundante entre as espécies, cerca de 90% das variagcdes genéticas em um genoma sio geradas
por SNPs (Thorisson e Stein, 2003). Um SNP representa uma modificacdo da base nitrogenada
de um nucleotideo no DNA por uma mutacdo (nem toda mutacdo em um nucleotideo é um
SNP), e cada um pode ter quatro versdes A, G, C e T (adenina, guanina, citosina e timina,
respectivamente) passada de geracdo em geragdo (Stoneking, 2001). Para ser considerado um
SNP pelo menos 1% da populacdo daquela espécie deve possuir a mudanca, por isso estudam-
se varios individuos da mesma espécie, para aumentar a probabilidade daquela mudanca ser de
fato um polimorfismo (Weiner e Hudson, 2002). Além disso, SNPs podem estar espalhados por
toda a extensio do genoma nas regides codantes e ndo-codantes, com a maioria tendo um efeito
silencioso. Porém, quando estdo localizados dentro de um gene e alteram o aminoécido
referente podem gerar uma vantagem ou uma desvantagem a espécie, que pode ser selecionada
positivamente ou negativamente (Stoneking, 2001). Devido a existéncia de milhares de SNPs
dentro de uma mesma espécie estes podem atuar como marcadores bioldgicos, seja na
identificacdo de doencas em humanos ou no estabelecimento de genes de resisténcia para
plantas (Henry e Edwards, 2009).

Os SNPs sdo divididos em duas categorias: SNPs indicativos e SNPs causativos.
Os indicativos sdo aqueles que ndo estdo dentro da regido codante e ndo afetam a fungdo
proteica, porém estdo envolvidos na acdo dos genes por estarem ligados a sua resposta. Os
causativos afetam diretamente a funcao proteica e existem de duas formas: os SNPs codantes,
que mudam a sequéncia de aminodcidos e interfere no produto génico; e, os SNPs ndo-codantes,
que estdo dentro das regides regulatorias da expressdo do gene e interferem na expressao do
gene (Roche, 2007). Além dessas duas categorias os SNPs podem ainda ser classificados como:
sindbnimos, quando a mutacdo no nucleotideo € silenciosa, ou seja, altera o cédon mas ndo o
aminodcido codificado; e, nao-sindnimos, quando a mutacdo no nucleotideo altera o
aminoacido que o cddon anterior a mutacao codificaria (Roche, 2007).

Os polimorfismos sdo ainda divididos em quatro grupos: rSNPs (SNPs aleatorios),
compdem cerca de 10% de um genoma e a maioria estd em regides silenciadas nao tendo efeito
perceptivel no fendtipo; gSNPs (SNPs associados a genes), estdo localizados dentro do gene
seja no intron ou éxon permitindo o estudo associado entre a expressdo do gene e o fendtipo
apresentado; ¢cSNPs (SNPs codantes), estdo presentes no éxon do gene e podem codificar ou

ndo a alteracdo do aminoécido, que pode ou nao modificar a fung¢do da proteina; pSNPs (SNPs
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relevantes para o fenétipo), localizados dentro do gene e que codificam para um aminodcido
diferente e que altera o papel da proteina, sdo os principais alvos de estudos (Albert, 2011).

A identificagdo dos SNPs pode ser feita de duas maneiras: através da pesquisa
gendmica que é mais abrangente; e, da pesquisa funcional que é mais especifica (Thorisson e
Stein, 2003). A pesquisa gendmica consiste em projetos de larga escala que combinam esforgos
de muitas institui¢des para identificar todos os SNPs dentro do genoma de uma espécie, muitas
vezes utilizando individuos diferentes da mesma espécie para obter um mapa amplo de dados
computacionais que sirvam de base a outras pesquisas. Enquanto, a pesquisa funcional é usada
por cientistas que buscam respostas para uma doenga ou estresse ambiental em particular que
esteja relacionado a genes especificos e tentam solucionar através da identificacdo dos
marcadores moleculares e seu envolvimento com a condicao estabelecida (Thorisson e Stein,

2003).

1.8 A Importancia dos SNPs no Melhoramento Genético de Plantas

Devido as previsdes de mudancas climéticas, o crescimento da populacdo mundial
e a reducdo das reservas energéticas o melhoramento de plantas tem por objetivo de abastecer
as culturas agrondmicas com plantas que sejam resistentes a estresses bidticos e abidticos, que
tenham maior produtividade e que possuam alta capacidade de captar os nutrientes do solo
(Carrer, 2010; Gupta, 2008; Rafalski, 2001). Assim, o desenvolvimento de cultivares
melhorados geneticamente tem se transformado em uma érea ativa da pesquisa tendo como alvo
culturas importantes de vérias espécies de plantas, e a partir da evolu¢cao dos dados gendmicos
disponibilizados em bancos de dados e dos inimeros estudos polimérficos realizados, essa drea
estd progredindo (Clevenger, 2015; Guimardes, 2004). Para isso € necessario o
desenvolvimento e uso de marcadores moleculares. Os marcadores moleculares sdo essenciais
na escolha de genes para melhoramento genético de plantas, bem como na compreensao dos
processos evolutivos e de aclimatac¢do (Rafalski, 2002). O desenvolvimento destes marcadores
vem aumentando desde que a quantidade de informacdes genéticas disponiveis teve um
crescimento substancial associado a identificacdo de polimorfismos de um tnico nucleotideo
(SNP) (Rafalski, 2001; Carrer, 2010).

Os marcadores moleculares estdo envolvidos na clonagem, mapeamento genético,
melhoramento genético, entre outros. No melhoramento genético o seu uso permite uma selecao
mais precisa do cultivar ideal poupando tempo (Guimaraes, 2004). Sdo vantajosos também por

ndo exigir estdgio de desenvolvimento e nem especificidade de tecido (Carrer, 2010). O
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desenvolvimento de um marcador inclui vérias etapas: primeira, o desenvolvimento da
populacdo; segunda, mapeamento dos tracos quantitativos no locus (QTL); terceira, a validacao
do QTL; e, a dltima, a validagdo do marcador (Mammadov, 2012). Atualmente, marcadores
construidos com base nos dados de SNPs sdo os mais estudados, pois permitem a constru¢ao
de mapas genéticos de alta resolucdo, andlises detalhadas da estrutura das populagcdes, bem
como da filogenética (Rafalski, 2002).

Os marcadores do tipo SNP sdo baseados na identificagdo de sequéncias em que
houve delecao/insercdo ou mutagdo de apenas um nucleotideo (Carrer, 2010). Pelo fato de
serem altamente abundantes no genoma de qualquer organismo e apresentarem uma baixa taxa
de mutacdo dentro das geracdes sdo 0s mais promissores nos processos de genotipagem
(Guimariaes, 2004). Possuem duas caracteristicas essenciais, SNPs definem a variedade intra-
individuos e demonstram como estes interagem geneticamente com o ambiente (Henry e
Edwards, 2009; Ganal, 2009). Ainda ha dificuldade na identificacdo de SNPs raros e presentes
em regides repetidas, pois precisam de muitas replicatas o que acarreta, também, na elevagao
dos custos (Mammadov, 2012; Rafalski, 2002; Clevenger, 2015). Além disso, a grande maioria
dos softwares que identificam os SNPs utilizam comparacio com sequéncias etiquetas
expressas (ESTs) que em grande parte nao tem qualidade e acabam por indicar falsos positivos
(Thomson, 2014; Rafalski, 2001). Apesar disso, as vantagens do estabelecimento de
marcadores moleculares com base nos SNPs sdao bem mais benéficas que os demais métodos,
devido sua flexibilidade, rapidez, custo-efetividade, abrangéncia gendmica e especificidade
(Thomson, 2014).

A expansdo dos projetos de sequenciamento gendmico, e todas as informacgdes
sobre polimorfismos que podemos retirar deles, devem servir para acelerar e ampliar a
descoberta de genes envolvidos no desenvolvimento e na tolerdncia de espécies vegetais.
Assim, impactando positivamente o ganho de conhecimento no que envolve o melhoramento
de cultivares (Mammadov, 2012; Thomson, 2014). Dessa forma, com a identificacdo da PTOX
como gene responsivo a diferentes condi¢des de estresse hd o interesse em investigar os
polimorfismos existentes nesse gene, principalmente na espécie modelo de A. thaliana, que
pode fornecer dados essenciais a descoberta de marcadores moleculares e ao desenvolvimento

de cultivares tolerantes a condi¢des desfavordveis.
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2 OBJETIVO GERAL

Identificar os polimorfismos presentes no gene PTOX em de 1190 acessos/ecotipos
de A. thaliana que causem alteragdes estruturais, funcionais e na expressdo da enzima em

virtude das condicdes geograficas as quais estdo submetidas.

2.1 Objetivos Especificos

- Identificar os SNPs presentes na sequéncia nucleotidica do gene da PTOX em 1190 acessos
de A. thaliana.

- Correlacionar os SNPs nao-sindnimos de maior incidéncia com as condi¢Oes geograficas.

- Deduzir as estruturas tridimensionais relativas as modificagdes de maior ocorréncia.

- Predizer o impacto dessas modifica¢des na atividade enzimética da PTOX.

- Analisar a expressdo do gene da PTOX proveniente de diversos transcriptomas disponiveis

no GenBank — NCBI.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao das Sequéncias do Gene

Buscou-se inicialmente uma sequéncia isca no site do Centro Nacional de

Informacdo Biotecnoldgica (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) restringindo a pesquisa a

IMMUTANS e Columbia-0 (ecotipo referéncia — Col-0). A sequéncia proteica de referéncia
disponivel (c6digo — NM_118352.4) foi entdo submetida a ferramenta de busca TBLASTN no
site TAIR (https://www.arabidopsis.org/Blast) para encontrar o c6digo TAIR referente 8 PTOX
de A. thaliana (AT4G22260.1). A ferramenta Pseudogenomes

(http://tools.1001 genomes.org/pseudogenomes) foi utilizada para o download das 1135

sequéncias gendmicas no formato “.fasta”, restritas a regido especificada pelo TAIR ID. Depois
foi realizado o download de mais 80 sequéncias no formato “.fasta” através da ferramenta

POLYMORPH (http://polymorph.weigelworld.org), também com restricdo a regido

especificada pelo TAIR ID. As 1215 sequéncias do gene da PTOX foram entdo alinhadas

através da ferramenta ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/kalign) e anotadas

manualmente para remocao de introns e os 1215 cDNAs para o gene PTOX foram deduzidos.
Mais 20 cDNAs e sequéncias proteicas foram obtidas diretamente da ferramenta

POLYMORPH (http://polymorph-clark20.weigelworld.org) restringindo ao TAIR ID. Regides

com sequenciamento de méd qualidade identificadas foram substituidas pela sequéncia da
respectiva regido do cDNA da referéncia, Columbia-0. Os acessos/ecotipos repetidos foram

removidos resultando em 1190 cDNAs.

3.2 Identificacao dos Polimorfismos de Um Unico Nucleotideo (SNPs)

As sequéncias foram alinhadas pelo software MEGA7 (Kumar, 2015) e os
polimorfismos foram identificados manualmente. Os cDNAs foram entdo submetidos a
traducdo pela ferramenta de traducdo do MEGA7 e os SNPs ndo-sindbnimos (acarretam
mudanca do aminodcido em relacdo ao aminodcido da sequéncia do ecotipo referéncia) foram

identificados manualmente.

3.3 Classificacao das Condicoes Geograficas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.arabidopsis.org/Blast
http://tools.1001genomes.org/pseudogenomes
http://polymorph.weigelworld.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/kalign
http://polymorph-clark20.weigelworld.org/
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As coordenadas geogréficas dos acessos estdo disponibilizadas no site do Projeto

dos 1001 Genomas (http://1001genomes.org/accessions.html) e foram utilizadas para

identificar a localidade a qual cada acesso pertence através do aplicativo Wunderground

(http://api.wunderground.com/auto/wui/geo/GeoLookupXML/index.xml?query=Lat.LLog). O

clima e a pluviosidade para a localidade especifica foram determinados através do site

(https://pt.climate-data.org) desenvolvido pelo OpenStreetMap Project, o clima foi estabelecido

segundo a classificacdo de Koppen-Geiger (Kottek, 2006) e a pluviosidade foi classificada em
baixa (menor que 300 mm?®/ano), regular (entre 300 e 500 mm?/ano), boa (entre 500 e 700
mm?/ano) e elevada (maior que 700 mm?*/ano). E o relevo da regido foi determinado através do
aplicativo Google Earth em quatro defini¢cdes principais: planicie, planalto, entre montanhas e

montanha.

3.4 Predicao, Modelagem Comparativa e Validacao da Estrutura Tridimensional

A predicdo para a estrutura de Columbia-0 foi realizada por 2 servidores distintos,
o I-TASSER (Yang, 2015; Roy, 2010; Zhang, 2008) e o PHYRE?2 (Kelley, 2015). A sequéncia
de aminodcidos é depositada nestes servidores e entdo com base em um ou mais moldes o
modelo € construido através de diversas simulacdes das interagdes entre os &tomos e a melhor
estrutura € escolhida com base no menor valor de RMSD (desvio médio quadratico). O
PHYRE?2 utilizou o modelo 3VVA e o I-TASSER utilizou diversos pedagos de estruturas
depositadas em banco de dados. A modelagem comparativa da estrutura tridimensional de
Columbia-0 (Col-0) foi realizada pelo programa Modeller 9.16 (Webb e Sali, 2014). O
programa utilizou o modelo de estrutura cristalizada 3VVA da AOX de Trypanosoma brucei
(com 26% de identidade) disponibilizado no Protein Data Bank (PDB). Além dos arquivo “.py”,
um “script” para rodar o comando que contém as replicatas a serem geradas pelo programa (250
no presente trabalho) e “.ali”, que contém o alinhamento com a sequéncia da estrutura modelo.
A estrutura de menor funcio objetiva (cédlculo realizado pelo programa para determinar a
estrutura mais eficientemente minimizada, ou seja, otimizada geometricamente) foi a escolhida
para dar continuidade ao estudo. As estruturas foram validadas através do servidor SAVES e
MolProbity (Hooft, 1996; Chen, 2010). As trés estruturas preditas de Columbia-0, no formato
“pdb”, foram alinhadas com o modelo base (3VVA) no PyMOL (Schrodinger, LLC) e apenas
uma das estruturas foi escolhida para dar continuidade ao estudo, aquela com o menor valor de
RMSD para o alinhamento com o molde e abrangeu as regides que contém os pontos

polimérficos e aquela que obteve os melhores resultados na validagao.


http://1001genomes.org/accessions.html
http://api.wunderground.com/auto/wui/geo/GeoLookupXML/index.xml?query=Lat,Log
https://pt.climate-data.org/
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3.5 Mutagénese Para Construcio das Estruturas Tridimensionais Com os Polimorfismos

A estrutura tridimensional da referéncia escolhida foi entdo submetida as
modificagdes dos aminodcidos geradas pelos polimorfismos através da ferramenta Mutagenesis
fornecida pelo software PyMOL (Schrodinger, LLC). No mesmo software foram adicionados
os ions Fe obtidos da sequéncia do modelo da AOX de T. brucei através no formato “.txt” e
adicionados as estruturas no formato “.txt”. As modifica¢des escolhidas para serem deduzidas
em estruturas foram as mudangas dos aminodcidos nas posi¢oes 78, 81 e 323. Quatro estruturas
foram geradas: a com mudanga na posi¢do 78 teve a serina (S) substituida por uma fenilalanina
(F); na 81 teve a treonina (T) substituida por uma lisina (K); na 323 teve o aspartato (D)
substituido por uma asparangina (N); e, a ultima, teve duas modificagdes nas posi¢des 78 (S —

F) e 81 (T — K), devido a maior quantidade de acessos mutantes nessas posi¢des.

3.6 Predicao de Estruturas Secundéarias e Funcao Molecular

A predicdo de estruturas secunddrias foi realizada utilizando-se as sequéncias de
aminoécidos do ecotipo referéncia, Col-0, e as sequéncias com as modifica¢des especificas nas
posicdes 78, 81, 323 e 78 e 81 juntas. As sequéncias foram disponibilizadas para a andlise do
servidor PSIPRED e as ferramentas utilizadas foram DISOPRED, PSIPRED, MEMSAT-SVM
e FFPred 3 (Buchan, 2013; Jones, 1999; Nugent, 2009; Jones, 2007; Jones, 1994). Para a
predi¢do de regides transmembranares outras duas ferramentas foram utilizadas: o TMPred

(Hofmann e Stoffel, 1993) e o MBPred (Katerina, 2016).

3.7 Docking Molecular

Os arquivos escolhidos para a realizacao das andlises de docking foram as estruturas
tridimensionais da referéncia e as mutagénicas (S78F, T81K, D323N e S78F+T81K) no
formato “.pdb” (receptores). A plastoquinona (ligante) foi obtida no Protein Data Bank (PDB)
no formato “.sdf” com o cédigo PL9 no banco de dados. O ligante foi entdo convertido a sua
forma reduzida pela adi¢ao de dois prétons através do software Avogrado (Hanwell, 2012) e
convertido no formato “.pdb” através do mesmo. Com a obten¢@o do ligante a interacdo entre
os receptores e este foi analisada pelo servidor DockThor (Magalhaes, 2004; Magalhdes, 2014)

utilizando o sitio flexivel com pardmetros de caixa 11/11/11 e energia do “grid” de 0,25 A.
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Foram utilizados como centros moleculares de reacdo as sequéncias alifaticas SVL-H-M/L-YE-
T/S (Josse, 2003), usando para a andlise final o AA histidina da posi¢do 151 como centro de

reacdo. Os resultados foram fornecidos em energia total e energia intermolecular.

3.8 Dados de Expressao Génica

Foram buscados experimentos com transcriptomas no banco de dados SRA do

NCBI, obtidos por pesquisa restringida a A.  thaliana e  RNA-seq

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=Arabidopsis+thaliana+RNA-seq). Foram encontrados sete

experimentos. Um deles envolve o sequenciamento do RNAm de quatro acessos de A. thaliana
Chi, Deh, Mun e San pertencentes as elevadas altitudes do oeste do Himalaia em condi¢Oes
controladas e naturais do campo (Tyagi, 2016). O segundo envolve oito acessos — Bay, C24,
Col-0, Cvi-0, Ita, Kas, Lp26 e Ws — submetidos a condi¢des de escuro e de escuro e inundagdo
(Veen, 2016). O terceiro estudou cinco ecotipos em condi¢des de estresse por seca moderada
(Clauw, 2015). Outros dois mais simples sequenciaram o RNAm da folha de Col-0 e Ler e da
flor de Col-0 e Kil (Li, 2015; Lutz, 2015). O sexto avaliou os acessos Col-0 e Sij submetidos a
duas temperaturas diferentes, 23°C e 27°C (Sanchez-Bermejo, 2016). O ultimo realizou o
sequenciamento dos transcriptomas da muda e da raiz de 16 ecotipos (Gan, 2011).

Os arquivos foram baixados em formato “.fastq” e salvos. Depois um arquivo com
a sequéncia de nucleotideos do gene da PTOX no formato “.fasta” ou “.fa” foi gerado e utilizado
para fazer a indexacdo das sequéncias através do Bowtie2. Apds isso, o programa TopHat
(Trapnell C.) foi submetido para a identificacao das “reads”. Em seguida o comando ““cufflinks”
foi executado para cada amostra. Entdo o comando “cuffmerge”, utilizando os arquivos “.gtf”
e “assemblies.txt”, também foi executado para cada amostra. Depois o comando “cuffdiff” foi
submetido para o experimento e forneceu o resultado da expressdao do gene em fragmentos por

kilobase de éxon por milhao (FPKM) para cada condigao.

3.9 Analises Estatisticas

Os dados de expressdo génica foram analisados estatisticamente através da
ferramenta Prism (Graphpad Prism). Os experimentos que comparavam mais de dois ecotipos
e mais de duas condicdes foram submetidos a andlise de varidncia por ANOVA pelos
parametros do teste de Tukey. E quando os experimentos compararam apenas dois ecotipos ou

apenas duas condi¢des foram submetidos ao Teste t de Student.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=Arabidopsis+thaliana+RNA-seq
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4 RESULTADOS

4.1 SNPs Nao-Sinonimos no Gene PTOX e a Correlacao Com as Condicoes Geograficas

Nas andlises de bioinformadtica foram identificados 59 SNPs na regido codante da
PTOX em 1190 genomas de diferentes ecotipos de A. thaliana (Tabela 1/Apéndice 1). Destes,
34 foram nao-sindnimos [ocasionaram modificagdo no aminoécido do ecotipo referéncia (Col-
0)] e os 25 restantes foram sindbnimos (nd3o causaram mudang¢a no aminodcido de referéncia).
Na Tabela 1 também estdo computadas as modificacdes com padrao polimérfico com
incidéncia menor que 1%. Apesar de aparentarem ser pouco significativas, foram consideradas
devido haver ecotipos com um sequenciamento de md qualidade nessas regides, que poderiam
subestimar os resultados. As modificacdes mais frequentes foram nos nucleotideos C e G,
33,9% e 32,2%, nessa ordem. As transi¢des que mais ocorreram foram de C — T e G — A com

uma frequéncia percentual de 20,3% e 16,9%, respectivamente.

Tabela 1: Distribui¢do dos polimorfismos encontrados no gene PTOX em 1190 ecotipos/acessos de A. thaliana.
Os SNPs sdo indicados nas linhas um, trés, cinco, sete € nove seguindo o mesmo padrdo de normas de den Dunnen
e Antonarakis, 2001 para a indicacdo de modificagdes de aminodcidos. Por exemplo, C18T significa que o
nucleotideo de citosina (C) presente na posi¢cdo 18 do gene PTOX no ecotipo da referéncia (Col-0) foi substituido
por um nucleotideo de timina (T) no ecotipo mutante. A quantidade de ecotipos/acessos mutantes sdo indicados
na linha dois, quatro, seis, oito e dez. C — citosina, G — guanina, A — adenina e T — timina. Os SNPs ndo-sin6nimos,

ou seja, aqueles que ocasionaram modifica¢do no aminoécido referente sdo indicados com um asterisco (¥).

SNPs CI18T *C38T *CT77A C78G *C86G | *C131T | G201T *220C C225T | *C233T | *C242A | G258A
Acessos 3 492 1 499 1 41 391 1 377 373 379 394
SNPs *G269A | C306T G324A | *G340T | *A341T | *C342T | T348G | *A355G | *A362G | T366A *G369C T372C
Acessos 1 1 533 1 1 1 229 68 5 251 1 245
SNPs C378T | *C383T | A384G | *T385C | *C389G | A390T A391T G392C | *G393T | *C396G | *T429G | *T432A
Acessos 255 2 262 2 13 14 14 14 17 15 17 28
SNPs *G433A | G537A T553C C606T G669A | G678C | *A706C | *G781T | C825T | A 849G | *G868A | G870C
Acessos 197 6 10 73 2 11 2 1 2 762 2 601
SNPs *A874G | *G880A | *A931IT | *G967A | *A968T | *G973A | A984G | *G991T | *C997T | C1035G | *A1037G
Acessos 1 4 28 606 2 36 8 59 1 3 19

Nas andlises das sequéncias proteicas foram identificadas 32 modificacdes de
aminoacidos (AA) em relacdo a sequéncia da proteina PTOX do ecotipo da referéncia, Col-0,
que se enquandram ao resultado esperado pelos polimorfismos encontrados (Tabela 2/Apéndice

2).
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Tabela 2: Distribuicdo das modificagdes de aminodcidos encontradas na sequéncia proteica da PTOX em 1190
ecotipos/acessos de A. thaliana. As modificacdes sao indicadas nas linhas um, trés, cinco e sete seguindo as normas
de den Dunnen e Antonarakis, 2001. Por exemplo, T13M significa que o AA de treonina (T) presente na posi¢ao
13 da sequéncia proteica da PTOX no ecotipo da referéncia (Col-0) foi substituido por um AA de metionina (M)
no ecotipo mutante. A quantidade de ecotipos/acessos mutantes sdo indicados nas linhas dois, quatro, seis e oito.
A — alanina, R — arginina, N — asparagina, D — aspartato, C — cisteina, Q — glutamina, E — glutamato, G — glicina,
H — histidina, I — isoleucina, L — leucina, K — lisina, M — metionina, F — fenilalanina, P — prolina, S — serina, T —
treonina, W — triptofano, Y — tirosina, V — valina. Os aminodcidos que mudaram para aminodcidos de classes

diferentes sdo indicados com um asterisco (*).

Variacio AA *T13M | *A26D S20W *S44F *K74Q *S78F *T81K S9ON
Acessos 484 1 1 41 1 369 373 1
Variacao AA | *DI114F | 1119V | *DI121G | LI23F | *A128M | *Y129Q | *A130G | *R131S
Acessos 1 68 5 1 2 2 13 17
Variacio AA F132L | *Y143L | F144L | *A145T | *K236Q | *G261C | V290I 1292V
Acessos 15 17 28 197 2 1 2 1
Variacao AA | *D294N | *S311C | *D323F | *D323N | *E325K | V33IF | *P333S | K346R
Acessos 4 28 2 594 36 57 1 18

Como na Tabela 1, na Tabela 2 também estdo computadas as modificagcdes
provenientes de padrdes polimérficos com incidéncia menor que 1%. As mudangas com
incidéncia maior que 1% foram 16, destas: houve a troca de uma treonina por uma metionina
na posi¢do 13; de uma serina por uma fenilalanina nas posicoes 44 e 78; de uma treonina por
uma lisina na posicao 81; de uma isoleucina por uma valina na posi¢@o 119; de uma alanina por
uma glicina na posi¢ao 130; de uma arginina por uma serina na posi¢ao 131; de uma fenilalanina
por uma leucina nas posi¢des 132 e 144; de uma tirosina por uma leucina na posi¢do 143; de
uma alanina por uma treonina na posi¢ao 145; de uma serina por uma cisteina na posi¢do 311;
de um aspartato por uma asparagina na posi¢ao 323; de um glutamato por uma lisina na posi¢ao
325; de uma valina por uma fenilalanina na posi¢do 331; e, de uma lisina por uma arginina na

posicao 346 (Figura 5). Dentre estas 16, 11 ocasionaram a mudanca da classe do amino4cido.

Figura 5: Distribuicdo das modificacdes de aminodcidos na sequéncia proteica da PTOX. A sequéncia de
aminodcidos da referéncia (Col-0) € apresentada e em amarelo estdo destacadas as posi¢des dos aminodcidos onde

houve a mudanca com incidéncia maior que 1%.
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Dentre as 11 que mudaram para aminodcidos de classes diferentes, quatro
revelaram um elevado indice de ocorréncia: a modificacdo que gerou a troca de uma treonina
por uma metionina na 13* posi¢do da sequéncia de AA; a de uma serina por uma fenilalanina
na 78 posi¢do; a da treonina pela lisina na 81* posi¢do; e, a do aspartato pela asparagina na
323* posi¢do. Os percentuais dessas mudancas foram de 40,7% - 31% - 31,4% e 50% do total
dos 1190 acessos, respectivamente. Na 13* posicio o AA mudou de um polar niao-carregado
para um apolar alifdtico, na 78* de um AA polar ndo-carregado para um apolar aromético, na
81* um AA polar carregado positivamente substituiu um polar ndo-carregado, enquanto na 323*
posicdo a modificacdo foi de um AA polar carregado negativamente para um nao-carregado.
Para mudancas das posi¢des 78 e 81, foram contabilizados um total de 378 acessos e dentre
estes, 364 obtém as duas modificagdes, um total de 92,6% dos acessos. Apenas 5 deles foram
exclusivos da mudanca na posi¢ao S78F, enquanto 9 foram exclusivos na posi¢do T81K. As
quatro mudancas de maior incidéncia foram escolhidas para serem correlacionadas as condi¢des
geograficas (Apéndice 3).

A percentagem de acessos que mudaram o AA em relacdo ao AA da referéncia
pertencentes ao relevo em planicie de forma considerdvel foram: 59% dos pertencentes ao clima
Csa (temperado imido com verao seco e quente) na posicao 323 e 61% do clima Cfa (temperado
e umido com verdo quente) também na posicdo 323 (D — N). Em destaque com relevo em
planalto, a percentagem foi: 81% dos pertencentes ao clima Csb (temperado iimido com verdao
seco e temperado) na posicao 323 e 73%, 58% e 60% do clima Cfb (temperado e imido com
verdo temperado) nas posicoes 13 (T —M), 78 (S —F) e 81 (T — K), nessa ordem (Kottek, 2006).
Enquanto no relevo entre montanhas os mais considerdveis foram: 79% dos pertencentes ao
clima Csa na posi¢do 323 e 63%, 65% e 65% do clima Cfa nas posi¢des 13, 78 e 81, nessa
ordem. E no relevo montanha os mais relevantes foram: 79% dos pertencentes ao clima Csa,
79% do clima Csb e 79% do clima Cfb, todos para a posi¢cao 323.

Mais especificamente, dos acessos pertencentes a classificagdo de relevo (R) em
planicie, clima (C) Csa e pluviosidade (P em mm?ano) entre 300 e 500, 89% tiveram a
modifica¢do no aminoacido da posi¢do D323N. Aqueles com R — planicie, C — Csa e 500 < P
<700, 67% mudaram na posi¢ao D323N. Os acessos do R — planicie, C — Csb e 700 < P, 86%
trocaram o AA na posi¢do D323N. Para R — planicie, C — Cfa e 700 < P, 61% modificaram o
AA na posi¢do D323N. Também na posi¢ao D323N aqueles pertencentes ao R — planicie, C —
Dfa e 700 < P tiveram 93% de incidéncia da modificacdo. J4 para as condicdes de R — planicie
e C — Dfb os acessos que tiveram mudangas foram 83% nas condi¢des de P < 300, 57% para

500 < P < 700 e 77% para 700 < P, todas na 323* posi¢do. Do relevo planicie, clima Cfc e
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pluviosidade entre 500 e 700 mm?/ano, 54% variaram o AA na posi¢do T13M. Enquanto na

78% 81* e 323* posi¢des, sob as mesmas condic¢oes, a variagdo foi de 58%, para todas (Gréfico
2).

Gréfico 2: Porcentagem de acessos que tiveram modificagdo do aminoécido na posicdo, no clima, na pluviosidade
e no relevo especificados.
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Para os acessos pertencentes a classificagdo R — planalto, C — Csb e 300 < P < 500,
87% tiveram a modificacdo do aminoécido na posi¢io D323N. Em condicdes caracterizadas
por relevo em planalto, clima Cfb e pluviosidade acima de 700 mm?®/ano, 77%, 63% e 65%
variaram os AA nas respectivas posi¢oes: T13M, S78F e T81K (Grafico 3). Os acessos do
relevo entre montanhas e clima Csa que tiveram mudancas foram 88% nas condi¢des de 300 <
P <500, 75% para 500 < P <700 e 71% para 700 < P, todas na 323* posicdo. Nas 13%, 78 e 81*
posicdes, sob as condi¢cdes R — entre montanhas, C — Cfa e 700 < P a variacao foi de 69%, 71%
e 71%, respectivamente. E para R — entre montanhas, C — Cfb e 500 < P < 700, 62%

modificaram o AA na posicao 13 (Gréfico 4).

Grifico 3: Porcentagem de acessos que tiveram modificagdo do aminoécido na posi¢do, no clima, na pluviosidade

e no relevo especificados.
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Gréfico 4: Porcentagem de acessos que tiveram modificacdo do aminoécido na posi¢do, no clima, na pluviosidade

e no relevo especificados.
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Por tltimo, nas condi¢des geograficas montanhosas, trés condi¢des climéticas se
destacaram. O clima Csb com 300 < P < 500 teve 93% de modificacdo para 323* posicdo. No
clima Cfb os acessos que variaram foram 73% nas condic¢des 500 < P < 700 e 88% para 700 <

P, ambas na posi¢cdo D323N. Nas posicdes T13M, S78F e T81K, sob as condi¢des de relevo
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montanhoso, clima Dfb e pluviosidade entre 300 e 500 mm?>/ano a taxa de alteracio foi de 100%

para todas (Grafico 5).

Grifico 5: Porcentagem de acessos que tiveram modificacdo do aminodcido na posi¢do, no clima, na pluviosidade

e no relevo especificados.
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4.2 Estruturas Tridimensionais e a Interacao com o Plastoquinol

A predicdo da estrutura tridimensional da referéncia Columbia-0 pelo PHYRE2
abrangeu os aminodcidos do 62 ao 332 (Figura 6), com o valor do desvio médio quadratico
(RMSD) de zero em relacdo a cobertura de 67% do molde 3VVA (Figura 7). Enquanto a
predicao pelo I-TASSER abrangeu do primeiro ao ultimo aminoécido (Figura 8A) e também
obteve um RMSD de zero em relagdo aos fragmentos utilizados como moldes. A modelagem
da estrutura tridimensional pelo Modeller abrangeu dos aminodcidos 113 ao 269, e foi escolhida
a estrutura com o menor valor de fun¢do objetiva, mais otimizada geometricamente (Figura
8B). A validagdo das estruturas pelo servidor SAVES forneceu o Z-escore (escore que quanto
mais proximo de zero significa ser mais favordvel estdo os rotameros das ligacOes entre os
atomos na estrutura) para as estruturas do PHYRE2, I-TASSER e Modeller de -4, -6 ¢ 1,
respectivamente. O servidor MolProbity forneceu os graficos de Ramachandran para as
estruturas do PHYRE2, I-TASSER e Modeller resultando em 93,4%, 66,8% ¢ 94,9% dos

residuos em regides favoraveis (Apéndice 4).
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O alinhamento da estrutura do PHYRE2 com a do I-TASSER forneceu um RMSD
de 1,893 Angstrém; a do PHYRE2 com a do Modeller deu um RMSD de 1,103 A; eado I-
TASSER com a do Modeller mostrou um RMSD de 1,663 A. O alinhamento individual das
estruturas do PHYRE?2, do I-TASSER e do Modeller com a estrutura molde utilizada, 3VVA,
forneceram os valores de RMSD de 0,608; 27,5 e 0,559, respectivamente. O modelo do
PHYRE2 foi escolhido para a mutagénese por abranger as regidoes polimérficas e ter elevada
conservagdo estrutural com o modelo. As modificacdes foram realizadas de serina para
fenilalanina na 78" (Figura 8A), de treonina por lisina na 81* (Figura 8B), de aspartato para
asparagina na 323* (Figura 8C) e um modelo com as modificacdes nas posi¢cdes 78 e 81, devido
a alta percentagem de acessos com as duas mudancgas (Figura 8D). As estruturas obtiveram um

valor de RMSD de 0, 0, 0, 0 Angstrém quando alinhadas a referéncia.

Figura 6: Estrutura tridimensional predita pelo servidor PHYRE2 demonstrada por vacuo eletrostético e estrutura
espacial no visualizador PyMOL. Destaque em verde, regido de interacdo com o substrato responsdvel pela
especificidade da proteina SVLHMLYET. Destaque em amarelo regido de desordem da estrutura, AA 260 a 290.
Esferas em laranja representam os {fons Fe no centro de reagdo. E em azul estdo os aminodcidos das posi¢des 78 —

S,81-Te323-D.
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Figura 7: Parametros utilizados na predi¢ao pelo servidor PHYRE2. A estrutura cristalizada utilizada como molde

foi a 3VVA proveniente do PDB, com 100% de confianga e uma cobertura de 67%.
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Figura 8: A - Estrutura tridimensional predita pelo servidor [-TASSER demonstrada por vacuo eletrostitico e

estrutura espacial no visualizador PyMOL. B - Estrutura tridimensional modelada pelo programa Modeller

demonstrada por vacuo eletrostatico e estrutura espacial no visualizador PyYMOL Em ambas estruturas: destaque

em verde, regido de interacdo com o substrato responsivel pela especificidade da proteina SVLHMLYET; e

destaque em amarelo regido de desordem da estrutura, AA 260 a 290. Apenas na estrutura modelada as esferas em

laranja representando os ions Fe no centro de reagdo. E em azul estio os aminoacidos das posi¢oes 78 — S, 81 — T

e 323 -D.
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Figura 9: Estruturas tridimensionais construidas a partir de mutagénese pelo software PyMOL. A — estrutura com
a mutagénese dirigida na 78 posi¢do; B — estrutura com a mutagénese dirigida na 81? posi¢do; C — estrutura com
a mutagé€nese dirigida na 323* posi¢do e D — estrutura com a mutagénese dirigida nas 78 e 81* posi¢des. Para todas
as estruturas: destaque em verde, regido de interagdo com o substrato responsavel pela especificidade da proteina
SVLHMLYET; destaque em amarelo regiao de desordem da estrutura, AA 260 a 290; e, esferas em laranja
representando os fons Fe no centro de rea¢do. Em destaque azul os aminodcidos que mudaram, 78F, 81K, 323N e

78F+81K.

A predi¢ao de estruturas secunddrias pelo PSIPRED corroborou a localizacao de
alfa-hélices e regides desordenadas identificadas na visualizag@o das estruturas tridimensionais.
O programa DISOPRED previu um estado de desordem entre os aminoacidos 260 e 290 para a
referéncia (Figura 10A) e 0 mesmo para as estruturas com mutagéneses nas posicoes 78, 81,

323 e 78 e 81 (Figura 10 B, 10C, 10D e 10E, respectivamente).
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Figura 10: Perfil de desordem da proteina PTOX fornecido pela ferramenta DISOPRED do servidor PSIPRED. A
andlise foi realizada segundo a sequéncia de aminodcidos fornecida. A — perfil de desordem para proteina
referéncia, B — perfil de desordem para a estrutura com a mutagé€nese na posi¢ao 78, C — perfil de desordem para
estrutura com a mutagénese na posicao 81, D — perfil de desordem para a estrutura com a mutagénese na posi¢ao

323 e E — perfil de desordem para a estrutura com mutagénese nas posicdes 78 e 81.

Perfil de desordem intrinseco A
q
|4
Jr |Jy
S
=
S
&
5 o.e
&} Estado de desordem —
3 | Sitio de ligagdo da proteina
2 .
=]
3 |
53]
0.2
& L JE— L . ,
o 50 100 150 200 250 300 350 “400
Posicdo do aminodcido
B Perfil de desordem intrinseco C Perfil de desordem intrinseco
'I
< <
S S
g g
= L=}
=] =
S S
3 3
o
g H
3 2
o m
ls] 50 100 150 200 250 300 350 4 400
Posicdo do aminodcido Posicao do aminoécido
D Perfil de desordem intrinseco E Perfil de desordem intrinseco
|
< ]
i} =]
= =
S S
= 3
& £
g g
2 M
o] 50 100 150 200 250 300 350 400 400
Posi¢do do aminodcido Posi¢ido do aminodcido

A ferramenta PSIPRED fez a predi¢ao das estruturas secundérias para as sequéncias

de aminoécidos da proteina e sugeriu que ocorre a formacdo de 8 alfa-hélices e regides de
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desordem nas regides C e N terminais e entre os aminodcidos 110 — 130 e 260 — 290 para todas

as sequéncias fornecidas (Figura 11).

Figura 11: Predicdo de estruturas secunddrias fornecidas pela ferramenta PSIPRED do servidor PSIPRED. A —
perfil de estrutura secunddria para a sequéncia de AA da proteina referéncia, B — perfil de estrutura secunddria
para a sequéncia de AA da proteina com mutagénese na posicdo 78, C — perfil de estrutura secunddria para a
sequéncia de AA da proteina com mutagé€nese na posi¢ao 81, D — perfil de estrutura secunddria para a sequéncia
de AA da proteina com mutagénese na posicao 323 e E — perfil de estrutura secunddria para a sequéncia de AA da

proteina com mutagénese nas posigcdes 78 e 81.
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A ferramenta MEMSAT-SVM realizou a predicdo de possiveis regides
transmembranares da sequéncia proteica. Foi proposto para a referéncia que trés a-hélices
seriam transmembranares englobando os na regido da sequéncia entre o aminoacido 100 e o
200, aproximadamente (Figura 12A). O mesmo foi proposto para as estruturas da mutagénese
da 78% 3237 posi¢oes e das 78 e 81° juntas (Figuras 12B, 12D e 12E, respectivamente).
Enquanto para a estrutura modificada apenas na posicdo 81 foi proposta que as regides
transmembranares abrangem os aminodcidos de 100 a 200, aproximadamente, porém, apenas
duas a-hélices cruzariam a membrana (Figura 12C). As ferramentas TMPred e MBPred
propuseram 3 alfa-hélices da regido dos AA 130 —215e 115 — 198, respectivamente, para todas

as variantes estruturais.

Figura 12: Predicdo de regides transmembranares realizadas pela ferramenta MEMSAT-SVM do servidor
PSIPRED. A — perfil de regiGes transmembranares para a sequéncia de AA da referéncia, proposto com trés o-
hélices cruzando a membrana; B — perfil de regides transmembranares para a sequéncia de AA modificada na
posi¢do 78, proposto com trés a-hélices cruzando a membrana; C — perfil de regides transmembranares para a

sequéncia de AA modificada na posicao 81, proposto com duas a-hélices cruzando a membrana; D — perfil de
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regides transmembranares para a sequéncia de AA modificada na posi¢do 323, proposto com trés a-hélices

cruzando a membrana; e E — perfil de regides transmembranares para a sequéncia de AA modificada nas posicdes

78 e 81, proposto com trés a-hélices cruzando a membrana.
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A ferramenta FFpred forneceu os provaveis processos biologicos em que a proteina

pode estar envolvida, a predi¢ao da sua fun¢do molecular e o provavel componente celular do
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qual ela pode fazer parte. Na predicdo de processos bioldgicos aos quais a proteina esta

envolvida tiveram maiores valores os: de transporte, de regulacdo e de biossintese (Tabela 3).

Tabela 3: Predi¢do dos processos metabdlicos nos quais a proteina possa atuar. A ferramenta FFpred do servidor
PSIPRED utilizou as sequéncias de AA da referéncia e dos modelos que sofreram mutagénese nas posicoes 78,
81, 323 e 78 e 81 juntas. A comparacgdo foi feita com dados disponibilizados no servidor, nos termos da ontologia

génica (GO Terms). O ideal € que o valor seja préximo de 1,0, que indica 100% de probabilidade. A confiabilidade

méxima do resultado € determinada pelo nivel elevado.

PREDICAO DE PROCESSOS BIOLOGICOS — SEQUENCIA REFERENCIA

GO Terms Nome do Processo Probabilidade | Confiabilidade SVM
G0:0006810 Transporte 0.858 Elevada
GO0:0019222 Regulacdo de processos 0.785 Elevada

metabodlicos
GO:0034645 | Processos biossintéticos de 0.651 Elevada
macromoléculas celulares

PREDICAO DE PROCESSOS BIOLOGICOS — SEQUENCIA MODIFICADA

NA POSICAO 78
GO Terms Nome do Processo Probabilidade | Confiabilidade SVM
GO0:0006810 Transporte 0.853 Elevada
GO0:0019222 Regulacdo de processos 0.773 Elevada
metabodlicos
GO:0034645 | Processos biossintéticos de 0.637 Elevada
macromoléculas celulares
PREDI(;AO DE PROCESSOS BIOLOGICOS — SEQUENCIA MODIFICADA
NA POSICAO 81
GO Terms Nome do Processo Probabilidade | Confiabilidade SVM
G0:0006810 Transporte 0.828 Elevada
G0O:0019222 Regulagdo de processos 0.765 Elevada
metabolicos
GO0:0034645 | Processos biossintéticos de 0.566 Elevada
macromoléculas celulares
PREDICAO DE PROCESSOS BIOLOGICOS — SEQUENCIA MODIFICADA
NA POSICAO 323
GO Terms Nome do Processo Probabilidade | Confiabilidade SVM
G0:0006810 Transporte 0.853 Elevada
GO0:0019222 Regulacdo de processos 0.773 Elevada
metabdlicos
GO0:0034645 | Processos biossintéticos de 0.637 Elevada
macromoléculas celulares

PREDICAO DE PROCESSOS BIOLOGICOS — SEQUENCIA MODIFICADA

NA POSICAO 78 E 81
GO Terms Nome do Processo Probabilidade | Confiabilidade SVM
G0:0006810 Transporte 0.857 Elevada
G0:0019222 Regulagdo de processos 0.818 Elevada
metabolicos
GO:0034645 | Processos biossintéticos de 0.565 Elevada
macromoléculas celulares
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A predicio da funcdo molecular indicou atividade de transporte de ions
transmembrana, atividade de transportador transmembranar e atividade de transportador

transmembrana substrato-especifico para a proteina (Tabela 4).

Tabela 4: Predi¢do das fungdes metabdlicas nas quais a proteina possa atuar. A ferramenta FFpred do servidor
PSIPRED utilizou as sequéncias de AA da referéncia e dos modelos que sofreram mutagénese nas posicdes 78,
81,323 e 78 e 81 juntas. A comparacdo foi feita com dados disponibilizados no servidor, nos termos da ontologia
génica (GO Terms). O ideal € que o valor seja préximo de 1,0, que indica 100% de probabilidade. A confiabilidade

maxima do resultado € determinada pelo nivel elevado.

PREDICAO DE FUNCAO MOLECULAR - SEQUENCIA REFERENCIA

GO Terms Nome da Fun¢do Probabilidade | Confiabilidade SVM
GO:0015075 Atividade de transporte de fons 0.895 Elevada
transmembrana
GO0:0022857 Atividade de transportador 0.881 Elevada
transmembrana
G0:0022891 Atividade de transportador 0.874 Elevada

transmembrana substrato-especifico

PREDICAO DE FUNCAO MOLECULAR — SEQUENCIA MODIFICADA NA

POSICAO 78
GO Terms Nome da Fun¢do Probabilidade | Confiabilidade SVM
GO:0015075 Atividade de transporte de fons 0.902 Elevada
transmembrana
G0:0022857 Atividade de transportador 0.891 Elevada
transmembrana
G0:0022891 Atividade de transportador 0.881 Elevada

transmembrana substrato-especifico

PREDICAO DE FUNCAO MOLECULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA

POSICAO 81
GO Terms Nome da Fun¢do Probabilidade | Confiabilidade SVM
G0:0022891 Atividade de transportador 0.774 Elevada
transmembrana substrato-especifico
GO:0015075 Atividade de transporte de fons 0.760 Elevada
transmembrana
G0:0022857 Atividade de transportador 0.748 Elevada
transmembrana
PREDICAO DE FUNCAO MOLECULAR — SEQUENCIA MODIFICADA NA
POSICAO 323
GO Terms Nome da Funcdo Probabilidade | Confiabilidade SVM
GO:0015075 Atividade de transporte de fons 0.902 Elevada
transmembrana
G0:0022857 Atividade de transportador 0.891 Elevada
transmembrana
G0:0022891 Atividade de transportador 0.881 Elevada

transmembrana substrato-especifico
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PREDICAO DE FUNCAO MOLECULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA
POSICAO 78 E 81

GO Terms Nome da Funcao Probabilidade | Confiabilidade SVM
GO:0015075 Atividade de transporte de fons 0.903 Elevada
transmembrana
GO0:0022857 Atividade de transportador 0.891 Elevada
transmembrana
G0:0022891 Atividade de transportador 0.871 Elevada
transmembrana substrato-especifico

A predicdo para saber se a proteina ¢ um componente de alguma parte celular
indicou que a proteina pode ser componente: de membrana, integral 8 membrana, da membrana

mitocondrial e da membrana de uma organela (Tabela 5).

Tabela 5: Predicdo dos compartimentos celulares dos quais a proteina possa ser componente. A ferramenta FFpred
do servidor PSIPRED utilizou as sequéncias de AA da referéncia e dos modelos que sofreram mutagénese nas
posi¢des 78, 81,323 e 78 e 81 juntas. A comparagdo foi feita com dados disponibilizados no servidor, nos termos

da ontologia génica (GO Terms). O ideal é que o valor seja proximo de 1,0, que indica 100% de probabilidade. A

confiabilidade maxima do resultado € determinada pelo nivel elevado.

PREDICAO DE COMPONENTE CELULAR - SEQUENCIA REFERENCIA

GO Terms Nome do Componente Probabilidade Confiabilidade
SVM
G0:0016020 Membrana 0.958 Elevada
G0:0016021 Componente integral da 0.938 Elevada
membrana
G0:0031966 Membrana mitocondrial 0.787 Elevada
G0O:0031090 Membrana de organela 0.733 Elevada
PREDICAO DE COMPONENTE CELULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA
POSICAO 78
GO Terms Nome do Componente Probabilidade Confiabilidade
SVM
G0:0016020 Membrana 0.959 Elevada
G0:0016021 Componente integral da 0.935 Elevada
membrana
G0:0031966 Membrana mitocondrial 0.789 Elevada
G0:0031090 Membrana de organela 0.733 Elevada
PREDICAO DE COMPONENTE CELULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA
POSICAO 81
GO Terms Nome do Componente Probabilidade Confiabilidade
SVM
G0:0016020 Membrana 0.952 Elevada
G0:0016021 Componente integral da 0.936 Elevada
membrana
G0:0031966 Membrana mitocondrial 0.861 Elevada
G0:0031090 Membrana de organela 0.808 Elevada
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PREDICAO DE COMPONENTE CELULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA

POSICAO 323
GO Terms Nome do Componente Probabilidade Confiabilidade
SVM
G0:0016020 Membrana 0.956 Elevada
G0:0016021 Componente integral da 0.928 Elevada
membrana
G0:0031966 Membrana mitocondrial 0.794 Elevada
G0:0031090 Membrana de organela 0.793 Elevada

PREDICAO DE COMPONENTE CELULAR - SEQUENCIA MODIFICADA NA
POSICAO 78 E 81

GO Terms Nome do Componente Probabilidade Confiabilidade
SVM
G0:0016020 Membrana 0.956 Elevada
G0:0016021 Componente integral da 0.928 Elevada
membrana
G0O:0031090 Membrana de organela 0.794 Elevada
G0:0031966 Membrana mitocondrial 0.793 Elevada

Os resultados do docking foram maiores para S78F, T81K e S78F+T81K em
comparacdo com a referéncia Columbia-0. Enquanto os resultados do docking para o D323N

foram menores em comparagio a referéncia (Tabela 6).

Tabela 6: Docking molecular. Resultados de docking entre as estruturas construidas (referéncia e estruturas com
mutagénese na posi¢do 78, 81, 323 e 78 e 81) e o ligante plastoquinol (PL9-Hidrogenado) realizado pelo servidor
DockThor. Os valores para a energia total e para a energia intermolecular sdo fornecidos em Kcal/mol para os

modelos ideias com RMSD de zero.

ENERGIA TOTAL ENERGIA
ESTRUTURA (Kcal/mol) INTERMOLECULAR RMSD

(Kcal/mol)

Referéncia 166,004 -28,105 0

78 172,509 -20,328 0

81 170,411 -22,759 0

323 162,258 -29,098 0

78 e 81 168,337 -23,082 0

4.3 Dados de Expressao Génica da PTOX

Os dados de expressao para o gene PTOX foram determinados através dos dados
obtidos a partir de sete experimentos transcriptdomicos depositados no NCBI. Os acessos Deh,
Chi, Mun e San pertencentes a elevadas altitudes, 700m, 3400m, 2000m e 2400m,

respectivamente, que foram tiveram amostras de tecido de folha coletados diretamente do
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campo e aramazenadas para posterior andlise apresentaram um aumento no nivel de expressao
da PTOX quando comparadas aos seus mesmos acessos que foram cultivados sob condi¢des
controladas e ndo submetidos as condi¢cdes ambientais estressantes. O nivel de expressdo da
PTOX foi decrescente nos acessos Deh, Chi, Mun e San, respectivamente (Gréfico 6).

As mudas e raizes dos acessos Bay, C24, Col-0, Cvi-0, Ita, Kas, Lp26 e Ws
revelaram um aumento no indice de expressdo da PTOX quando submetidos as condicdes
adversas do estresse sob escuro total e do estresse combinado do escuro total com inundagao.
As mudas de Bay e Ita tiveram uma expressao maior da PTOX sob a condicdo de escuro e
inundacao. Enquanto para as mudas de C24, Cvi-0, e Ws a expressdo foi maior para o estresse
apenas com escuro total (Grafico 7). Para as raizes dos acessos Bay, Cvi-0, Ita e Lp26 a
expressao foi mais induzida quando submetidas a condi¢do combinada do escuro total com a
inundacdo. Ja para o ecotipo Kas esse aumento foi no estresse isolado de escuro total (Gréfico
8).

Os acessos An, Col-0, Cvi, Oy e Sha foram avaliados quanto a expressdo da
proteina PTOX sob condi¢des controladas de cultivo e sob imposi¢cdo de estresse por seca
moderada. Em ambas as condi¢des o gene foi expresso. Porém, os acessos Col-0, Oy e Sha
apresentam uma expressao do gene maior que em An e Cvi, em ambas as condi¢des. Apesar
disso, as diferencas de expressdo entre os ecotipos nao foram estatisticamente relevantes. Bem

como entre as diferentes condi¢des também nao foram relevantes (Gréfico 9).
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Gréfico 6: Expressdo do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa entre os acessos de elevadas altitudes
Chi (3400m), Deh (700m), Mun (2000m) e San (2400) do oeste do Himalaia e aqueles cultivados em condi¢des
controladas em camara. Os resultados sdo fornecidos em FPKM, nimero de fragmentos por kilobase de éxon por

milhdo que alinharam.
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Grifico 7: Expressdo do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa de mudas dos acessos Bay, C24, Col-0,

Cvi-0, Ita, Kas, Lp26 e Ws submetidos aos estresses de escuro apenas, escuro e inundagdo e condigdes controladas.

O grafico compara os acessos entre si e as diferentes condi¢des impostas. Os resultados sdo fornecidos em FPKM,

lhao que alinharam.
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Gréfico 8: Expressdo do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa de raizes dos acessos Bay, C24, Col-0,

Cvi-0, Ita, Kas, Lp26 e Ws submetidos aos estresses de escuro apenas, escuro e inundagdo e condi¢des controladas.

O grifico compara os acessos entre si e as diferentes condi¢des impostas. Os resultados sdo fornecidos em FPKM,

nimero de fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam.
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Gréfico 9: Expressdo do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa de mudas dos acessos An-0, Col-0, Cvi-
0, Oy-0 e Sha submetidos ao estresse de seca moderada e a condi¢des controladas. O grafico compara os acessos
entre si e as diferentes condi¢des impostas. Os resultados s@o fornecidos em FPKM, nimero de fragmentos por
kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras maitdsculas representam os acessos e mintisculas as condigdes,

letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre estes.
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Para o experimento que utilizou os acessos referéncia Col-0 e Ler houve a expressao
do gene da PTOX, porém ndo houve diferenca estatistica entre eles (Gréfico 10). Quando
comparados Col-0 e Kil ocorre a expressdo do gene, porém Kil obteve um nivel de expressao

menor que o de Col-0 (Gréfico 11).

Griéfico 10: Expressdo do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa de folhas dos acessos Col-0 e Ler. Os
resultados sdo fornecidos em FPKM, nimero de fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras

maidsculas representam os acessos e letras iguais indicam que nio houve diferenca estatistica entre estes.
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Grifico 11: Expressdao do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa de folhas dos acessos Col-0 e Kil. Os
resultados sdo fornecidos em FPKM, nimero de fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras

maidsculas representam os acessos e letras iguais indicam que nio houve diferenca estatistica entre estes.
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Para as temperaturas de 23°C e 27°C houve a expressdao do gene da PTOX tanto
para o acesso Col-0 como para o Sij. Um leve declinio no nivel expressivo foi observado com
o aumento da temperatura para 27°C. Porém, ndo h4 diferenca estatistica para a expressao do
gene entre a temperatura mais baixa e a mais elevada para os acessos € nem entre 0s ecotipos
(Gréfico 12). A expressao do gene da PTOX para as mudas de 16 ecotipos foi elevada, mas nao
houve diferenca estatistica entre os mesmos, exceto pelo cultivar Ct que teve a menor expressao
e diferenciou-se estatisticamente de 8 acessos (Grafico 13). Para as raizes desses acessos a
expressdo do gene da PTOX foi elevada em 11 deles, e em 5 deles essa expressdo ficou abaixo
da metade dos demais. Novamente, Ct foi diferente estatisticamente dos outros 10 acessos que
tiveram uma expressao elevada e também dos 5 que tiveram um nivel de expressao baixo. E
entre os 10 com elevada expressdo e os 5 de baixa expressdo ha diferenca estatistica (Grafico

14).

Grifico 12: Expressao do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa dos acessos Col-0 e Sij submetidos as
temperaturas de 23°C e 27°C. O grafico compara os acessos entre si e as diferentes temperaturas impostas. Os
resultados sdo fornecidos em FPKM, niimero de fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras
maitdsculas representam os acessos e minusculas as condi¢des, letras iguais indicam que ndo houve diferenca

estatistica entre estes.
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Grifico 13: Expressao do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa das mudas dos acessos Bur, Can, Col-
replicata bioldgica, Col-replicata técnica, Ct, Edi, Kn, Ler, No, Oy-0, Rsch, Sf, Tsu, Wil, Ws, Wu e Zu. Os
resultados sdo fornecidos em FPKM, niimero de fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras

maitsculas representam os acessos e letras iguais indicam que nao houve diferenca estatistica entre estes.
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Gréfico 14: Expressao do gene da proteina PTOX. Expressdo comparativa das mudas dos acessos Bur, Can, Col,
Ct, Edi, Kn, Ler, No, Oy-0, Rsch, Sf, Tsu, Wil, Ws, Wu e Zu. Os resultados sdo fornecidos em FPKM, nidmero de
fragmentos por kilobase de éxon por milhdo que alinharam. Letras maitdsculas representam os acessos e letras

iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre estes.
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5 DISCUSSAO

5.1 Correlacao Entre os SNPs, a Pluviosidade e a Intensidade de Luz Incidente

Nas andlises de bioinformatica foram identificados 59 SNPs em 1190 genomas de
diferentes ecotipos de A. thaliana (Tabela 1). Porém, apenas 32 puderam ser classificadas de
fato como polimorfismo, por estarem presentes em pelo menos 1% da populacdo (Thorisson e
Stein, 2003). A maioria dos polimorfismos envolveram a mudang¢a de uma citosina (C) ou de
uma guanina (G), um total de 33,9% e 32,2%, respectivamente. Cal et al, também identificaram
um padrdo de modificacdo mais frequente nos nucleotideos C e G para 19 transcriptomas de
ecotipos de A. thaliana.

A metilacdo do DNA estd envolvida no processo de silenciamento génico de
determinada regido. Em 1107 acessos de A. thaliana foram identificados que os nucleotideos C
e G sdo os que sofrem maior incidéncia de metilacdo, assim, a redu¢cdo da quantidade desses
nucleotideos pela mutagdo para outro pode reduzir a incidéncia de metilagdo naquele ponto do
gene e assim evitar a inativacio de gene. Esses SNPs podem ser selecionados evolutivamente
para evitar o silenciamento de genes importantes ao metabolismo vegetal (The 1001
Epigenomes Consortium, 2016).

Nas andlises das sequéncias proteicas foram identificadas 32 modificacdes de
aminoacidos (AA) em relacdo a sequéncia da proteina PTOX do ecotipo da referéncia, Col-0
(Tabela 2). Dentre essas 32, as mudangas com incidéncia maior que 1% foram 16. E, destas, 11
ocasionaram a mudanca da classe do AA na proteina. Nenhuma das 11 mutagdes ocorreram nas
posicdes dos AA estabilizadores dos ions Fe: 136, 175, 178, 227, 296 e 299 (McDonald, 2011;
Fu, 2005; Fu, 2009). Bem como, ndo ocorreram na regido alifatica da sequéncia—SVLHMYET
—referente as posigdes 148 — 155, envolvidas na especificidade de interagdo com o plastoquinol
(Josse, 2003). Indicando que essas regides sao altamente conservadas e devem estar submetidas
a selecdo purificadora por estarem envolvidas na acdo da PTOX (Strachan e Read, 2013).
Dentre as modificacOes mais relevantes estdo as das 13%, 787, 81% e 323" posi¢des. A treonina
da posicdo 13 mudou para uma metionina em 40,7% dos acessos. Segundo a predi¢do pelo
MEMSAT-SVM (Figura 11) e por McDonald (2011) e Atteia (2004), em torno dos primeiros
39 AA daregido N-terminal fazem parte do peptideo transito da proteina, que direciona esta ao
seu compartimento celular de atuagdo. A mudanga de um AA ndo carregado para um apolar
alifatico nesta posi¢do pode ser vantajosa, pois favorece uma interacao mais forte do peptideo

transito com a membrana do tilacéide, devido ambos terem caracteristicas alifaticas. As demais
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modificagdes estdo dentro da estrutura funcional da proteina, a modificacdo na 78* posi¢ao foi
de um AA polar ndo-carregado para um apolar aromatico, na 81* um AA polar carregado
positivamente substituiu um polar ndo-carregado, e na 323* posicdo um AA polar carregado
negativamente mudou para um ndo-carregado. De um total de 378 acessos que possuem
modificagdes nas posi¢des 78 e 81, 364 obtém ambas as modificacdes. Essas modificacdes de
maior incidéncia e inseridas na regido estrutural funcional da proteina foram escolhidas para a
constru¢do de suas estruturas tridimensionais e investigacdo da interacdo destas com o
substrato.

Essas modifica¢des principais tiveram elevada frequéncia para os climas Csa, Csb,
Cfa e Cfb, todos caracteristicos de regides temperadas imidas. Porém, nem todos os climas
temperados umidos identificados tiveram relagdo com a ocorréncia de polimorfismos nessas
posicdes. J4 que nas quatro classificacOes de relevo estudadas existem esses climas
mencionados, de caracteristicas temperado e imido, porém em alguns desses ecotipos com esse
clima sob determinado relevo ndo tiveram ocorréncia de mutacdes, ndo demonstrando padrao
de mutagdo para a condi¢do de clima temperado e umido. Os resultados indicam que essas
modificagdes foram selecionadas aleatoriamente ao clima e a temperatura, que para esses
climas varia entre 8°C — 15°C.

No entanto, as modificacdes parecem estar relacionadas ao relevo e, principalmente
a pluviosidade. Aqueles acessos pertencentes ao relevo planicie e com pluviosidade entre boa
(500 < P <700) e elevada (700 < P) tiveram uma maior incidéncia das modifica¢des (Grafico
2). Ja para o relevo de planalto com uma pluviosidade regular (300 < P < 500) favoreceu a
modificacdo na posi¢ao 323 (D — N) e uma elevada favoreceu as modificacdes 13 (T — M), 78
(S —F) e 81 (T — K) (Gréfico 3). Enquanto para o relevo entre montanhas com pluviosidades
de boa a elevada favoreceram as modificacdes nas quatro posigdes (Grafico 4). Para aqueles
acessos pertencentes a montanha com pluviosidade regular as modifica¢des foram favorecidas
(Grafico 5).

Um padrao de relac@o inverso ¢é identificado para as condicdes de pluviosidade e
altitude: uma elevada altitude com uma pluviosidade regular; e, o contrdrio, uma baixa altitude
e uma boa/elevada pluviosidade parecem ser os principais fatores a fovorecerem a selecao
dessas modificacdes, especialmente para a 323* modificacao.

O Projeto 1001 Genomas Consorcio identificou que para os 1135 genomas de A.
thaliana haviam SNPs significativamente correlacionados com o gradiente de pluviosidade de
suas localidades e que estes polimorfismos existem em regides densamente preenchidas por

genes envolvidos no desenvolvimento e metabolismo de flores e raizes, na tolerancia ao estresse
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salino e no combate a danos causados por moléculas téxicas. Enquanto Lasky et al. (2012),
identificou em 1003 genomas de A. thaliana coletados de 447 regides da Eurdsia que a selecdo
dos SNPs era favorecida principalmente pelas variagdes de temperatura e de pluviosidade
através da ferramenta GWAS. O mapeamento por GWAS nao é 100% confidvel, pois utiliza
uma referéncia para encontrar SNPs padrio pré-estabelecida de 25 mil SNPs fornecidos pelo
servidor TAIR, o que ndo abrange a totalidade dos SNPs, especialmente os mais raros, além de
fornecer muitos resultados falso positivos, por utilizar sequéncias muito curtas que podem
alinhar com muitas regides (Bergelson e Roux, 2010).

Nordborg e colaboradores (2005) avaliaram a relagao entre os SNPs de 96 acessos
de A. thaliana separados geograficamente e ndo houve correlagdo entre os polimorfismos dos
ecotipos ¢ a distancia geografica existente entre os mesmos. O mesmo foi observado para 19
acessos de A. thaliana distribuidos pelo leste da China (He, 2007). Coordenadas diferentes ndo
indicam condicdes climédticas e geogréficas diferentes, a forma de andlise deve abranger as
condic¢des locais para permitir a identificacdo precisa da pressdo de selecdo positiva (Strachan
e Read, 2013).

Schmid et al. (2003) comparam os padrdes polimoérficos de 12 acessos de A.
thaliana e os padrdes mais distintos foram entre Col-0 e Cvi-0. Na tabela 3 observa-se que Col-
0 (referéncia) pertence a condicdo geogrifica de pluviosidade elevada (700 < P), de
1033mm?/ano especificamente, enquanto Cvi-0 tem o indice baixo (P < 300) de precipitacio,
em torno de 240mm*ano, indicando que as variacdes em A. thaliana sdo favorecidas
principalmente pela pluviosidade. Luo et al. (2014), encontraram que os polimorfismos de 14
acessos de A. thaliana, provenientes de variadas altitudes estdo diretamente relacionados a
altitude e a exposicdo a luz solar as quais estdo submetidos nessas condicdes. Tyagi e
colaboradores (2016) também avaliaram a taxa polimoérfica em 4 acessos de A. thaliana
provenientes de diferentes altitudes comparando do mais exposto a incidéncia da luz solar
(maior altitude) ao menos exposto a luz, e identificou que a quantidade de polimorfismos foi
decrescente. Isso sugere que a intensidade da luz e a altitude atuam favorecendo a selecao de
alteracoes polimoérficas.

O estudo comparativo do mapeamento de genes para os acessos Col-0, Bur-0 e C24
indicaram uma variac@o nao relevante de expressao nessas populacdes (Maumus e Quenesville,
2014). De forma singular, esses trés ecotipos possuem uma pluviosidade elevada, todas em
torno de 1000mm?/ano (Apéndice 3). Um estudo envolvendo 100 acessos de A. thaliana avaliou
os SNPs da familia da proteina AOX, pertencente a mesma classe da PTOX, uma Dox, tem os

seus polimorfismos e as dele¢des favorecidos pelas condicdes climaticas (Costa, 2015). Mosca
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et al. (2012), estudaram a correlag@o das condi¢des geograficas com os polimorfismos presentes
em quatro espécies de pinheiros, Pinus mugo, Pinus sembra, Larix decidua e Abies alba,
pertencentes as regides dos alpes Italianos e da Maceddnia da mesma faixa de altitude, e
identificaram que os polimorfismos tiveram relacdo com a variacdo de temperatura e de
precipitacao.

Méndez-Vigo e colaboradores (2011) estudaram os polimorfismos nos genes
envolvidos na flora¢do de 182 acessos de A. thaliana, coletados de toda extensao da Peninsula
Ibérica e correlacionou com as condicdes geograficas, encontrando relagdo das variacdes com
a temperatura, pluviosidade e altitude, com padrdes de selecdo com diferentes pluviosidades e
altitudes e com temperatura baixa. Pesquisas que abordam a base da variacdo genética com os
processos adaptativos facilitam entender os efeitos da selec@o sobre as espécies, e as condi¢coes
geograficas relacionadas permitem a extensdo dos resultados para as demais espécies de

vegetais (Savolainen e Lascoux, 2016; Kim, 2007).

5.2 SNPs Nao-Sinonimos Causam Efeitos Diversos na Interacio PTOX — PQH:2

Os modelos tridimensionais do Modeller e do PHYRE?2 revelaram no alinhamento
a estrutura modelo cristalizada da AOX um valor de RMSD bem menor que o modelo predito
pelo I-TASSER. Como a AOX € da mesma classe de proteinas da PTOX, pode-se supor que
quanto mais proximo estruturalmente o modelo predito for da AOX, maior a probabilidade de
a estrutura estar correta, pois apesar da identidade ser baixa a estrutura € altamente conservada
(Atteia, 2004; Josse, 2000; Webb e Sali, 2014). E na validag¢do das estruturas a do Modeller
obteve o melhor Z-escore para o grafico de Ramachandran, a do I-TASSER o pior e a do
PHYRE2 foi intermedidria. Apesar de o modelo tridimensional gerado pelo Modeller ter um Z-
escore mais favordvel e um RMSD menor ainda que o do modelo do PHYRE?2, o deste foi
escolhido para dar prosseguimento aos trabalhos. Pois o intuito era avaliar as consequéncias
dos polimorfismos nas estruturas e o modelo gerado pelo Modeller ndo abrangia nenhuma das
regides polimorficas, pois s6 abrangeu do AA 113 —269. Por isso, 0 modelo do PHYRE?2 foi
escolhido para prosseguir com os processos de mutagénese. As estruturas modificadas nas
posicdes 78 (S — F), 81 (T — K), 323 (D —-N) e 78 (S — F) + 81 (T — K) alinhadas otiveram um
valor de RMSD de zero para todas.

No servidor de predicdo de estruturas secunddrias foi identificada uma regido
desordenada entre os AA das posi¢des 260 — 290 e das extremidades N e C terminais (Figuras

10 e 11). Coincidentemente, na visualiza¢do das estruturas tridimensionais foi identificada uma
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desordem caracterizada pela formacgao de uma alca entre os AA 256 — 291 (regido amarela em
destaque nas figuras 6 e 9) corroborando essa desordem deve fazer parte realmente da estrutura
da proteina e estar envolvida na sua atividade. Essa mesma alca foi encontrada para um modelo
predito da PTOX e para o modelo da Dox de Synechococcus sp., € provavel que essa alca esteja
presente em algumas subclasses das Doxs e estejam relacionadas as atividades ou ancoramento
da proteina a membrana ja que possui 14 AA apolares (Finnegan, 2003; Nawrocki, 2015).

A ferramenta de predi¢do de estrututras secunddrias previu a formacao de oito a-
hélices na estrutura da proteina da PTOX (Figura 11), que foi exatamente o nimero de a-hélices
geradas pelo modelo tridimensional predito pelo PHYRE?2. Para a predi¢do de estruturas
transmembrana a Figura 12 demonstra que trés a-hélices abrangendo os AA 100 — 220 seriam
transmembranares para a sequéncia de AA da referéncia e das modificadas nas posicoes 78,
323 e 78 e 81; e duas a-hélices abrangendo os mesmos AA seriam transmembranares para a
sequéncia modificada na posicao 81. Porém, as outras duas ferramentas de predicao sugeriram
que para todas as sequéncias existem 3 alfa-hélices cruzando a membrana, provavelmente
houve um erro na predicdo do programa Psipred para a mudanca T81K. Além disso, na Figura
11 pode-se identificar 3 a-hélices completas e o inicio de mais uma para a regido entre os AA
100 — 220 para todas as sequéncias. Nawrocki et al. (2015) e McDonald et al. (2011), sugerem
que a PTOX estd inserida na membrana externa do tilacéide. Enquanto Johnson e Stepien
(2016), através de testes in vitro, sugerem que a proteina se aproxima e interage com a
membrana externa do tilacéide dependendo das condi¢des de pH, no entanto foram resultados
de testes in vitro. Porém, ambas definem que a PTOX tem de estar associada a membrana
externa do tilacdide para ter acesso ao substrato e desempenhar sua atividade catalitica,
provavelmente essas a-hélices transmembranares preditas sdo as responsdveis pelo
ancoramento da proteina a membrana.

Na predicao dos processos biolégicos em que a proteina possa estar envolvida todas
as estruturas (referéncia e mutagénicas) obtiveram resultados bastante similares (Tabela 3). Os
dados indicaram que a proteina pode estar envolvida principalmente no transporte de moléculas,
porém até o presente momento ndo existem trabalhos que indiquem o papel da PTOX no
transporte de solutos, nem diretamente e nem indiretamente. No entanto, esse resultado ressalta
a probabilidade da PTOX ter uma parte da proteina ou toda a proteina ser integral 8 membrana
externa do tilacéide, ja que muitas proteinas integrais funcionam como canais de transporte para
solutos (Nelson e Cox, 2014).

O segundo processo com maior probabilidade de ocorréncia € o de regulacao de

processos metabdlicos (Tabela 3). Muitos trabalhos sugerem que a PTOX atua como vélvula
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de escape para o excesso de elétrons gerados em condi¢des de estresse, além de atuar na
clororespiracdo contribuindo para o gradiente de H" necessario para a continuidade da producao
de ATP (Sun e Wen, 2011; Johnson e Stepien, 2016). Segundo Diaz (2007), a PTOX esta
envolvida diretamente na reciclagem do precursor do processo de transporte ciclico de elétrons
e producdo de energia, dessa forma, esse resultado associado as demais fun¢des atribuidas a
PTOX sugerem que de fato ela estd envolvida na regulagc@o de processos metabdlicos essenciais
ao funcionamento dos cloroplastos nas plantas.

O terceiro processo em que a atividade da PTOX possa ter relacdo € com os
processos de biossintese (Tabela 3). O envolvimento da PTOX na biossintese de carotenoides
¢ uma das principais fun¢des desta proteina (Josse, 2000; Kuntz, 2004). Porém, a proteina é
essencial apenas nos tecidos imaturos, nos maduros outras vias conseguem desempenhar a
mesma funcdo (Carol e Kuntz, 2001; Kambakam, 2016). O que explicaria o porqué de a
atividade relacionada a processos biossintéticos ter uma menor probabilidade dentre os trés
processos principais relacionados.

Na predicao da fun¢do molecular que a proteina pode desempenhar trés principais
foram identificadas e envolveram o transporte de solutos (Tabela 4). Todas as estruturas tiveram
probabilidades muito similares e a mesma ordem de prioridade das funcdes. Exceto para a
estrutura modificada na posicao 81, que teve a maior probabilidade para o transporte substrato-
especifico. Como ja mencionado, até o presente momento nao existem trabalhos que indiquem
o papel da PTOX no transporte de solutos, mas esses resultados também sugerem que a PTOX
deve interagir com a membrana.

Na predicao de qual compartimento celular a PTOX possa vir a ser um dos
componentes, todos os identificados envolveram as membranas das células e organelas (Tabela
5). Todas as estruturas tiveram probabilidades similares e a mesma ordem de prioridade das
partes sugeridas. Exceto para a estrutura modificada nas posi¢des 78 e 81, que tiveram uma
maior probabilidade de pertencer a membrana de uma organela do que da mitocondria. Como
Nawrocki (2015) e McDonald (2011) sugeriram a PTOX ser integralmente associada a
membrana externa do tilacéide, esses resultados favorecem as evidéncias para a proteina ser
integral 2 membrana. Além disso, os resultados indicam que a proteina € associada a membrana
mitocondrial, provavelmente devido a semelhanca estrutural com a enzima mitocondrial AOX,
uma proteina de membrana, que desempenha atividade similar 8 PTOX na mitocondria (Fu,
2005; Fu, 2009; Atteia, 2004).

As andlises de “docking” molecular definiram as energias de ligacdo existentes

entre as estruturas e o ligante. Observou-se que as estruturas com as modificacdes nas posi¢des
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S78F, T81K e S78F + T81K acarretaram num aumento da energia total e também da energia
intermolecular em relagc@o a referéncia. Enquanto a estrutura contendo a mudanca do AA da
323* posicdo levou a uma reducdo em ambas energias em comparagdo com a estrutura
referéncia (Tabela 6). Quanto maior a redugdo no valor das energias total e intermolecular, mais
¢ favorecida interacdo entre a proteina e o substrato e provavelmente a reacao catalitica ocorrera
de forma mais eficiente (Magalhdes, 2014). Segundo Nawrocki (2015), a plastoquinona
reduzida ¢ uma molécula altamente flexivel, ou seja, uma mudanga que permita uma associacao
mais forte entre a PTOX e o PQH: € benéfica para a estabilizac¢do do ligante e pode favorecer
areducdo na energia de ativacdo e acelerar a reacdo. A modificacio na posicao 323 demonstrou
ser mais favordvel para a interacdo entre a PTOX e o PQHo», obteve quase 4 Kcal/mol a menos
para a energia total de interagcdo e quase 1 Kcal/mol a menos para a energia intermolecular, em
relacdo a referéncia. Como a molécula do plastoquinol € altamente flexivel uma reducao da
energia pode sim favorecer uma melhor interacdo da proteina com o substrato e favorecer uma
catalise mais eficiente.

A modificagdo na posicdo 323 foi selecionada por ambientes de baixa altitude
(planicies e depressdes de até 300m) e elevada pluviosidade e ambientes de elevada altitude
(planaltos e montanhas acima de 700m) e baixa pluviosidade. Isso sugere que a elevada
disponibilidade de 4gua ou a baixa incidéncia de luz solar pelas condi¢cdes nubladas acarretam
na selecao positiva da PTOX com a modificag@o da posicao 323 que pode ser mais eficiente na
catélise e assim, acelerar a reciclagem do precursor de processos metabdlicos importantes no
combate a situagdes de estresse. O mesmo se pode inferir das regides de elevada altitude que
acarretam em estresse as plantas por excesso de luz solar incidente, que gera um excesso de
elétrons que precisa ser desviado e esse desvio necessita a disponibilidade do precursor gerado
pela PTOX e como essa modificag@o pode favorecer a melhor interacao com o precursor PQH>
0s acessos pertencentes a essas regidoes podem ter selecionado positivamente a proteina com a
modificacdo do AA 323. Inclusive, esses resultados sugerem que os extremos de altitude
relacionados a incidéncia da luz solar, sdo os estresses mais envolvidos na selecao desse SNP.
Tyagi (2016), Mosca (2012) e Méndez-Vigo (2011) ja haviam identificado a correlacdo
existente entre a selecdo positiva de SNPs e variagdes de altitude, bem como pluviosidade.
Dessa forma, o AA da posi¢do 323 pode vim a tornar-se um marcador molecular e ser o alvo
do desenho racional da proteina (Rafalski, 2001; Rafalski, 2002).

As estruturas com as modificacOes nas posi¢coes S78F e T81K, independetemente,
obtiveram praticamente 0 mesmo padrdo para os acessos. Ambas demonstraram ser menos

favordveis a interacdo entre a PTOX e o PQH>, tendo a estrutura modificada na posi¢ao 81 os
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resultados de energia menores que os resultados da estrutura modificada no AA 78, sendo
menos desfavordvel que esta a interagdo da proteina com o ligante. Porém, apesar de a estrutura
contendo a modificagdo na posi¢do 81 ser mais favordvel energeticamente para a interagdao
enzima — substrato que a modificada na posicao 78, nenhuma das duas foram mais favoraveis
que a estrutura referéncia. Estas modificacdes ndo aparentam seguir critérios geograficos, e sim
aleatdrias. Nordborg (2005) e He (2007) ja haviam analisado a relacdo entre as condig¢des
geogréficas e os SNPs de vdrios acessos de A. thaliana e nao identificaram uma correlacao.
Em adi¢do, a estrutura com modificacdes nas posi¢des S78F + TS8IK,
simultaneamente, também foi menos favordvel a interagao da PTOX com o substrato em relacao
a referéncia. Porém, os resultados foram menores que os resultados observados para as
estruturas que tiveram as modificacdes isoladas das posi¢des 78 e 81, indicando que esta
estrutura, contendo ambas modificacdes, € mais favordvel a interacdo entre enzima e substrato
que as estruturas com apenas a modificacdo 78 ou a 81. Curiosamente, 92,6% dos acessos
modificados nas posi¢cdes 78 ou 81 tem ambas mudancas. Esses resultados sugerem uma selecao
evolutiva das duas mutacdes. Uma possibilidade € que uma das mutacOes tenha ocorrido
primeiro e ocasionou uma menor afinidade da proteina pelo ligante com o aumento das energias
total e intermolecular representadas. E entdo a modificacdo seguinte reduziu essa energia sendo
mais favoravel, e foi selecionada evolutivamente. Por isso, a elevada ocorréncia das duas

mutag()es nos acessos.

5.3 PTOX: Uma Expressao Constitutiva e Induzivel

Para o experimento de Tyagi (2016) os acessos de A. thaliana crescidos em
condig¢des controladas e coletados diretamente do campo apresentaram expressao do gene da
PTOX (Gréafico 6). Esses resultados ainda demonstraram que as amostras provenientes do
campo sob as condi¢des naturais (Chi — 3400m, San — 2400m, Mun — 2000m e Deh — 700m)
tiveram uma maior expressao do gene em comparagao as amostras cultivadas sob condi¢des
controladas em camara. Tyagi (2016) demonstrou nesse trabalho que os genes de fungdo
bioldgica primdria tém sua ativagdo principalmente relacionada ao estresse induzido pela alta
intensidade de luz recebida pelos acessos, ja que todas sdo provenientes de condi¢des climaticas
e de precipitacdo similares, variando apenas a altitude. Os resultados identificados no presente
trabalho indicaram que a elevada altitude pode acarretar em estresse e estimular a expressao do

gene da proteina PTOX.



73

Para corroborar essas suposi¢oes, 0 acesso que obteve maior expressao da proteina
PTOX na elevada altitude a que estava submetido foi o Deh, que tem altitude de 700m e os
acessos identificados no presente trabalho que tiveram relagdo com a elevada altitude t€ém o
relevo de planalto e montanha em torno de 800m. Tallén e Quiles (2007) também obtiveram
uma elevada expressao do gene da PTOX em espécies de cereal submetidas a luz solar intensa
quando comparadas a condic¢des controle. O tomate também apresentou uma elevada expressao
da PTOX quando submetido a condi¢des de estresse por luz intensa (Nawrocki, 2015;
Trouillard, 2012; Shahbazi, 2007). Simkin et al. (2003a), também identificaram um alto nivel
de expressdo para a pimenta submetida a elevada intensidade de luz solar, quando comparada
a submetida a condicdo controle. As espécies Brassica fruticulosa e Brassica oleracea da
mesma ordem da A. thaliana apresentaram um alto nivel de expressdo para as proteinas PTOX
e NDH quando expostas a luz de alta intensidade (Diaz, 2007).

As mudas dos acessos Bay, C24, Col-0, Cvi-0, Ita, Kas, Lp26 e Ws tiveram todas
um aumento na expressao quando submetidos as condi¢des de estresse no escuro € no escuro
inundado (Grafico 7). Bay, Col-0, C24, Lp26 e Ws pertencem a regides com elevada
pluviosidade, e sdo os ecotipos que possuem uma expressao elevada da PTOX em todas as
condi¢des, € maior sob os estresses. As raizes desses acessos também tiveram um aumento de
expressdao do gene da PTOX nestas condi¢cdes de estresse, porém bem mais evidente (Grafico
8). Bay, Col-0, C24, Lp26 e Ws pertencem a regidoes com elevada pluviosidade e sdo os ecotipos
que possuem uma expressao elevada da PTOX em todas as condi¢des, € maior sob os estresses.
O objetivo de Veen (2016) foi caracterizar os transcriptomas desses 8 acessos sob condi¢des de
escuro e inundacdo e distinguir as respostas moleculares consequentes desses estresses que
foram similares em ambos estresses. O aumento no nivel de expressdo da PTOX em condi¢des
impostas de escuro j4 era esperado, pelo envolvimento na clororespiracdo e na prevengao da
ativacdo desnecessdria do aparato fotossintético (Sun e Wen, 2011; Johnson e Stepien, 2016).

Os resultados que foram apresentados através deste trabalho indicaram que a
elevada pluviosidade pode estimular a indugao da expressao da enzima PTOX. O estresse por
inundacdo imposto aos acessos estd equiparado ao estresse de elevada pluviosidade, pois
dificultam a troca de gases e funcionamento ideal dos sistemas fotossintéticos pela submersao
de partes da planta (Veen, 2016). Cultivares transgénicos de tabaco expressando o gene da
PTOX de A. thaliana obtiveram um alto nivel de expressao quando submetidos a condi¢des de
escuro total (Joet, 2002). Um cultivar de tomate submetido ao escuro total também atingiu uma
elevada expressdao da proteina PTOX (Trouillard, 2012). Simkin et al. (2003a), também

identificaram um aumento da expressao génica da PTOX em pimenta submetidas ao escuro em
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comparacdo as desenvolvidas em condi¢des normais de fotoperiodo. Embora ndo existam
trabalhos que indiquem o envolvimento da expressao da PTOX com o estresse por alagamento,
Veen (2016) sugere que ocorre uma regulagdo molecular nas plantas em resposta ao estresse
por inundagao. Além disso, a raiz obteve um indice de expressao da PTOX maior em 5 acessos
para a condi¢do de escuro total com inunda¢do quando comparada ao estresse isolado do escuro
total, as raizes sdo a regido mais submersa da planta em condicdes de alagamento e isso sugere
que nelas hd uma maior inducdo da expressdo da PTOX devido o alagamento.

Dos acessos submetidos a seca moderada a expressao do gene ndo revelou diferenca
relevante em comparacdo a condi¢do controle, nem entre os acessos (Grafico 9). Dos acessos
estudados Cvi-0 e Sha possuem pluviosidade baixa, mas Cvi pertence a planicie e Sha a
montanha. Visualmente, Sha teve um nivel de expressdo maior que Cvi, € pouco maior que a
referéncia, sugerindo uma relagdo da altitude, da intensidade de luz recebida, com a inducdo da
expressdo da PTOX. Clauw (2015) avaliou a expressdo de genes envolvidos na resposta ao
estresse de seca e eles foram responsivos. No entanto, para a PTOX ndo houve resposta
significativa ligada ao estresse. Entretanto, as espécies Chrysanthemum morifolium e
Spathiphyllum wallisii submetidas a condi¢Oes de seca tiveram uma elevada taxa de expressao
da PTOX (Ibanez, 2010). Para as espécies Coffea arabica e Spathiphyllum wallisii o nivel de
PTOX foi superelevado quando foram submetidas as condi¢des de seca (Simkin, 2008;
Gamboa, 2009). Porém, como j4 foi sugerido por Sun e Wen (2011) a PTOX tem padrdes de
expressao diferentes entre as espécies e por isso a importancia de compreender-se as condi¢oes
favoraveis a expressao deste gene.

Para o experimento que utilizou os acessos referéncia Col-0 e Ler houve a expressao
do gene da PTOX, porém ndo houve diferenca estatistica entre eles (Grafico 10). Os dois
acessos pertencem a condi¢Oes geograficas de elevada pluviosidade. Li, 2015 objetivou
sequenciar o transcriptoma das duas espécies referéncias, normalmente utilizadas, Col-0 e Ler-
1 e avaliou os padrdes de pequenos RNAs entre elas que também foram similares. A partir do
fato, de que ambas sdo provenientes das mesmas condi¢des geograficas e possuem a mesma
sequéncia de AA € esperado que a expressdo comparativa entre as mesmas ndo seja muito
diferente.

Lutz (2015) avaliaram os SNPs e a diferenca de expressao de genes envolvidos na
floracdo entre os acessos Kil (resistente a baixas temperaturas) e Col-0 quando submetidas a
condi¢des de baixas temperaturas, identificando uma relacdo de estimulo pela baixa
temperatura. Ambas pertencem as mesmas condi¢des de pluviosidade e altitude e quando

comparadas em relagdo a expressao do gene da PTOX houve uma dependéncia da temperatura
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ja que Kil, resistente a baixas temperaturas, teve uma expressao menor da PTOX que Col-0,
ndo resistente. Provavelmente, a PTOX foi mais induzida pelas condi¢des de baixa temperatura
no acesso menos resistente (Grafico 11). No entanto, espécies caracteristicas de regides com
baixas temperaturas Pinus banksiana, Pinus contorta (gimnospermas) e Ranunculus glacialis
(angiosperma), ja adaptadas, tiveram uma superexpressdo da proteina PTOX quando
submetidas as baixas temperaturas e variadas intensidades de luz solar, quando comparadas a
expressao em Kil (Busch, 2008; Savitch, 2010; Streb, 2005).

Para as temperaturas de 23°C e 27°C houve a expressdo do gene da PTOX tanto
para o acesso Col-0 (pluviosidade elevada) como para o Sij (pluviosidade boa). Um leve
declinio na expressao foi observado com o aumento da temperatura para 27°C. Porém, ndo ha
diferenca significativa na expressdo do gene entre a temperatura mais baixa e a mais elevada,
nem entre os acessos nem entre as temperaturas (Gréafico 12). Os valores de expressdo para o
experimento de Sanchéz-Bermejo (2015) foram os menores dentre todos os experimentos
avaliados neste trabalho, que tiveram a referéncia Col-0 cultivada em temperaturas moderadas
(20°C). A temperatura em torno de 25°C aparentou ser desestimulante para a expressdo da
PTOX. Ibafiez (2010) e Tallon e Quiles (2007) obtiveram uma elevada expressdo da PTOX
para Chrysanthemum morifolium, Spathiphyllum wallisii € Avena sativa quando submetidas a
elevadas temperaturas, porém essas temperaturas foram superiores a 35°C. O elevado nivel de
expressdo da PTOX em baixas temperaturas (4°C) sugere que os extremos de temperatura
podem ser favoraveis a expressdao da PTOX nas plantas (Savitch, 2010).

Gan et al. (2011), teve o objetivo de sequenciar o transcriptoma de 16 acessos de A.
thaliana para os tecidos da muda e o das raizes. A expressao do gene da PTOX para as mudas
de 16 acessos foi elevada, com diferenca estatistica entre os acessos Ct e Can, Col, Edi, Kn,
No, Rsch, Tsu e Wu (Gréfico 13). Todos esses oito acessos tém pluviosidade de boa a elevada,
enquanto Ct tem uma pluviosidade regular. Todos sdo pertencentes a planicie e ao clima
temperado. Além disso, Ct, Kn, No e Tsu possuem as modificacdes nas posi¢des 78 e 81 que
desfavorecem a interacdo da proteina com o substrato. Isso poderia induzir a expressao do gene
para aumentar a atividade da proteina que deve estar prejudicada pelas modificagcdes. Porém,
Ct com as mesmas mudangas teve um padrdo de expressdo menor que estas outras, além disso,
as outras trés tiveram um padrdo de expressdo igual ou superior ao da referéncia, sem as
mudancas. Isso sugere que as diferencas no padrao de expressdo da PTOX da muda estejam
relacionadas a diferenca de precipitacdo, e este deve ser o principal fator envolvido nessa

expressao diferencial.
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A expressdo do gene da PTOX para as raizes dos 16 acessos foi elevada para 11
deles, com diferenca estatistica entre os acessos Ct e Bur, Can, Col, Edi, Kn, Ler, No, Oy, Rsch,
St, Tsu, Wil, Ws, Wu e Zu (Gréfico 14). Todos esses 15 ecotipos pertencem a regides com
pluviosidade de boa a elevada, enquanto Ct tem uma pluviosidade regular. Além disso, Ct, Kn,
Ler, No, Oy, Tsu, Ws e Zu possuem as modificacdes nas posi¢cdes 78 e 81 que podem
desfavorecer a interagdo da proteina com o ligante. Isso sugere que as diferengas no padrao de
expressao da PTOX nas raizes podem estar relacionadas a diferenca na precipitacao, e este deve
ser o principal fator envolvido nessa expressao diferencial. Enquanto a diferenca existente entre
Bur, Can, Col, Edi, Kn, Ler, No, Ou, Rsch, Sf e os acessos Tsu, Wil, Ws, Wu e Zu ndo tem um
padrao geogréfico e de polimorfismo que possa explicar essas diferencas de expressdao nas
raizes. Todas pertencem ao relevo planicie, clima temperado e tem pluviosidade entre boa e
excelente. Além disso, em ambos os grupos existem acessos que possuem modificacdes nos
residuos 78 e 81.

De forma geral, a PTOX foi responsiva em situacdes de estresse por temperatura
moderada e baixa, por condi¢des de escuro e inundacdo e em elevadas altitudes, o que esta

associado a intensidade de luz solar a que as plantas foram expostas.
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6 CONCLUSAO

Foram identificados 16 polimorfismos nao-sindonimos e 11 deles acarretaram na
modificagdo do aminodcido por um de classe diferente. Para aqueles de maior incidéncia foi
identificada uma correlagdo com as condi¢des geograficas. Principalmente, a pluviosidade e a
altitude, associada a elevada intensidade de luz solar incidente, foram relacionadas a selecdo
positiva dos SNPs. Foi possivel predizer as estruturas tridimensionais das proteinas referéncia
e modificadas, que foram corroboradas por inimeros servidores de predi¢dao. A estrutura com
a modificacdo D323N parece favorecer a intera¢do do substrato com a PTOX de forma mais
forte que a referéncia e pode catalisar a reacdo de forma mais eficiente. O presente trabalho
também identificou que a PTOX € expressa em vérias condi¢Oes de estresse: elevada altitude,
escuro, alagamento e por extremos de temperatura. Os resultados indicam existir uma

interdependéncia entre as condicdes geograficas e a atividade e a expressdo da proteina.
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APENDICE 1 - TABELA QUE EXPOES OS ACESSOS/ECOTIPOS MUTANTES
CORRELA CIONANDO-OS AS MUDANCAS DE NUCLEOTIDEOS (SNP) DA
POSICAO NA SEQUENCIA GENOMICA ESPECIFICADA

Tabela 1: Distribui¢do dos polimorfismos encontrados no gene PTOX em 1190 ecotipos/acessos de A. thaliana.
Os SNPs sdo indicados na coluna um, seguindo o mesmo padrdo de normas de den Dunnen e Antonarakis, 2001
para a indicacdo de modificacdes de aminoécidos. Por exemplo, C18T significa que o nucleotideo de citosina (C)
presente na posi¢do 18 do gene PTOX no ecotipo da referéncia (Col-0) foi substituido por um nucleotideo de
timina (T) no ecotipo mutante. Os IDs dos ecotipos/acessos mutantes sdo indicados na coluna dois. C — citosina,
G — guanina, A — adenina e T — timina. Os SNPs ndo-sindnimos, ou seja, aqueles que ocasionaram modificagdo

no aminodcido referente sdo indicados com um asterisco (*).

PLASTOQUINOL OXIDASE (PTOX)

SNPs

ECOTIPOS MUTANTES

CI18T

9609, 9453, 7394

*C38T

351, 410, 424, 428, 430, 628, 915, 1063, 1066, 1070, 1158, 1166, 1254, 1313, 1317, 2016, 2171, 4826, 4958, 5151, 5210, 5349, 5644, 5741, 5811, 5831, 5832, 5856, 5860, 5874, 5921, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016,
6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6035, 6038, 6039, 6041, 6043, 6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6073, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6119, 6123, 6126,
6136, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6192, 6193, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6243, 6258, 6680, 6830,
6898, 6900, 6901, 6908, 6913, 6919, 6931, 6932, 6933, 6944, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6966, 6969, 6970, 6971, 6974, 6975, 6976, 6979, 6981, 6984, 6989, 6990, 6992, 6997, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031,
7062, 7067, 7071, 7092, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7127, 7130, 7143, 7147, 7158, 7161, 7163, 7164, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7199, 7202, 7203, 7207, 7208, 7213, 7217, 7223, 7231, 7236, 7255, 7268,
7273, 7288, 7296, 7298, 7305, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7333, 7343, 7344, 7346, 7347, 7373, 7382, 7383, 7387, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7525, 7917,
7947, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8297, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9314, 9321, 9323, 9332,
9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9470, 9481, 9503, 9510, 9511, 9514, 9518, 9520, 9522, 9523, 9524, 9529, 9531,
9535, 9541, 9546, 9548, 9552, 9559, 9564, 9584, 9587, 9589, 9591, 9592, 9599, 9608, 9609, 9624, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9646, 9653, 9657, 9658, 9659, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9669, 9670,
9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9692, 9693, 9694, 9695, 9697, 9698, 9700, 9701, 9703, 9704, 9710, 9712, 9713, 9716, 9720, 9722, 9723, 9727, 9728,
9730, 9731, 9732, 9733, 9736, 9738, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9771, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794,
9795, 9796, 9797, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9814, 9816, 9819, 9820, 9826, 9827, 9836, 9840, 9849, 9851, 9859, 9870, 9873, 9876, 9877, 9878, 9880, 9886, 9892,
9899, 9900, 9901, 9906, 9908, 9911, 9912, 9914, 9915, 9920, 9921, 9925, 9928, 9929, 9933, 9942, 9943, 9945, 9955, 9956, 9973, 9975, 9976, 9978, 9979, 9983, 9986, 9995,9999, 10002, 10004, 10005, 10011, 10017,
10020, 10023, 15591, 15592, 19949, 19950, 19951, ICE79, ICE97, Leo-1, Niel-2, TueSB30-3, Tuescha9, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Agu-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, Fei-0, HKT2-10, ICE1, ICE112, ICE119, ICE181,

ICE21, ICE212, ICE213, ICE216, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63, Bay-0

*CTTA

9755

C78G

159, 350, 351, 410, 424, 428, 430, 628, 915, 1063, 1066, 1070, 1158, 1166, 1254, 1313, 1317, 2016, 2171, 4826, 4958, 5151, 5210, 5349, 5644, 5741, 5757, 5811, 5831, 5832, 5856, 5860, 5890, 5921, 6009, 6010, 6011,
6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6038, 6039, 6041, 6043, 6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6073, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6119,
6123, 6126, 6136, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6193, 6194, 6195, 6198, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6243, 6258, 6296, 6396,
6413, 6434, 6680, 6830, 6898, 6900, 6901, 6908, 6913, 6919, 6931, 6932, 6933, 6944, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6966, 6968, 6970, 6971, 6974, 6975, 6976, 6979, 6981, 6984, 6089, 6990, 6992, 6997, 7002, 7003,
7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7071, 7092, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7130, 7143, 7147, 7158, 7161, 7163, 7164, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7199, 7202, 7203, 7207, 7208, 7213, 7217, 7223,
7231, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288, 7296, 7298, 7305, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7333, 7343, 7344, 7346, 7347, 7373, 7382, 7383, 7387, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7430, 7460, 7514, 7520,
7525, 7917, 7947, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8297, 8307, 8311, 8326, 8334, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9314, 9321, 9323,
9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9470, 9481, 9503, 9510, 9511, 9514, 9518, 9520, 9523, 9524, 9529, 9531, 9535,
9541, 9546, 9548, 9552, 9559, 9564, 9584, 9587, 9589, 9591, 9592, 9599, 9609, 9624, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9646, 9653, 9657, 9658, 9659, 9661, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9669, 9670, 9671,
9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9697, 9698, 9700, 9701, 9703, 9704, 9710, 9712, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723, 9727,
9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9736, 9738, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9757, 9761, 9768, 9769, 9770, 9771, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791,
9793, 9794, 9795, 9796, 9797, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9813, 9814, 9815, 9816, 9819, 9820, 9826, 9827, 9836, 9840, 9849, 9851, 9854, 9859, 9870, 9873, 9876,
9877, 9878, 9880, 9886, 9892, 9899, 9900, 9901, 9906, 9908, 9909, 9911, 9912, 9914, 9915, 9920, 9921, 9925, 9928, 9929, 9933, 9935, 9941, 9942, 9943, 9945, 9955, 9956, 9973, 9975, 9976, 9978, 9979, 9986, 9995,

10002, 10004, 10011, 10017, 10020, 10023, 15591, 15592, 19949, 19950, 19951, ICE73, ICE79, ICE97, Leo-1, Niel-2, TueSB30-3, Tuescha9, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Agu-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, Fei-0, HKT2-
10, ICEL, ICE112, ICE119, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE216, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63, Bay-0

*C86G

9550

*CI131T

TueSB30-3, Niel-2, ICE97, 9996, 9983, 9909, 9803, 9805, 9794, 9769, 9774, 9778, 9412, 9413, 9390, 9391, 9392, 9352, 9353, 7411, 7413, 7417, 7343, 7298, 7177, 7125, 7127, 7003, 7031, 7062, 6992, 6188, 6198, 6085,
6035, 6039, 6041, 5210, 159, 350, 351

G201T

159, 351, 410, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5253, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6035, 6036, 6038, 6039,
6041. 6043, 6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184,
6188, 6189, 6192, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6296, 6390, 6413, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961,
6968, 6969, 6974, 6975, 6979, 6981, 6984, 6990, 6492, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7147, 7161, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7207, 7213,
7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288, 7296, 7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227,
8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388,
9390, 9391, 9392, 9294, 9295, 9408, 9409, 9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9587, 9589, 9608, 9609, 9624, 9636, 9638, 9639, 9640,
9644, 9645, 9648, 9657, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703,
9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723, 9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9736, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 97717, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785,
9786, 9788, 9789, 9790, 9793, 9794, 9795, 9796, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9812, 9813, 9814, 9836, 9840, 9854, 9873, 9877, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9909, 9912, 9915,
9925, 9943, 9955, 9956, 9974, 9975, 9978, 9979, 9986, 9995, 9996, 9999, 10002, 10005, 10011, 10017, 10020, 10023, ICE73, ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2,
HKT2-10, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63

#A220C

9597

C225T

159, 351, 430, 915, 1061, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6035, 6036, 6038, 6039, 6041. 6043,
6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6192, 6194,
6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6390, 6413, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979,
6981, 6990, 6492, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7161, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7207, 7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288,
7296, 7298, 7314, 7316, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7521, 7917, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8307,
8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9294, 9295, 9408, 9409, 9412, 9413,
9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9648, 9657, 9661, 9664, 9665, 9666,
9667, 9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703, 9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722,
9723, 9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9736, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9793, 9794, 9795,
9796, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9812, 9813, 9836, 9840, 9854, 9873, 9877, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9915, 9925, 9956, 9973, 9974, 9979, 9986, 9996, 10002, 10005, 10011,

10017, 10020, 10023, ICE73, ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, HKT2-10, ICE163, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61,

ICE63




*C233T

159, 351, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6035, 6036, 6038, 6039, 6041. 6043,
6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6192,
6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6413, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979,
6981, 6984, 6990, 6492, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7207, 7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288,
7296, 7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285,
8290, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9294, 9295, 9408, 9409,
9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9648, 9661, 9664, 9666, 9667,
9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703, 9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723,
9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794, 9795, 9796,

9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9812, 9813, 9836, 9840, 9873, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9912, 9915, 9925, 9956, 9973, 9975, 9979, 9986, 10002, 10011, 10017, 10020, 10023, ICE73.
ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, HKT2-10, ICE163, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63

*C242A

159, 351, 410, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6035, 6036, 6038, 6039, 6041, 6043,
6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189,
6192, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6961, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979, 6981,
6984, 6990, 6992, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7147, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7207, 7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288,
7296, 7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285,
8290, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409,
9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9648, 9657, 9661, 9664,
9666, 9667, 9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703, 9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720,
9722, 9723, 9727, 9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794,
9795, 9796, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9836, 9840, 9854, 9873, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9912, 9915, 9925, 9943, 9955, 9956, 9973, 9975, 9978, 9979, 9986, 9999,
10002, 10011, 10017, 10020, 10023, ICE73, ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, HKT2-10, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61,
ICE63

G258A

159, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 2317, 5151, 5210, 5741, 5748, 5757, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6035, 6036, 6038,
6039, 6041, 6043, 6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184,
6188, 6189, 6191, 6192, 6193, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6243, 6258, 6413, 6434, 6744, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956,
6957, 6960, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979, 6981, 6984, 6990, 6992, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7147, 7177, 7181, 7183, 7186, 7192, 7207,
7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288, 7296, 7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7396, 7411, 7413, 7417, 7418, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227,
8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390,
9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644,
9645, 9648, 9657, 9661, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703,
9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723, 9725, 9726, 9727, 9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9755, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781,
9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794, 9795, 9796, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9813, 9814, 9816, 9836, 9840, 9854, 9873, 9877, 9878, 9880,

9899, 9900, 9901, 9912, 9914, 9915, 9925, 9955, 9956, 9973, 9974, 9975, 9978, 9979, 9980, 9983, 9984, 9986, 10005, 10017, 10020, 10023, ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del10;
Eyl5-2, HKT2-10, ICE181, ICE21, 212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63

*G269A

ICE112

C306T

9935

G324A

265, 403, 424, 470, 476, 484, 504, 506, 544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 742, 763, 765, 766, 768, 772, 853, 854, 867, 868, 870, 932, 1158, 1166, 1254, 1257, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1684, 1739, 1741,
1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1829, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 1890, 1942, 1943, 2017, 2031, 2053, 2057, 2081, 2091, 2106, 2108, 2141, 2159, 2166, 2171, 2191, 2212, 2239, 2240, 2278, 2285, 2286, 2370, 2412,
4779, 4826, 4939, 4958, 5236, 5279, 5349, 5353, 5644, 5720, 5726, 5798, 5811, 5822, 5837, 5867, 5921, 6042, 6073, 6098, 6112, 6119,6124, 6136, 6177, 6201, 6202, 6217, 6231, 6244, 6252, 6255, 6268, 6276,

6396, 6680, 6739, 6740, 6749, 6750, 6805, 6806, 6814, 6898, 6904, 6908, 6911, 6918, 6923, 6927, 6929, 6933, 6938, 6944, 6945, 6958, 6959, 6963, 6966, 6970, 6971, 6976, 6986, 6987, 6989, 7033, 7058, 7061, 7063,
7064, 7068, 7071, 7072, 7077, 7092, 7109, 7130, 7158, 7160, 7163, 7164, 7199, 7202, 7203, 7208, 7209, 7217, 7218, 7231, 7248, 7287, 7305, 7306, 7323, 7327, 7333, 7344, 7349, 7350, 7354, 7358, 7359, 7372, 7377,
7378, 7383, 7387, 7415, 7424, 7475, 7515, 7516, 7517, 7525, 7529, 7530, 7566, 7568, 7717, 7757, 7767, 7947, 8037, 8057, 8077, 8132, 8171, 8222, 8233, 8234, 8236, 8243, 8244, 8246, 8249, 8284, 8297, 8354, 8357,
8376, 8464, 8483, 8699, 8723, 9027, 9069, 9070, 9075, 9078, 9079, 9081, 9084, 9085, 9091, 9102, 9111, 9113, 9114, 9115, 9298, 9312, 9314, 9339, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9442, 9470, 9476, 9503, 9508,
9509, 9512, 9513, 9515, 9517, 9519, 9520 9521, 9524, 9525, 9526, 9527, 9529, 9530, 9531, 9532, 9533, 9535, 9536, 9537, 9539, 9540, 9542, 9543, 9544, 9545, 9546, 9549, 9550, 9552, 9553, 9554, 9555, 9556,
9558, 9559, 9560, 9561, 9562, 9565, 9567, 9568, 9569, 9573, 9574, 9577, 9578, 9579, 9582, 9583, 9584, 9585, 9586, 9588, 9590, 9591, 9592, 9593, 9594, 9595, 9599, 9600, 9602, 9606, 9607, 9611, 9612, 9613, 9615,
9616, 9619, 9620, 9621, 9622, 9625, 9626, 9627, 9628, 9629, 9630, 9631, 9632, 9633, 9637, 9641, 9642, 9643, 9646, 9649, 9651, 9653, 9655, 9658, 9659, 9660, 9663, 9697, 9698, 9700, 9705, 9706, 9707, 9708, 9711,
9712, 9714, 9718, 9721, 9729, 9735, 9737, 9741, 9743, 9745, 9754, 9758, 9759, 9762, 9764, 9766, 9771, 9782, 9787, 9792, 9797, 9800, 9815, 9817, 9819, 9820, 9822, 9824, 9825, 9826, 9827, 9831, 9832, 9833, 9834,
9837, 9841, 9843, 9844, 9845, 9847, 9848, 9849, 9851, 9852, 9853, 9855, 9856, 9859, 9862, 9866, 9867, 9869, 9870, 9871, 9876, 9879, 9881, 9882, 9885, 9886, 9887, 9890, 9892, 9894, 9895, 9897, 9898, 9902, 9905,
9906, 9908, 9911, 9917, 9920, 9921, 9927, 9928, 9929, 9930, 9932, 9933, 9935, 9937, 9938, 9939, 9941, 9942, 9944, 9945, 9946, 9947, 9948, 9949, 9950, 9951, 9952, 9953, 9957, 9958, 9959, 9962, 9963, 9968, 9971,
9972, 9976, 9982, 9985, 9987, 9990, 10006, 10008, 10009, 10010, 10012, 10013, 10015, 10018, 14312, 14318, 14319, 15560, 15591, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950, 19951, ICE71, ICE72, ICE75, ICE93,
ICE98, Istisu-1, Kastel-1, Koch-1, Lag2-10, Leo-1, Lerik1-3, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Qui-0, Sha, Star-8, Tuescha9, Vie-0, Agu-1, Dog-4, Don-0, Fei-0, ICE1, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119, ICE127, ICE130, ICE134,
ICE138, ICE150, ICE152, ICE153, ICE163, ICE169, ICE173, ICE216, ICE29, ICE36, ICE49, ICES0, ICE7, ICE70, Bay-0, C24

*G340T

9536

*A341T

9536

*C342T

9536

T348G

544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 772, 853, 854, 867, 868, 1158, 1166, 1254, 1257, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1829, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 2017, 2031, 2053,
2057,2108, 2171, 2191, 2212, 2239, 2240, 2285, 2286, 4826, 4939, 4958, 5279, 5349, 5822, 5867, 6042, 6073, 6098, 6108, 6112, 6119, 6136, 6177, 6201, 6202, 6217, 6244, 6255, 6268, 6276, 6739, 6740, 6749, 6750,
6805, 6806, 6814, 6917, 6918, 6927, 7063, 7183, 7231, 7358, 7359, 7415, 7475, 7516, 7517, 7529, 7530, 7566, 7568, 7757, 7767, 8037, 8057, 8171, 8222, 8234, 8424, 8464, 8483, 9027, 9069, 9078, 9081, 9084, 9102,
9111, 9114, 9298, 9314, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9442, 9470, 9476, 9503, 9509, 9512, 9515, 9520, 9521, 9524, 9525, 9529, 9532, 9534, 9535, 9537, 9539, 9540, 9542, 9544, 9550, 9552, 9556, 9557,
9558, 9560, 9561, 9565, 9568, 9569, 9573, 9577, 9588, 9592, 9593, 9594, 9595, 9599, 9602, 9615, 9651, 9663, 9701, 9705, 9706, 9714, 9771, 9792, 9800, 9817, 9820, 9823, 9843, 9855, 9860, 9867, 9881, 9883, 9890,

9904, 9908, 9910, 9917, 9921, 9927, 9937, 14312, 14319, 15560, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950, 19951, ICE75, ICE9S, Istisu-1, Kastel-1, Koch-1, Lag2-10, Leo-1, Lerik1-3, Mer-6, Qui-0, Star-8, Dog-4, Fei0,

ICEL, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119, ICE127, ICE130, ICE134, ICE138, ICE150, ICE152, ICE153, ICE169, ICE173, ICE29, ICE36, ICE49, ICE7, ICE70, Bay-0, C24

*A355G

544, 546, 680, 681, 685, 687, 728, 853, 854, 867, 868, 932, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 2017, 2031, 2053, 2057, 2108, 2191, 2212, 2239, 2240, 2285,
2286, 6739, 6740, 6749, 6750, 6805, 6806, 6814, 6927, 7358, 7359, 7475, 7529, 7530, 7566, 7568, 7757, 7767, 8037, 8057, 8171, 8464, 8483, 9027, 9823, 9860, 9881, 9883, 9935, 15592

*A362G

6153, 6154, 6163, 6166, 6025

T366A

544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 772, 853, 854, 867, 868, 932, 1158, 1166, 1254, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1684, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1829, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 1890, 2017,
2031, 2053, 2057, 2108, 2171, 2191, 2212, 2239, 2240, 2285, 2286, 4779, 4826, 4939, 4958, 5236, 5279, 5349, 5822, 5867, 6042, 6073, 6098, 6108, 6112, 6119, 6136, 6177, 6201, 6202, 6217, 6244, 6255, 6268, 6276,
6739, 6740, 6749, 6750, 6805, 6806, 6814, 6917, 6918, 6927, 7058, 7063, 7183, 7209, 7354, 7358, 7359, 7415, 7475, 7516, 7529, 7530, 7566, 7568, 7757, 7767, 8037, 8057, 8132, 8171, 8222, 8234, 8376, 8424, 8464,
8483, 9027, 9069, 9078, 9081, 9084, 9102, 9111, 9114, 9298, 9314, 9339, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9442, 9470, 9476, 9503, 9508, 9509, 9513, 9515, 9520, 9521, 9524, 9525, 9529, 9532, 9534, 9535,
9536, 9537, 9540, 9542, 9545, 9550, 9552, 9553, 9556, 9557, 9558, 9561, 9565, 9568, 9569, 9573, 9577, 9584, 9585, 9588, 9592, 9594, 9595, 9599, 9602, 9621, 9626, 9651, 9663, 9698, 9708, 9714, 9716, 9737, 9771,
9792, 9820, 9843, 9855, 9856, 9867, 9881, 9904, 9908, 9917, 9920, 9921, 9927, 9933, 9935, 9937, 9938, 14312, 14318, 14319, 15560, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950, 19951, ICE71, ICE72, ICE73, ICET5,

ICE93, ICE98, Istisu-1, Kastel-1, Koch-1, Lag2-10, Leo-1, Lerik1-3, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Qui-0, Sha, Star-8, Tuescha9, Vie-0, Agu-1, Dog-4, Don-0, Fei-0, ICEL, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119, ICE127, ICE130,
ICE134, ICEI38, ICE150, ICE152, ICE153, ICE169, ICE173, ICE216, ICE29, ICE36, ICE49, ICES0, ICE7, ICE70

*G369C

9567

T372C

544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 772, 853, 854, 867, 868, 932, 1158, 1166, 1254, 1257, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1684, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 1890, 2017,
2031, 2053, 2057, 2108, 2171, 2191, 2212, 2239, 2240, 2285, 2286, 4779, 4826, 4939, 4958, 5279, 5349, 5867, 6042, 6073, 6098, 6108, 6112, 6119, 6136, 6177, 6201, 6202, 6217, 6244, 6255, 6268, 6276, 6739, 6740,
6749, 6750, 6805, 6806, 6814, 6917, 6918, 6927, 7058, 7063, 7183, 7209, 7358, 7359, 7415, 7475, 7516, 7529, 7530, 7566, 7568, 7757, 7767, 8037, 8057, 8132, 8171, 8222, 8234, 8376, 8424, 8464, 8483, 9027, 9069,
9081, 9084, 9102, 9111, 9298, 9314, 9339, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9442, 9470, 9476, 9503, 9508, 9513, 9515, 9520, 9521, 9524, 9525, 9529, 9531, 9532, 9534, 9535, 9536, 9537, 9542, 9545, 9550,
9552, 9553, 9554, 9556, 9557, 9558, 9559, 9561, 9565, 9568, 9569, 9573, 9574, 9577, 9584, 9585, 9588, 9592, 9593, 9594, 9595, 9602, 9626, 9651, 9658, 9663, 9698, 9714, 9771, 9820, 9832, 9843, 9855, 9856, 9876,

9881, 9904, 9908, 9910, 9917, 9920, 9927, 9933, 9935, 9937, 9938, 14312, 14318, 14319, 15560, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950, 19951, ICE71, ICE72, ICE73, ICE75, ICE93, ICE98, Istisu-1, Kastel-1, Koch-

1, Lag2-10, Leo-1, Lerik1-3, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Qui-0, Sha, Star-8, Tuescha9, Vie-0, Agu-1, Dog-4, Don-0, Fei-0, ICEL, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119, ICE127, ICE130, ICE134, ICE138, ICE150, ICE152, ICE153,
ICE169, ICE173, ICE216, ICE29, ICE36, ICE49, ICE50, ICE7, ICE70

C378T

544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 772, 853, 854, 867, 868, 932, 1158, 1166, 1254, 1257, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1684, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 2017, 2031,
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7344, 7349, 7350, 7354, 7358, 7359, 7372, 7377, 7378, 7382, 7383, 7387, 7415, 7424, 7461, 7475, 7515, 7516, 7523, 7525, 7529, 7530, 7566, 7568, 7717, 7757, 7767, 7947, 8037, 8057, 8077, 8132, 8171, 8214, 8222,

8230, 8233, 8234, 8243, 8244, 8246, 8249, 8284, 8297, 8351, 8354, 8357, 8376, 8419, 8424, 8464, 8483, 8699, 8723, 9027, 9069, 9070, 9075, 9078, 9079, 9081, 9084, 9085, 9091, 9102, 9103, 9111, 9113, 9114, 9115, 9298,

9312, 9314, 9339, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9433, 9442, 9470, 9476, 9481, 9503, 9508, 9509, 9512, 9513, 9515, 9517, 9519, 9520 9521, 9524, 9525, 9526, 9527, 9528, 9529, 9530, 9531, 9532,
9533, 9534, 9535, 9536, 9537, 9539, 9540, 9542, 9543, 9544, 9545, 9546, 9549, 9550, 9552, 9553, 9554, 9555, 9556, 9557, 9558, 9559, 9560, 9561, 9562, 9565, 9567, 9568, 9569, 9573, 9574, 9577, 9578, 9579, 9582,
9583, 9584, 9585, 9586, 9588, 9590, 9591, 9592, 9593, 9594, 9595, 9596, 9598, 9599, 9600, 9602, 9606, 9607, 9610, 9611, 9612, 9613, 9615, 9616, 9617, 9619, 9620, 9621, 9622, 9625, 9626, 9627, 9628, 9629, 9630,
9631, 9632, 9633, 9637, 9641, 9642, 9643, 9646, 9649, 9651, 9653, 9655, 9658, 9659, 9660, 9663, 9691, 9697, 9698, 9700, 9701, 9704, 9705, 9706, 9707, 9708, 9709, 9710, 9711, 9712, 9714, 9716, 9718, 9721, 9722,
9729, 9735, 9737, 9741, 9743, 9745, 9754, 9757, 9758, 9759, 9762, 9764, 9766, 9771, 9782, 9787, 9792, 9797, 9800, 9815, 9817, 9819, 9820, 9822, 9824, 9825, 9826, 9827, 9831, 9832, 9833, 9834, 9835, 9836, 9837,
9840, 9841, 9843, 9844, 9845, 9847, 9848, 9849, 9850, 9851, 9852, 9853, 9855, 9856, 9857, 9859, 9861, 9862, 9864, 9866, 9867, 9869, 9870, 9871, 9876, 9879, 9880, 9881, 9882, 9885, 9886, 9887, 9888, 9890, 9894,
9895, 9897, 9898, 9899, 9902, 9904, 9905, 9906, 9908, 9910, 9911, 9917, 9920, 9921, 9927, 9928, 9929, 9930, 9932, 9933, 9935, 9937, 9938, 9939, 9941, 9942, 9944, 9945, 9946, 9947, 9948, 9949, 9950, 9951, 9952,

9953, 9957, 9958, 9959, 9963, 9968, 9971, 9972, 9976, 9984, 9985, 9998, 10004, 10009, 10010, 10012, 10013, 10015, 10018, 10022, 14312, 14318, 14319, 15560, 15591, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950,
19951, ICE71, ICE72, ICE75, ICE98, Istisu-1, Kastel-1, Koch-1, Lag2-10, Leo-1, Lerik1-3, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Qui-0, Sha, Star-8, Tuescha9, Vie-0, Agu-1, Dog-4, Don-0, Fei-0, ICE1, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119,
ICE127, ICE130, ICE134, ICE138, ICE150, ICE152, ICE153, ICE169, ICE173, ICE216, ICE29, ICE36, ICE49, ICES0, ICE7, ICE70

*A968T

9982, ICE93

*G9T3A

1313, 1317, 5860, 6009, 6025, 6030, 6064, 6069, 6070, 6071, 6153, 6154, 6163, 6166, 6184, 6209, 6210, 6220, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6900, 6901, 6968, 6969, 6981, 7126, 7314, 7461, 8230, 9433, 9481, 9707,
9718

A984G

2278, 6904, 6945, 9521, 9560, 9831, 9984, ICE98

*G99IT

2016, 2317, 5741, 5748, 5890, 6192, 6193, 6390, 6744, 6979, 7143, 7161, 7192, 7255, 7514, 7917, 8311, 9510, 9511, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9587, 9589, 9644, 9657, 9661, 9694, 9695, 9696, 9703, 9723, 9748,
9777, 9781, 9784, 9785, 9786, 9790, 9795, 9806, 9877, 9878, 9900, 9901, 9925, 9943, 9970, 9974, 9975, 10005, TueWal-2, Cdm-0, ICE163, ICE212, ICE213, ICE63

*C997T

6933

C1035G

7072, 9705, 9711

*A1037G

5720, 5822, 6987, 7058, 7061, 7094, 7119, 7209, 7287, 9517, 9569, 9585, 9590, 9596, 9847, 9862, 9890, 9949, Qui-0




APENDICE 2 - TABELA QUE EXPOES OS ACESSOS/ECOTIPOS MUTANTES
CORRELACIONANDO-OS AS MUDANCAS DE AMINOA CIDOS DA POSICAO NA
SEQUENCIA PROTEICA ESPECIFICADA

Tabela 2: Distribuicdo das modificacdes de aminodcidos encontradas na sequéncia proteica da PTOX em 1190
ecotipos/acessos de A. thaliana. As modificacdes sdo indicadas na coluna um seguindo as normas de den Dunnen
e Antonarakis, 2001. Por exemplo, T13M significa que o aminodcido de treonina (T) presente na posi¢do 13 da
sequéncia proteica da PTOX no ecotipo da referéncia (Col-0) foi substituido por um aminoédcido de metionina (M)
no ecotipo mutante. Os IDs dos ecotipos/acessos mutantes sdo indicados na coluna dois. A — alanina, R — arginina,
N — asparagina, D — aspartato, C — cisteina, Q — glutamina, E — glutamato, G — glicina, H — histidina, I — isoleucina,
L —leucina, K — lisina, M — metionina, F — fenilalanina, P — prolina, S — serina, T — treonina, W — triptofano, Y —
tirosina, V — valina. Os aminodcidos que mudaram para aminodcidos de classes diferentes sdo indicados com um

asterisco (*).

PLASTOQUINOL OXIDASE (PTOX)

VARIACAO|
DE AA

ECOTIPOS MUTANTES

*T13M

351, 410, 424, 428, 430, 628, 915, 1063, 1066, 1070, 1158, 1166, 1254, 1313, 1317, 2016, 2171, 4826, 4958, 5151, 5210, 5349, 5644, 5741, 5811, 5831, 5832, 5856, 5860, 5874, 5921, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016,
6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6030, 6035, 6038, 6039, 6041, 6043, 6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6073, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6119, 6123, 6126,
6136, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6192, 6193, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6243, 6258, 6680, 6830,
6898, 6900, 6901, 6908, 6913, 6919, 6931, 6932, 6933, 6944, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6966, 6969, 6970, 6971, 6974, 6975, 6976, 6979, 6981, 6984, 6989, 6990, 6992, 6997, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031,
7062, 7067, 7071, 7092, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7127, 7130, 7143, 7147, 7158, 7161, 7163, 7164, 7177, 7181, 7183, 7186, 7199, 7202, 7203, 7207, 7208, 7213, 7217, 7223, 7231, 7236, 7255, 7268, 7273,
7288, 7296, 7298, 7305, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7333, 7343, 7344, 7346, 7347, 7373, 7382, 7383, 7387, 7394, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7525, 7917, 7947, 8214,
8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8297, 8307, 8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9314, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352,
9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413, 9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9470, 9481, 9503, 9510, 9511, 9514, 9518, 9520, 9522, 9523, 9524, 9529, 9531, 9535, 9541,
9546, 9548, 9552, 9559, 9564, 9584, 9587, 9589, 9591, 9592, 9599, 9608, 9609, 9624, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9646, 9653, 9657, 9658, 9659, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9669, 9670, 9671, 9672,
9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9692, 9693, 9694, 9695, 9697, 9698, 9700, 9701, 9703, 9704, 9710, 9712, 9713, 9716, 9720, 9722, 9723, 9727, 9728, 9730, 9731,
9732, 9733, 9736, 9738, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9771, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794, 9795, 9796,
9797, 9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9814, 9816, 9819, 9820, 9826, 9827, 9836, 9840, 9849, 9851, 9859, 9870, 9873, 9876, 9877, 9878, 9880, 9886, 9892, 9899, 9900,

9901, 9906, 9908, 9911, 9912, 9914, 9915, 9920, 9921, 9925, 9928, 9929, 9933, 9955, 9956, 9973, 9975, 9976, 9978, 9979, 9983, 9986, 10004, 10005, 10017, 10020, 10023, 15591, 15592, 19949, 19950, 19951, ICE79,
ICE97, Leo-1, Niel-2, TueSB30-3, Tuescha9, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Agu-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, Fei-0, HKT2-10, ICE1, ICE112, ICE119, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE216, ICE226, ICE228, ICE33,
ICE60, ICE61, ICE63, Bay-0

*A26D

9755

S29W

9550

*S44F

TueSB30-3, Niel-2, ICE97, 9996, 9983, 9909, 9803, 9805, 9794, 9769, 9774, 9778, 9412, 9413, 9390, 9391, 9392, 9352, 9353, 7411, 7413, 7417, 7343, 7298, 7177, 7125, 7127, 7003, 7031, 7062, 6992, 6188, 6198, 6085,
6035, 6039, 6041, 5210, 159, 350, 351

+K74Q

9597

*ST8F

159, 351, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6035, 6036, 6038, 6039, 6041. 6043,
6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189, 6192,
6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6413, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6960, 6961, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979,
6981, 6984, 6990, 6992, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7177, 7181, 7183, 7186, 7207, 7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288, 7296,
7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8307,
8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413,
9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9648, 9661, 9664, 9666, 9667, 9668, 9669,
9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703, 9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723, 9728, 9730,
9731, 9732, 9733, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794, 9795, 9796, 9798, 9799,
9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9812, 9813, 9836, 9840, 9873, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9912, 9915, 9925, 9956, 9973, 9975, 9979, 9986, 10017, 10020, 10023, ICE73, ICE79, ICEY7, Niel -2,

TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, HKT2-10, ICE163, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63

*T81K

159, 351, 410, 430, 915, 1061, 1063, 1066, 1070, 1313, 1317, 2016, 5151, 5210, 5741, 5831, 5832, 5856, 5860, 6009, 6010, 6011, 6012, 6013, 6016, 6017, 6019, 6020, 6021, 6022, 6025, 6035, 6036, 6038, 6039, 6041, 6043,
6046, 6064, 6069, 6070, 6071, 6074, 6076, 6085, 6086, 6087, 6096, 6097, 6099, 6105, 6107, 6108, 6109, 6113, 6114, 6115, 6123, 6126, 6141, 6153, 6154, 6163, 6166, 6169, 6172, 6173, 6174, 6184, 6188, 6189,
6192, 6194, 6195, 6198, 6203, 6209, 6210, 6214, 6216, 6218, 6220, 6221, 6235, 6237, 6238, 6240, 6243, 6258, 6830, 6900, 6901, 6913, 6919, 6931, 6932, 6951, 6956, 6957, 6961, 6968, 6969, 6974, 6975, 6979, 6981,
6984, 6990, 6992, 7002, 7003, 7013, 7014, 7025, 7031, 7062, 7067, 7096, 7102, 7103, 7106, 7120, 7125, 7126, 7127, 7143, 7147, 7177, 7181, 7183, 7186, 7207, 7213, 7223, 7236, 7250, 7255, 7268, 7273, 7288, 7296,
7298, 7314, 7316, 7319, 7320, 7328, 7343, 7346, 7347, 7373, 7394, 7411, 7413, 7417, 7418, 7419, 7427, 7430, 7460, 7461, 7514, 7520, 7521, 7917, 8214, 8227, 8230, 8231, 8240, 8241, 8256, 8283, 8285, 8290, 8307,
8311, 8326, 8334, 8351, 8365, 8419, 8422, 8424, 8426, 8427, 9058, 9103, 9125, 9128, 9130, 9131, 9133, 9134, 9321, 9323, 9332, 9336, 9352, 9353, 9386, 9388, 9390, 9391, 9392, 9394, 9395, 9408, 9409, 9412, 9413,
9416, 9427, 9433, 9436, 9450, 9451, 9452, 9453, 9481, 9510, 9511, 9514, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9564, 9587, 9589, 9608, 9609, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9644, 9645, 9648, 9657, 9661, 9664, 9666, 9667,
9668, 9669, 9670, 9671, 9672, 9673, 9676, 9677, 9678, 9679, 9680, 9681, 9682, 9683, 9684, 9685, 9686, 9687, 9689, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9701, 9703, 9704, 9710, 9713, 9716, 9719, 9720, 9722, 9723,
9727, 9728, 9730, 9731, 9732, 9733, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9761, 9768, 9769, 9770, 9772, 9774, 9775, 9777, 9778, 9779, 9780, 9781, 9783, 9784, 9785, 9786, 9788, 9789, 9790, 9791, 9793, 9794, 9795, 9796,
9798, 9799, 9801, 9802, 9803, 9804, 9805, 9806, 9807, 9808, 9810, 9811, 9812, 9836, 9840, 9854, 9873, 9878, 9880, 9899, 9900, 9901, 9912, 9915, 9925, 9955, 9956, 9973, 9975, 9978, 9979, 9986, 10017, 10020, 10023,
ICE73, ICE79, ICE97, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, WalhaesB4, Yeg-1, Cdm-0, Del-10, Ey15-2, HKT2-10, ICE181, ICE21, ICE212, ICE213, ICE226, ICE228, ICE33, ICE60, ICE61, ICE63

S9ON

ICE112

*D114F

9536

1119v

544, 546, 680, 681, 685, 687, 728, 853, 854, 867, 868, 932, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 2017, 2031, 2053, 2057, 2108, 2191, 2212, 2239, 2240, 2285,
2286, 6739, 6740, 6749, 6750, 6805, 6806, 6814, 6927, 7358, 7359, 7475, 7529, 7530, 7566, 7568, 7757, 7767, 8037, 8057, 8171, 8464, 8483, 9027, 9823, 9860, 9881, 9883, 9935, 15592

*DI121G

6153, 6154, 6163, 6166, 6025

L123F

9567

*T128M

9592, 9933

£Y129Q

9592, 9933

*A130G

9933, 9932, 9908, 9858, 9832, 9736, 9651, 9633, 9593, 9592, 9587, 9585, 9584

#R131S

9933, 9932, 9908, 9858, 9832, 9831, 9736, 9651, 9634, 9633, 9598, 9593, 9592, 9587, 9585, 9584, 9579

F132L

9567, 9579, 9584, 9585, 9587, 9592, 9593, 9533, 9534, 9551, 9736, 9858, 9898, 9932, 9933




Y 143L

Mer-6, Ped-0, Pra-6, Vash, Qui-0, 9985, 9932, 9921, 9736, 9634, 9600, 9592, 9587, 9584, 9578, 9558, 9544

F144L

9544, 9556, 9558, 9578, 9584, 9587, 9592, 9600, 9634, 9667, 9736, 9810, 9849, 9858, 9921, 9926, 9951, 9963, 9964, 9966, 9971, 9985, 9986, Vash, Yeg-1, Mer-6, Ped-0, Pra-6,

*A145T

9535, 9540, 9541, 9544, 9545, 9547, 9551, 9555, 9558, 9559, 9561, 9564, 9571, 9574, 9576, 9578, 9581, 9582, 9584, 9587, 9589, 9592, 9597, 9599, 9600, 9601, 9608, 9624, 9634, 9635, 9636, 9638, 9639, 9640, 9641,
9644, 9645, 9647, 9656, 9657, 9661, 9664, 9665, 9666, 9667, 9668, 9670, 9672, 9673, 9676, 9680, 9681, 9682, 9686, 9687, 9690, 9692, 9693, 9694, 9695, 9696, 9704, 9707, 9710, 9713, 9719, 9723, 9725, 9727, 9728,
9730, 9731, 9733, 9736, 9739, 9744, 9747, 9748, 9749, 9756, 9761, 9768, 9770, 9777, 9789, 9781, 9784, 9786, 9788, 9789, 9791, 9793, 9794, 9795, 9799, 9801, 9802, 9803, 9805, 9809, 9810, 9811, 9812, 9813, 9814,
9816, 9821, 9823, 9828, 9830, 9838, 9846, 9849, 9854, 9858, 9860, 9868, 9874, 9877, 9880, 9883, 9891, 9899, 9900, 9901, 9903, 9911, 9912, 9914, 9915, 9918, 9920, 9921, 9924, 9925, 9926, 9932, 9935, 9938, 9939,
Agu-1, Cdm-0, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Vie-0, 9951, 9952, 9953, 9955, 9956, 9957, 9958, 9960, 9963, 9964, 9965, 9966, 9969, 9970, 9971, 9972, 9973, 9975, 9976, 9978, 9979, 9980, 9983, 9985, 9986, 9987, 10008, 10010,
10017, 10018, 10020, 10023, 10027, 14313, 13315, 14319, 15592, 15593, 19949, 19950, Bak-2, Vash, Nemrut-1, HKT2.4, Niel-2, Star-8, TueSB30-3, TueV13, TueWal-2, Yeg-1, Xan-1

*K236Q

6961, 7328

*G261C

9577

V2901

9982, ICE93

1292V

9836

#*D294N

6976, 19949, 19950, 19951

#S311C

428, 915, 1070, 5831, 6019, 6020, 6074, 9107, 9109, 9114, 9123, 6126, 6189, 6258, 6296, 6413, 6434, 6932, 7096, 7102, 7213, 7268, 7273, 8240, 8326, 9450, 9452, 9739

*D323F

9982, ICE93

*D323N

265, 403, 424, 470, 476, 484, 504, 506, 531, 544, 546, 628, 680, 681, 685, 687, 728, 742, 763, 765, 766, 768, 772, 853, 854, 867, 868, 870, 932, 1158, 1166, 1254, 1257, 1313, 1317, 1552, 1612, 1622, 1651, 1652, 1676,
1684, 1739, 1741, 1756, 1757, 1793, 1797, 1819, 1820, 1829, 1834, 1835, 1851, 1852, 1872, 1890, 1942, 1943, 2017, 2031, 2053, 2057, 2081, 2091, 2106, 2108, 2141, 2159, 2166, 2171, 2191, 2212, 2239, 2240, 2276,
2278, 2285, 2286, 2370, 2412, 4779, 4939, 4958, 5151, 5236, 5276, 5279, 5349, 5353, 5644, 5720, 5726, 5798, 5811, 5822, 5837, 5860, 5867, 5921, 6009, 6025, 6030, 6042, 6064, 6069, 6070, 6071, 6073, 6098, 6108,
6112, 6119, 6124, 6136, 6153, 6154, 6163, 6166, 6177, 6184, 6201, 6202, 6209, 6210, 6217, 6220, 6231, 6235, 6237, 6238, 6240, 6244, 6252, 6255, 6268, 6276, 6296, 6680, 6739, 6740, 6749, 6750, 6805, 6806, 6814,
6898, 6900, 6901, 6904, 6908, 6911, 6917, 6918, 6923, 6927, 6929, 6933, 6938, 6944, 6945, 6958, 6959, 6963, 6966, 6968, 6969, 6970, 6971, 6976, 6981, 6986, 6987, 6989, 6997, 7014, 7026, 7033, 7058, 7061, 7063,
7064, 7068, 7071, 7072, 7077, 7081, 7092, 7094, 7109, 7119, 7126, 7130, 7158, 7160, 7163, 7164, 7183, 7199, 7202, 7203, 7208, 7209, 7217, 7218, 7231, 7248, 7287, 7305, 7306, 7314, 7320, 7323, 7327, 7328, 7333,
7344, 7349, 7350, 7354, 7358, 7359, 7372, 7377, 7378, 7382, 7383, 7387, 7415, 7424, 7461, 7475, 7515, 7516, 7523, 7525, 7529, 7530, 7566, 7568, 7717, 7757, 7767, 7947, 8037, 8057, 8077, 8132, 8171, 8214, 8222,
8230, 8233, 8234, 8243, 8244, 8246, 8249, 8284, 8297, 8351, 8354, 8357, 8376, 8419, 8424, 8464, 8483, 8699, 8723, 9027, 9069, 9070, 9075, 9078, 9079, 9081, 9084, 9085, 9091, 9102, 9103, 9111, 9113, 9114, 9115,
9298, 9312, 9314, 9339, 9363, 9371, 9381, 9382, 9383, 9402, 9421, 9433, 9442, 9470, 9476, 9481, 9503, 9508, 9509, 9512, 9513, 9515, 9517, 9519, 9520, 9521, 9524, 9525, 9526, 9527, 9528, 9529, 9530, 9531, 9532,
9533, 9534, 9535, 9536, 9537, 9539, 9540, 9542, 9543, 9544, 9545, 9546, 9549, 9550, 9552, 9553, 9554, 9555, 9556, 9557, 9558, 9559, 9560, 9561, 9562, 9565, 9567, 9568, 9569, 9573, 9574, 9577, 9578, 9579, 9582,
9583, 9584, 9585, 9586, 9588, 9590, 9591, 9592, 9593, 9594, 9595, 9596, 9598, 9599, 9600, 9602, 9606, 9607, 9610, 9611, 9612, 9613, 9615, 9616, 9617, 9619, 9620, 9621, 9622, 9625, 9626, 9627, 9628, 9629, 9630,
9631, 9632, 9633, 9637, 9641, 9642, 9643, 9646, 9649, 9651, 9653, 9655, 9658, 9659, 9660, 9663, 9691, 9697, 9698, 9700, 9701, 9704, 9705, 9706, 9707, 9708, 9709, 9710, 9711, 9712, 9714, 9716, 9718, 9721, 9722,
9729, 9735, 9737, 9741, 9743, 9745, 9754, 9757, 9758, 9759, 9762, 9764, 9766, 9771, 9782, 9787, 9792, 9797, 9800, 9815, 9817, 9819, 9820, 9822, 9824, 9825, 9826, 9827, 9831, 9832, 9833, 9834, 9835, 9836, 9837,
9840, 9841, 9843, 9844, 9845, 9847, 9848, 9849, 9850, 9851, 9852, 9853, 9855, 9856, 9857, 9859, 9861, 9862, 9864, 9866, 9867, 9869, 9870, 9871, 9876, 9879, 9880, 9881, 9882, 9885, 9886, 9887, 9888, 9890, 9894,
9895, 9897, 9898, 9899, 9902, 9904, 9905, 9906, 9908, 9910, 9911, 9917, 9920, 9921, 9927, 9928, 9929, 9930, 9932, 9933, 9935, 9937, 9938, 9939, 9951, 9952, 9953, 9957, 9958, 9959, 9963, 9968, 9971, 9972, 9976,

9984, 9985, 10004, 10009, 10010, 10015, 10018, 10022, 14312, 14318, 14319, 15560, 15591, 15592, 15593, 18694, 18696, 19949, 19950, 19951, ICE71, ICE72, ICE75, ICE98, Istisu-1, Kastel-1, Koch-1, Lag2-10, Leo-1,

Lerik1-3, Mer-6, Ped-0, Pra-6, Qui-0, Sha, Star-8, Tuescha9, Vie-0, Agu-1, Dog-4, Don-0, Fei-0, ICE1, ICE102, ICE104, ICE112, ICE119, ICE127, ICE130, ICE134, ICE138, ICE150, ICE152, ICE153, ICE169, ICE173,

ICE216, ICE29, ICE36, ICE49, ICES0, ICE7, ICE70

*E325K

1313, 1317, 5860, 6009, 6025, 6030, 6064, 6069, 6070, 6071, 6153, 6154, 6163, 6166, 6184, 6209, 6210, 6220, 6235, 6237, 6238, 6240, 6241, 6900, 6901, 6968, 6969, 6981, 7126, 7314, 7461, 8230, 9433, 9481, 9707,
9718

V331F

2016, 2317, 5741, 5748, 5890, 6192, 6193, 6390, 6744, 6979, 7143, 7161, 7255, 7514, 7917, 8311, 9510, 9511, 9518, 9522, 9523, 9541, 9548, 9587, 9589, 9644, 9657, 9661, 9694, 9695, 9696, 9703, 9723, 9748, 9777,
9781, 9784, 9785, 9786, 9790, 9795, 9806, 9877, 9878, 9900, 9901, 9925, 9970, 9974, 9975, 10005, TueWal-2, Cdm-0, ICE163, ICE212, ICE213, ICE63

*P333S

6933

K346R

5720, 5822, 6987, 7058, 7061, 7094, 7119, 7209, 7287, 9517, 9569, 9585, 9590, 9596, 9847, 9862, 9890, Qui-0




APENDICE 3 - TABELA QUE EXPOE OS ACESSOS/ECOTIPOS MUTANTES
CORRELACIONANDO-OS AS CONDICOES CLIMATICAS ESPECIFICADAS E AS
MODIFICACOES DE AMINOACIDOS

Tabela 3: Distribuicdo dos 1190 ecotipos/acessos de A. thaliana nas condi¢cdes geograficas especificadas e
identificacdo daqueles que tiveram mudanca ou ndo de AA em relacdo a sequéncia de AA da referéncia. Os AA
que permaneceram iguais a referéncia e aqueles que modificaram sdo indicados na coluna um. Os relevos estdo
indicados na primeira linha. Os climas sdo indicados na segunda linha. E a pluviosidade na terceira linha. Os IDs
dos ecotipos/acessos ndo-mutantes ficam nas células referentes aos quadros da primeira coluna que contém “igual
a referéncia”, e os IDs dos ecotipos/acessos mutantes ficam nas células referentes aos quadros da primeira coluna
que contém apenas a classificacdo segundo den Dunnen e Antonarakis, 2001. Nas demais pdginas da tabela as
células continuam a representar os dados especificados na primeira e segunda colunas da primeira pagina da tabela.
Csa — temperado umido com verdo seco e quente; Csb — temperado imido com verdo seco e temperado; Cfa —
temperado timido com verdo quente; Cfb — temperado imido com verdo temperado; Cfc — temperado timido com
verdo fresco; Dfa — temperado frio com verao quente; Dfb — temperado frio com verdo temperado; Dfc — temperado
frio com verdo fresco; BWh —regides desérticas quentes; BSk — estepe frio; BSh — estepe quente; Dsa — continental

com verdo quente e chuvas no inverno; Dsb — continental com ver@o brando e chuvoso.



AA na posigio referéncia e
AA modificado

T13 (igual a referéncia)

S78 (igual a referéncia)

S78F

T81 (igual a referéncia)

T81K

D323 (igual a referéncia)

D323N

Relevo PLANICIE
Clima Csa
Pluviosidade 300 < P < 500 500 < P < 700 700 <P

(P) - mm*ano

(9600)IP-Vis-0, (9602)IP-Vpa-1,
(9825)IP-Boa-0, (9845)IP-Evs-0,
(9848)IP-Glo-1, (9861)IP-Mac-0, (9902)IP-Usa-0, Mer-6

(7327)Sf-1, Istisu-5(9095), (9099)Istisu-9,
(9507)IP-Coa-0, (9512)IP-Vid-1, (9515)IP-Ala-
(9521)IP-Bar-1, (9526)IP-Cab-3, (9573)IPRds-0,
(9647)Basen-1, (9656)Marti-1, (9817)IP-Ace-0, (9837)IP-
Con-0, (9856)IP-Lch-0, Istisul, Don-0

(7068)Cerv-1, (7077)Co-1, (7081)Co, (8243)PHW-2,
(9089)Nar-3,(9091)Nar-5, TP-Alo-0(9506), (9508)IP-Mos-1,
(9509)IP-Reg-0, (9648)Bisig-1, (9655)Marce-1, (9661)Cimin-
1, (9663)Teano-1, (9725)Epidauros-1, (9726)Faneronemi-3,
(9864)IP-Mat-0, IP-Sal-0(9891), (9930)LEC-25,
(9964)Mammo-1, (9965)Mammo-2, (9969)Valsi-1,
(9980)Angel-1, (9981)Angit-1, (9984)Ciste-2, ICE91, ICE92,
ICE98, Lerik1-3, Xan-1, ICE120, C24

(9900)IP-Tri-0

(6933)LL-0, (6970)Ts-1, (6971)Ts-5, Ct-
1(7067), S-2(7328), IP-Rei-0(9510), (951 1)IPVav-0,

(9906)IP-Mah-6

(7319)Rome-1, (9657)Melic-1, (9658)Nicas-1, (9659)Pigna-1,
(9727)Olympia-2, (9933)VED-10, (9983)Ciste-1, ICE97,
ICE119

(9600)IP-Vis-0, (9602)IP-Vpa-1,
(9825)IP-Boa-0, (9845)IP-Evs-0,
(9848)IP-Glo-1, (986 1)IP-Mac-0, (9902)IP-Usa-0, Mer-6

(7327)Sf-1, Istisu-5(9095), (9099)Istisu-9,
(9507)IP-Coa-0, (9512)IP-Vid-1, (9515)IP-Ala-0,
(9521)IP-Bar-1, (9526)IP-Cab-3, (9573)IPRds-0,
(9647)Basen-1, (9656)Marti-1, (9817)IP-Ace-0, (9837)IP-
Con-0, (9856)IP-Lch-0, Istisu-1, Don-0, (6933)LL-0,
(6970)Ts-1, (6971)Ts-5, (9906)IP-Mah-6

(7068)Cerv-1, (7077)Co-1, (7081)Co, (8243)PHW-2,
(9089)Nar-3, (9091)Nar-5, IP-Alo-0(9506), (9508)IP-Mos-1,
(9509)IP-Reg-0, (9655)Marce-1, (9663)Teano-1,
(9725)Epidauros-1, (9726)Faneronemi-3, (9864)IP-Mat-0, IP-
Sal-0(9891), (9930)LEC-25, (9964)Mammo-1, (9965)Mammo-
2, (9969)Valsi-1, (9980)Angel-1, (9981)Angit-1, (9984)Ciste-2,
ICE91, ICE92, ICE98, Lerik1-3, Xan-1, ICE120, C24,
(9657)Melic-1, (9658)Nicas-1, (9659)Pigna-1, (9727)Olympia-
2, (9933)VED-10, (9983)Ciste-1, ICE119

(9900)IP-Tri-0

Ct-1(7067), Sf-2(7328), IP-Rei-0(9510),

(951 HIP-Vav-0

(7319)Rome-1, ICE97, (9648)Bisig-1, (9661)Cimin-1

(9600)IP-Vis-0, (9602)IP-Vpa-1,
(9825)IP-Boa-0, (9845)IP-Evs-0,
(9848)IP-Glo-1, (9861)IP-Mac-0, (9902)IP-Usa-0, Mer-6

(7327)Sf-1, Istisu-5(9095), (9099)Istisu-9,
(9507)IP-Coa-0, (9512)IP-Vid-1, (9515)IP-Ala-0,
(9521)IP-Bar-1, (9526)IP-Cab-3, (9573)IPRds-0,

(9647)Basen-1, (9656)Marti
Con-0, (9856)IP-Lch-0, Istisu-1, Don-0, (6933)LL-0,
(6970)Ts-1, (6971)Ts-5, (9906)IP-Mah-6

» (9817)IP-Ace-0, (9837)1P-|

(7068)Cerv-1, (7077)Co-1, (7081)Co, (8243)PHW-2,
(9089)Nar-3, (9091)Nar-5, IP-Alo-0(9506), (9508)IP-Mos-1,
(9509)IP-Reg-0, (9655)Marce-1, (9663)Teano-1,
(9725)Epidauros-1, (9726)Faneronemi-3, (9864)IP-Mat-0, IP-
Sal-0(9891), (9930)LEC-25, (9964)Mammo-1, (9965)Mammo-
2, (9969)Valsi-1, (9980)Angel-1, (9981)Angit-1, (9984)Ciste-2,
ICE91, ICE92, ICE98, Lerik1-3, Xan-1, CE120, C24,
(9657)Melic-1, (9659)Pigna-1, (9933)VED-10, (9983)Ciste-1,
ICE119

(9900)IP-Tri-O

Ct-1(7067), Sf-2(7328), IP-Rei-0(9510),

(951 HIP-Vav-0

(7319)Rome-1, ICE97, (9648)Bisig-1, (9661)Cimin-
1,(9658)Nicas-1, (9727)Olympia-2

(9900)IP-Tri-O

Ct-1(7067), TP-Rei-0(9510), (951 1)IP-Vav-0,
Istisu-5(9095), (9099)Istisu-9, (9507)IP-Coa-0,

(9647)Basen-1, (9656)Marti-1

(7319)Rome-1, (9089)Nar-3, IP-Alo-0(9506),
(9726)Faneronemi-3, IPSal-0(9891), (9964)Mammo-1,
(9965)Mammo-2, (9969)Valsi-1, (9980)Angel-1, (9981)Angit-
1, ICE91, ICE92, ICE97, Xan-1, ICE120, C24, (9657)Melic-1,
(9983)Ciste-1, (9648)Bisig-1, (9661)Cimin-1, (9727)Olympia-2|

(9600)IP-Vis-0, (9602)IP-Vpa-1,
(9825)IP-Boa-0, (9845)IP-Evs-0,
(9848)IP-Glo-1, (9861)IP-Mac-0, (9902)IP-Usa-0, Mer-6

(7327)Sf-1, (9512)IP-Vid-1, (9515)IP-Ala-0,
(9521)IP-Bar-1, (9526)IP-Cab-3, (9573)IP-Rds-
0, (9817)IP-Ace-0, (9837)IP-Con-0, (9856)IP-
Lch-0, Tstisu-1, Don-0, (6933)LL-0, (6970)Ts-1, (6971)Ts|

5, S£-2(7328), (9906)IP-Mah-6

(7068)Cerv-1, (7077)Co-1, (7081)Co, (8243)PHW-2,
(9091)Nar-5, (9508)IP-Mos-1, (9509)IP-Reg-0, (9655)Marce-
1, (9663)Teano-1, (9725)Epidauros-1, (9864)IP-Mat-0,
(9930)LEC-25, (9984)Ciste-2, ICE98, Lerik1-3, (9639)Pigna-
1, (9933)VED- 10, ICE119, (9658)Nicas




PLANICIE

Csb

Cfa

Cfb

700 <P

300 <P <500

500 <P <700

700 <P

300 <P <500

(7306)Pog-0, (7332)Seattle-0,
(7350)Tac-0, (9585)IP-Svi-0, ICE104

(8357)Pla-0, (9708)Kardz-1,
(9714)Grivo-1, Kardz-2(9717),
(9719)Koren-1, (10018)Dobra-1, Kastel-1

Col-0-REF, LI-WP-039(544), LI-WP-041(546), (630)LI-OF-065,
LI-RR-096(680), (681)LI-RR-097, LI-EF-011(685), LI-EF018(687), (728)LI-
SET-019, (742)LI-SET-036, KYC-33(801),

CSHL-15(6739), CSHL-17(6740), HS-12(6805), HS-17(6806),
(747T)WAR, (8246)NC-6, (8337)Mir-0, (9519)IP-Ang-0,
(9759)Anz-0, (9895)IP-Sfb-6, (9974)Castelfed-4-212, ICE163

Stul-1(6088)

(7383)Van-0, Fei-0

(9870)IP-Moz-0

(9713)Stara-1, (9723)Slavi-2

LI-OF-061(628), (7025)BI-1, (7207)Kyoto, Tsu-0(7373), ICE79

Or-1(6074), Stu-2(6087), Agu-1

(7306)Pog-0, (7332)Seattle-0,
(7350)Tac-0, (9585)IP-. 5
ICE104, (7383)Van-0, Fei-0

(9870)IP-Moz-0

(8357)Pla-0, (9708)Kardz-1,
(9714)Grivo-1, Kardz-2(9717),
(10018)Dobra-1, Kastel-1

Col-0-REF, LI-WP-039(544), LI-WP-041(546), (630)LI-OF-065,
LI-RR-096(680), (681)LI-RR-097, LI-EF-011(685), LI-EF018(687), (728)LI-
SET-019, (742)LI-SET-036, KYC-33(801),

CSHL-15(6739), CSHL-17(6740), HS-12(6805), HS-17(6806),
(T47T)WAR, (8246)NC-6, (8337)Mir-0, (9519)IP-Ang-0,
(9759)Anz-0, (9895)IP-Sfb-6, (9974)Castelfed-4-212, LI-OF061(628)

Stul-1(6088), Agu-1

(9713)Stara-1, (9723)Slavi-2,
(9719)Koren-1

(7025)BI-1, (7207)Kyoto, ICE79, Tsu-0(7373), ICE163

Or-1(6074), Stu-2(6087)

(7306)Pog-0, (7332)Seattle-0,
(7350)Tac-0, (9585)IP-S
ICE104, (7383)Van-0, Fei-0

(9870)IP-Moz-0

(8357)Pla-0, (9708)Kardz-1,
(9714)Grivo-1, Kardz-2(9717),
(10018)Dobra-1, Kastel-1

Col-0-REF, LI-WP-039(544), LI-WP-041(546), (630)LI-OF-065,
LI-RR-096(680), (681)LI-RR-097, LI-EF-011(685), LI-EF018(687), (728)LI-
SET-019, (742)LI-SET-036, KYC-33(801),
CSHL-15(6739), CSHL-17(6740), HS-12(6805), HS-17(6806),
(7477)WAR, (8246)NC-6, (8337)Mir-0, (9519)IP-Ang-0,
(9759)Anz-0, (9895)IP-Sfb-6, (9974)Castelfed-4-212, LI-OF061(628)

Stul-1(6088), Agu-1

(9713)Stara-1, (9723)Slavi-2,
(9719)Koren-1

(7025)BI-1, (7207)Kyoto, ICE79, Tsu-0(7373), ICE163

Or-1(6074), Stu-2(6087)

(7332)Seattle-0

(9713)Stara-1, (9723)Slavi-2,

Col-0-REF, (7025)BI-1, (7207)Kyoto, ICE79, Tsu-0(7373),
ICE163, (630)LI-OF-065, KYC-33(801), (7477)WAR, (8337)Mir0,

Or-1(6074), Stu-2(6087), Stul-

9 . 2
(9719)Koren-1, Kardz-2(9717) 0574 Casntioda o1 1(6088)
LI-WP-039(544), LI-WP-041(546), LI-RR-096(680), (681)LI-RR-
3 097, LI-EF-011(685), LI-EF-018(687), (728)LI-SET-019, (742)LI-
(7306)Pog-0, (7350)Tac-0, (9870)IP-Moz-0 (B357)Pla-0, (9708)Kardz-1 SET-036, CSHL-15(6739), CSHL-17(6740), HS-12(6805), HS- Agu-1

(9585)IP-Svi-0, ICE104, (7383)Van0, Fei-(

(9714)Grivo-1, (10018)Dobra-1, Kastel-1

17(6806), (8246)NC-6, (9519)IP-Ang-0, (9759)Anz-0, (9895)IP-
Sfb-6, LI-OF-061(628)




PLANICIE

Cfb

500 <P <700

(88)CYR, (403)Zdarec3, (991)Ale-Stenar-41-1, Ale-Stenar-44-4(992), Ale-Stenar-46-14(997), Ale-Stenar-64-24(1002), Ale-Stenar-77-31(1006), (1061)Brésarp-11-135, (1062)Brésarp-15-138, (5023)UKSE06-118,
(5104)UKSE06-252, (5165)UKSE06-362, (5236)UKSE06-470, UKSE06-491(5249), (5253)UKSE06-500, (5276)UKSE06-533, (5279)UKSE06-541, Bra-1(5717), (5726)Cnt-1, (5768)UKID63, UKID71(5776), App1-
12(5830), (5836)B002-3, (5837)Bor-1, Dral-4(5865), (5867)Dra2-1, (6008)Duk, Fly2-1(6023), Fly2-2(6024), Hov1-7(6034), Kni-1(6040), (6036)Hov3-2, (6042)Lom1-1, T1000(6090), (6091)T1010, T1020(6092),
(6094)T1040, T1050(6095), T1080(6098), T1110(6100), T1120(6101), T1130(6102), (6105)T450, (6106)T460, (6109)T510, T530(6111), T540(6112), (6115)T580, (6122)T670, (6124)T690, (6125)T710, (6128)T740, T780(6131),
T790(6132), (6133)T800, T810(6134), (6137)T850, T860(6138), (6140)T880, (6142)T900, (6145)T930, TI60(6148), (6149)T970, TI80(6150), TI90(6151), (6191)TDr-4, TDr-16(6201), (6202)TDr-17,
(6252)TV-4, (6255)TV-7, TV-2(6268), TV-30(6276), TV-38(6284), (6296)Udull-11, (6390)Udul3-36, (6396)Udul4-9, (6413)UlI3-4, Bor-4(6903), (6904)Br-0, (6907)CIBC-17, (6920)Got-22, (6922)Gu-0, (6923)HR-10,
(6924)HR-5, (6940)Mz-0, NFA-10(6943), (6958)Ra-0, Sq-8(6967), UlI2-3(6973), (7000)Aa-0, (7064)Cnt-1, (7094)Da-0, (7107)Durh-1, (7109)Ema-1, (7119)En-2, (7133)Fr-2, (7209)La-0, (7244)Mnz-0, Ob-0(7276),
(7282)0r-0, (7287)0ve-0, (7349)Ta-0, (7354)Ting-1, (7404)Wc-1, (7415)Wu-0, (7424)]1-3, (7516)Var2-1, (7517)Viar2-6, Lis-2(8222), (8234)Gul1-2, (8235)Hod, (8237)Kivlinge-1, (8238)Kent, Lillo-1(8242), (8244)PHW34, San-2(8247),
(8249)Vimmerby, (8306)Hov4-1, (8312)Is-0, (8343)Na-1, St-0(8387), (8420)Kelsterbach-4, (9057)Vinslov, Dju-1(9343), (9353)Dod3, (938 1)Fril, Fri2(9382), (9383)Fri3, (9399)Hamm-1, (9421)Lan1, Puk-2(9437), (9442)Sim-1, Stenk-
3(9454), Stenk-4(9455), Ull-A-1(9471), VarA1(9476), (9590)IP-Trs-0, (9721)Schip-1, (9737)Ulies-1, (9741)Orast-1, (9754)Sredn-1, Vajug-1(9755), (9924)PLY-20, (9926)TRE-1,

(428)Borkyl, (1063)Brosarp-21-140, Brosarp-34-145(1066), Brosarp-45-153(1070), (1158)Aledal-6-49, (1166)Aledal-14-73, (5151)UKSE06-325, (5210)UKSE06-432, (5349)UKSE06-639, App1-14(5831), Appl-
16(5832), Fjiil-2(6019), Fjiil-5(6020), Fjil-4(6021), Fjil-6(6022), (6035)Hov1-10, Hov1-10(6038), (6039)Hovdala-2, Lis-3(6041), (6043)Lév-1, Lov-5(6046), OM&1-7(6073), (6096)T1060, T1070(6097), T1090(6099), T470(6107),
T480(6108), T550(6113), T570(6114), T680(6123), (6126)T720, T890(6141), (6188)TDr-1, TDr-2(6189), (6192)TDr-5, (6193)TDr-7, TDr-8(6194), (6195)TDr-9, (6198)TDr-13, (6203)TDr-18,
(6243)Tottarp-2, TV-10(6258), (6908)CIBC-5, (6919)Ga-0, (6944)NFA-8, (6966)Sq-1, (6974)Ul12-5, (7013)Bd-0, (7031)Bsch-0, Ca-0(7062), (7071)Chat-1, (7092)Com-1, (7106)Dr-0, En-D(7120), Er-0(7125), (7130)Et-
0, (7147)Gie-0, (7161)Gd-1, (7163)Ha-0, (7164)Hau-0, (7181)Je-0, (7203)Krot-0, (7217)Lm-2, (7223)Li-2:1, (7231)Li-7, (7273)No-0, (7305)Pt-0, (7320)Rou-0, (7343)Sp-0, Sten-0(7346), Db-1(7419), (8214)Gy-0,
(8230)Algutsrum, (8231)Bro1-6, Liarum(8241), (8283)Dra3-1, (8290)En-1, Hovdala-6(8307), (8326)Lis-1, (8365)Rak-2, Fjal-1(8422), (8426)Ull1-1, UII2-13(8427), Vastervik(9058), Dod2(9352), Hadd-1(9390), Hadd-
2(9391), (9392)Hadd-3, Hag-2(9394), Hal-1(9395), Kal1(9408), (9409)Kia, Kor3(9412), Kor4(9413), Kru-3(9416), (9436)Puk-1, (9450)Sprol, Spro2(9451), Spro3(9452), Stenk-2(9453), Ysp-1(9481), (9698)Goced-1, (9701)Ivano-1, Malak-
1(9720), (9736)Teiu-2, (9920)DIR-9, (9921)FOR-23, (9925)RUM-20, (10004)Bolin-1, (10005)Copac-1, (10017)Petro-1, (10020)J1-2, Del-10, ICE1, ICE21

(88)CYR, (403)Zdarec3, (991)Ale-Stenar-41-1, Ale-Stenar-44-4(992), Ale-Stenar-46-14(997), Ale-Stenar-64-24(1002), Ale-Stenar-77-31(1006), (1062)Brosarp-15-138, (5023)UKSE06-118, (5104)UKSE06-252,
(5165)UKSE06-362, (5236)UKSE06-470, UKSE06-491(5249), (5253)UKSE06-500, (5276)UKSE06-533, (5279)UKSE06-541, Bra-1(5717), (5726)Cnt-1, (5768)UKID63, UKID71(5776), App1-12(5830), (5836)Boo2-3, (5837)Bor-1, Dral-
4(5865), (5867)Dra2-1, (6008)Duk, Fly2-1(6023), Fly2-2(6024), Hov1-7(6034), Kni-1(6040), (6042)Lom1-1, T1000(6090), (6091)T1010, T1020(6092), (6094)T1040, T1050(6095), T1080(6098), T1110(6100), T1120(6101), T1130(6102),
(6106)T460, T530(6111), T540(6112), (6122)T670, (6124)T690, (6125)T710, (6128)T740, T780(6131), T790(6132), (6133)T800, T810(6134), (6137)T850, T860(6138),
(6140)T880, (6142)T900, (6145)T930, TI60(6148), (6149)T970, T980(6150), T990(6151), (6191)TDr-4, TDr-16(6201), (6202)TDr-17, (6252)TV-4, (6255)TV-7, TV-2(6268), TV-30(6276), TV-38(6284), (6296)Udul1-
11, (6390)Udul3-36, (6396)Udul4-9, Bor-4(6903), (6904)Br-0, (6907)CIBC-17, (6920)Got-22, (6922)Gu-0, (6923)HR-10, (6924)HR-5, (6940)Mz-0, NFA-10(6943), (6958)Ra-0, Sq-8(6967), Ul12-3(6973), (7000)Aa-0,
(7064)Cnt-1, (7094)Da-0, (7107)Durh-1, (7109)Ema-1, (7119)En-2, (7133)Fr-2, (7209)La-0, (7244)Mnz-0, Ob-0(7276), (7282)0r-0, (7287)Ove-0, (7349)Ta-0, (7354)Ting-1, (7404)Wc-1, (7415)Wu-0, (7424)]1-3,
(7516)Var2-1, (7517)Var2-6, Lis-2(8222), (8234)Gul1-2, (8235)Hod, (8237)Kiivlinge-1, (8238)Kent, Lillo-1(8242), (8244)PHW-34, San-2(8247), (8249)Vimmerby, (8306)Hov4-1, (8312)Is-0, (8343)Na-1, St-0(8387),
(8420)Kelsterbach-4, (9057)Vinslov, Dju-1(9343), (938 1)Fril, Fri2(9382), (9383)Fri3, (9399)Hamm-1, (9421)Lan1, Puk-2(9437), (9442)Sim-1, Stenk-3(9454), Stenk-4(9455), Ull-A-1(9471), VarA1(9476), (9590)IP-Trs-0,
(9721)Schip-1, (9737)Ulies-1, (9741)Orast-1, (9754)Sredn-1, Vajug-1(9755), (9924)PLY-20, (9926)TRE-1, (9935)BAU-15, (9937)CATS-6, (9938)WAV-8, ICE36, Bor-4, (428)Borky1, (1158)Aledal-6-49, (1166)Aledal14-73,
(5349)UKSE06-639, OM61-7(6073), (6193)TDr-7, (6908)CIBC-5, (6944)NFA-8, (6966)Sg-1, (7071)Chat-1, (7092)Com-1, (7130)Et-0, (7147)Gie-0, (7161)Gd-1, (7163)Ha-0, (7164)Hau-0, (7203)Krot-0, (7217)Lm-2, (7231)Li-7, (7305)Pt-0
(9698)Goced-1, (9736)Teiu-2, (9920)DIR-9, (9921)FOR-23, (10004)Bolin-1, (10005)Copac-1, ICE1

(1063)Brosarp-21-140, Brosarp-34-145(1066), Brosarp-45-153(1070), (5151)UKSE06-325, (5210)UKSE06-432, App1-14(5831), Appl-16(5832), Fjil-2(6019), Fjil-5(6020), Fjil-4(6021), Fjil-6(6022), (6035)Hov1-10, Hov1-10(6038),
(6039)Hovdala-2, Lis-3(6041), (6043)Lov-1, Lov-5(6046), (6096)T 1060, T1070(6097), T1090(6099), T470(6107), T480(6108), T550(6113), T570(6114), T680(6123), (6126)T720, T890(6141),
(6188)TDr-1, TDr-2(6189), (6192)TDr-5, TDr-8(6194), (6195)TDr-9, (6198)TDr-13, (6203)TDr-18, (6243)Tottarp-2, TV-10(6258), (6919)Ga-0, (6974)Ul12-5, (7013)Bd-0, (7031)Bsch-0, Ca-0(7062), (7106)Dr-0, En-
D(7120), Er-0(7125), (7181)Je-0, (7223)Li-2:1, (7273)No-0, (7320)Rou-0, (7343)Sp-0, Sten-0(7346), Db-1(7419), (8214)Gy-0, (8230)Algutsrum, (8231)Bro1-6, Liarum(8241), (8283)Dra3-1, (8290)En-1, Hovdala-
6(8307), (8326)Lis-1, (8365)Rak-2, Fjal-1(8422), (8426)Ull1-1, UII2-13(8427), Vastervik(9058), Dod2(9352), Hadd-1(9390), Hadd-2(9391), (9392)Hadd-3, Hag-2(9394), Hal-1(9395), Kal1(9408), (9409)Kia,
Kor3(9412), Kor4(9413), Kru-3(9416), (9436)Puk-1, (9450)Sprol, Spro2(9451), Spro3(9452), Stenk-2(9453), Ysp-1(9481), (9701)Ivano-1, Malak-1(9720), (9925)RUM-20, (10017)Petro-1, (10020)J1-2, Del-10, ICE21,
(1061)Brésarp-11-135, (6036)Hov3-2, (6105)T450, (6109)T510, (6115)T580, (6413)Ul13-4, (9353)Dod3

(88)CYR, (403)Zdarec3, (991)Ale-Stenar-41-1, Ale-Stenar-44-4(992), Ale-Stenar-46-14(997), Ale-Stenar-64-24(1002), Ale-Stenar-77-31(1006), (1062)Brosarp-15-138, (5023)UKSE06-118, (5104)UKSE06-252,
(5165)UKSE06-362, (5236)UKSE06-470, UKSE06-491(5249), (5253)UKSE06-500, (5276)UKSE06-533, (5279)UKSE06-541, Bra-1(5717), (5726)Cnt-1, (5768)UKID63, UKID71(5776), App1-12(5830), (5836)Bo02-3, (5837)Bor-1, Dral-
4(5865), (5867)Dra2-1, (6008)Duk, Fly2-1(6023), Fly2-2(6024), Hov1-7(6034), Kni-1(6040), (6042)Lom1-1, T1000(6090), (6091)T1010, T1020(6092), (6094)T1040, T1050(6095), T1080(6098), T1110(6100), T1120(6101), T1130(6102),

(6106)T460, T530(6111), T540(6112), (6122)T670, (6124)T690, (6125)T710, (6128)T740, T780(6131), T790(6132), (6133)T800, T810(6134), (6137)T850, T860(6138),
(6140)T880, (6142)T900, (6145)T930, TI60(6148), (6149)T970, TI80(6150), T990(6151), (6191)TDr-4, TDr-16(6201), (6202)TDr-17, (6252)TV-4, (6255)TV-7, TV-2(6268), TV-30(6276), TV-38(6284), (6296)Udul1-

11, (6390)Udul3-36, (6396)Udul4-9, Bor-4(6903), (6904)Br-0, (6907)CIBC-17, (6920)Got-22, (6922)Gu-0, (6923)HR-10, (6924)HR-5, (6940)Mz-0, NFA-10(6943), (6958)Ra-0, Sq-8(6967), Ul12-3(6973), (7000)Aa-0,
(7064)Cnt-1, (7094)Da-0, (7107)Durh-1, (7109)Ema-1, (7119)En-2, (7133)Fr-2, (7209)La-0, (7244)Mnz-0, Ob-0(7276), (7282)0r-0, (7287)Ove-0, (7349)Ta-0, (7354)Ting-1, (7404)Wc-1, (7415)Wu-0, (7424)]1-3,
(7516)Var2-1, (7517)Var2-6, Lis-2(8222), (8234)Gul1-2, (8235)Hod, (8237)Kivlinge-1, (8238)Kent, Lillo-1(8242), (8244)PHW-34, San-2(8247), (8249)Vimmerby, (8306)Hov4-1, (8312)Is-0, (8343)Na-1, St-0(8387),
(8420)Kelsterbach-4, (9057)Vinslov, Dju-1(9343), (938 1)Fril, Fri2(9382), (9383)Fri3, (9399)Hamm-1, (9421)Lan1, Puk-2(9437), (9442)Sim-1, Stenk-3(9454), Stenk-4(9455), UlI-A-1(9471), VarA1(9476), (9590)IP-Trs-0,
(9721)Schip-1, (9737)Ulies-1, (9741)Orast-1, (9754)Sredn-1, Vajug-1(9755), (9924)PLY-20, (9926)TRE-1, (9935)BAU-15, (9937)CATS-6, (9938)WAV-8, ICE36, Bor-4, (428)Borky1, (1158)Aledal-6-49, (1166)Aledal14-73,
(5349)UKSE06-639, OM61-7(6073), (6193)TDr-7, (6908)CIBC-5, (6944)NFA-8, (6966)Sg-1, (7071)Chat-1, (7092)Com-1, (7130)Et-0, (7161)Gd-1, (7163)Ha-0, (7164)Hau-0, (7203)Krot-0, (7217)Lm-2, (7231)Li-

(1063)Brosarp-21-140, Brosarp-34-145(1066), Brosarp-45-153(1070), (315 1)UKSE06-325, (5210)UKSE06-432, App1-14(5831), Appl-16(5832), Fjil-2(6019), Fjil-5(6020), Fjal-4(6021), Fjal-6(6022), (6035)Hov1-10, Hov1-10(6038),
(6039)Hovdala-2, Lis-3(6041), (6043)Liv-1, Lov-5(6046), (6096)T1060, T1070(6097), T1090(6099), T470(6107), T480(6108), TS50(6113), TS70(6114), T680(6123), (6126)T720, T8IO(6141),
(6188)TDr-1, TDr-2(6189), (6192)TDr-5, TDr-8(6194), (6195)TDr-9, (6198)TDr-13, (6203)TDr-18, (6243)Tottarp-2, TV-10(6258), (6919)Ga-0, (6974)UlI2-5, (7013)Bd-0, (7031)Bsch-0, Ca-0(7062), (7106)Dr-0, En-
D(7120), Er-0(7125), (7181)Je-0, (7223)Li-2:1, (7273)No-0, (7320)Rou-0, (7343)Sp-0, Sten-0(7346), Db-1(7419), (8214)Gy-0, (8230)Algutsrum, (8231)Bro1-6, Liarum(8241), (8283)Dra3-1, (8290)En-1, Hovdala-
6(8307), (8326)Lis-1, (8365)Rak-2, Fjal-1(8422), (8426)Ull1-1, UII2-13(8427), Vastervik(9058), Dod2(9352), Hadd-1(9390), Hadd-2(9391), (9392)Hadd-3, Hag-2(9394), Hal-1(9395), Kal1(9408), (9409)Kia,
Kor3(9412), Kor4(9413), Kru-3(9416), (9436)Puk-1, (9450)Sprol, Spro2(9451), Spro3(9452), Stenk-2(9453), Ysp-1(9481), (9701)Ivano-1, Malak-1(9720), (9925)RUM-20, (10017)Petro-1, (10020)J1-2, Del-10, ICE21,
(1061)Brossarp-11-135, (6036)Hov3-2, (6103)T450, (6109)T510, (6115)T580, (6413)Ul13-4, (9353)Dsd3, (7147)Gie-0

(1063)Brésarp-21-140, Brosarp-34-145(1066), Brosarp-45-153(1070), (5210)UKSE06-432, App1-14(5831), App1-16(5832), Fjil-2(6019), Fjil-5(6020), Fjil-4(6021), Fjil-6(6022), (6035)Hov1-10, Hov1-10(6038),
(6039)Hovdala-2, Lis-3(6041), (6043)Lov-1, Lov-5(6046), (6096)T1060, T1070(6097), T1090(6099), T470(6107), T550(6113), T570(6114), T680(6123), (6126)T720, T890(6141), (6188)TDr-1, TDr-2(6189), (6192)TDr-
5, TDr-8(6194), (6195)TDr-9, (6198)TDr-13, (6203)TDr-18, (6243)Tottarp-2, TV-10(6258), (6919)Ga-0, (6974)Ul12-5, (7013)Bd-0, (7031)Bsch-0, Ca-0(7062), (7106)Dr-0, En-D(7120), Er-0(7125), (7181)Je-0, (7223)Li-

2:1, (7273)No-0, (7343)Sp-0, Sten-0(7346), Db-1(7419), (8231)Bro1-6, Liarum(8241), (8283)Dra3-1, (8290)En-1, Hovdala-6(8307), (8326)Lis-1, (8365)Rak-2, Fjal-1(8422), (8426)Ull1-1, UII2-13(8427),
Vastervik(9058), Dod2(9352), Hadd-1(9390), Hadd-2(9391), (9392)Hadd-3, Hag-2(9394), Hal-1(9395), Kal1(9408), (9409)Kia, Kor3(9412), Kor4(9413), Kru-3(9416), (9436)Puk-1, (9450)Sprol, Spro2(9451),
Spro3(9452), Stenk-2(9453), Malak-1(9720), (9925)RUM-20, (10017)Petro-1, (10020)J1-2, Del-10, ICE21, (1061)Brosarp-11-135, (6036)Hov3-2, (6105)T450, (6109)T510, (6115)T580, (6413)Ul13-4, (9353)D&d3,
(7147)Gie-0, (88)CYR, (991)Ale-Stenar-41-1, Ale-Stenar-44-4(992), Ale-Stenar-46-14(997), Ale-Stenar-64-24(1002), Ale-Stenar-77-31(1006), (1062)Brésarp-15-138, (5023)UKSE06-118, (5104)UKSE06-252,

(5165)UKSE06-362, UKSE06-491(5249), (5253)UKSE06-500, Bra-1(5717), (5768)UKID63, UKID71(5776), App1-12(5830), (5836)B002-3, Dral-4(5865), (6008)Duk, Fly2-1(6023), Fly2-2(6024), Hov1-7(6034), Kni-

1(6040), T1000(6090), (6091)T1010, T1020(6092), (6094)T1040, T1050(6095), T1110(6100), T1120(6101), T1130(6102), (6106)T460, T530(6111), (6122)T670, (6125)T710, (6128)T740, T780(6131), T790(6132),
(6133)T800, T810(6134), (6137)T850, T860(6138), (6140)T880, (6142)T900, (6145)T930, TI60(6148), (6149)T970, T980(6150), T990(6151), (6191)TDr-4, TV-38(6284), (6390)Udul3-36, (6396)Udul4-9, Bor-4(6903),
(6907)CIBC-17, (6920)Got-22, (6922)Gu-0, (6924)HR-5, (6940)Mz-0, NFA-10(6943), Sq-8(6967), Ul12-3(6973), (7000)Aa-0, (7107)Durh-1, (7133)Fr-2, (7244)Mnz-0, Ob-0(7276), (7282)Or-0, (7404)Wc-1, (7517)Vir2-

(403)Zdarec3, (5236)UKSE06-470, (5276)UKSE06-533, (5279)UKSE06-541, (5726)Cnt-1, (5837)Bor-1, (5867)Dra2-1, (6042)Lom1-1, T1080(6098), T540(6112), (6124)T690, TDr-16(6201), (6202)TDr-17, (6252)TV-
4, (6255)TV-7, TV-2(6268), TV-30(6276), (6296)Udul1-11, (6904)Br-0, (6923)HR-10, (6958)Ra-0, (7064)Cnt-1, (7094)Da-0, (7109)Ema-1, (7119)En-2, (7209)La-0, (7287)Ove-0, (7349)Ta-0, (7354)Ting-1, (7415)Wu-
0, (7424)11-3, (7516)Vir2-1, Lis-2(8222), (8234)Gul1-2, (8244)PHW-34, (8249)Vimmerby, (9381)Fril, Fri2(9382), (9383)Fri3, (9421)Lanl, (9442)Sim-1, VarA1(9476), (9590)IP-Trs-0, (9721)Schip-1, (9737)Ulies-1,
(9741)Orast-1, (9754)Sredn-1, (9935)BAU-15, (9937)CATS-6, (9938)WAV-8, ICE36, (1158)Aledal-6-49, (1166)Aledal-14-73, (5349)UKSE06-639, OM51-7(6073), (6908)CIBC-5, (6944)NFA-8, (6966)Sg-1, (7071)Chat-
1, (7092)Com-1, (7130)Et-0, (7163)Ha-0, (7164)Hau-0, (7203)Krot-0, (7217)Lm-2, (7231)Li-7, (7305)Pt-0, (9698)Goced-1, (9920)DIR-9, (9921)FOR-23, (10004)Bolin-1, ICEL, (5151)UKSE06-325, T480(6108),
(7320)Rou-0, (8214)Gy-0, (8230)Algutsrum, Ysp-1(9481), (9701)Ivano-1




PLANICIE

Cfb

Cfc

700 <P

(108)LDV-18, (139)LDV-46, (159)MAR2-3, (265)PYL-6, (350)TOU-A1-88, (4779)UKSW06-179, (4807)UKSW06-207, UKSW06-240(4840), UKSW06-257(4857), (4884)UKSW06-285,
(4900)UKSW06-302, UKSW06-341(4939), UKNW06-102(5395), (5577)UKNWO06-403, UKNW06-488(5651), (5720)Cal-2, (5772)Set-1, (5779)UKID74, (5784)Ty-1, (5798)UKID93,
(5800)UKIDY6, (5822)UKID116, (6897)Ag-0, Ei-2(6915), (6945)Nok-3, (6959)Rennes-1, (6982)Wt-5, (6986)Abd-0, (6987)Ak-1, (7003)Bs-1, (7008)Benk-1, (7026)Boot-1, (7028)Bch-1,
(7036)Bu-0, (7058)Bur-0, (7061)Cal-0, Edi-0(7111), EI-0(7117), (7138)Fi-0, (7162)Hs-0, (7165)Hn-0, (7169)Hh-0, (7218)Le-0, (7248)Mv-0, (7250)Me-0, (7258)Nw-0, Old-1(7280), Pn-
0(7307), (7337)Si-0, Su-0(7342), (7353)Tha-1, (7378)Uk-1, Ven-1(7384), (8239)PHW-3, Ba4-1(8258), Ba5-1(8259), (8366)Rd-0, (8386)Sr:5, (9067)Xan-3, (9069)Xan-5, (9070)Xan-6,
(9075)Lerik1-4, (9078)Lerik1-7, (9298)Edi-1, (9312)Ullapool-8, (9757)Staro-1, (9813)BI-4, (9847)IP-Fel-2, (9909)GEN-8, (9910)BRI-2, (9917)RAD-21, (9918)SAUL-24, (9932)NOZ-6, (10022)Uk-3, (10027)Uk-6, OOE3-
2(15593), Rue3-1-31

700 <

(351)TOU-A1-89, (430)Gr-1, (4826)UKSW06-226, (4958)UKSW06-360, (5644)UKNWO06-481, (5811)UKID107, Sr:3(6086), T840(6136), (6680)ANH-1, (6898)An-1, Ler-1(6932),
(6960)Rennes-11, (6975)Uod-1, (6976)Uod-7, Wei-0(6979), (6989)Alst-1, Amel-1(6990), (6992)Ang-0, (6997)Appt-1, Baa-1(7002), (7096)Di-G, Do-0(7102), (7143)Gel-1, (7158)Gr-5,
(7177)Jm-0, (7199)KI-5, (7202)Kb-0, (7208)Lan-0, Ler-0(7213), (7268)Np-0, Ragl-1(7314), (7316)Rhen-1, (7344)Sg-1, (7382)Utrecht, (7387)Vind-1, Zu-0(7417), (7430)Nc-1, (8256)Bil-2,
(9314)Gol-2, (9503)11C1, (9644)Zupan-1, (9645)Gradi-1, (9747)Zabar-1, (9756)Staro-2, Ru4-16(9768), Alt-1(9774), Berg-1(9775), (9777)Gn-1, Bai-10(9779), Erg2-6(9784), Gn2-3(9790),
(9791)Haes-1, (9793)Ru-N2, Hnart-2(9799), Obel-15(9804), Ru-2(9806), Schl-7(9807), (9908)ESP-1-11, (9911)ARGE-1-15, (9912)CIRY-13, (9914)IST-29, (9915)MAR-4-16, (15592)0O0E31, WalhaesB4, HKT2.4, Bay-0

Strand-
1(10023)

(108)LDV-18, (139)LDV-46, (265)PYL-6, (350)TOU-A1-88, (4779)UKSW06-179, (4807)UKSW06-207, UKSW06-240(4840), UKSW06-257(4857), (4884)UKSW06-285, (4900)UKSW06-
302, UKSW06-341(4939), UKNWO06-102(5395), (5577)UKNWO06-403, UKNW06-488(5651), (5720)Cal-2, (5772)Set-1, (5779)UKID74, (5784)Ty-1, (5798)UKID93, (5800)UKID96,
(5822)UKID116, (6897)Ag-0, Ei-2(6915), (6945)Nok-3, (6959)Rennes-1, (6982)Wt-5, (6986)Abd-0, (6987)Ak-1, (7008)Benk-1, (7026)Boot-1, (7028)Bch-1, (7036)Bu-0, (7058)Bur-0,
(7061)Cal-0, Edi-0(7111), EI-0(7117), (7138)Fi-0, (7162)Hs-0, (7165)Hn-0, (7169)Hh-0, (7218)Le-0, (7248)Mv-0, (7258)Nw-0, Old-1(7280), Pn-0(7307), (7337)Si-0, Su-0(7342), (7353)Tha-
1, (7378)Uk-1, Ven-1(7384), (8239)PHW-3, Bad-1(8258), Ba5-1(8259), (8366)Rd-0, (8386)Sr:5, (9067)Xan-3, (9069)Xan-5, (9070)Xan-6, (9075)Lerik1-4, (9078)Lerik1-7, (9298)Edi-1,
(9312)Ullapool-8, (9757)Staro-1, (9847)IP-Fel-2, (9909)GEN-8, (9910)BRI-2, (9917)RAD-21, (9918)SAUL-24, (9932)NOZ-6, (10022)Uk-3, (10027)Uk-6, OOE3-2(15593), Rue3-1-31,
(4826)UKSW06-226, (4958)UKSW06-360, (5644) UKNW06-481, (5811)UKID107, T840(6136), (6680)ANH-1, (6898)An-1, (6976)Uod-7, (6989)Alst-1, (6997)Appt-1, (7158)Gr-5, (7199)KI5, (7202)Kb-0, (7208)Lan-0, (7344)Sg-
1, (7382)Utrecht, (7387)Vind-1, (9314)Gol-2, (9503)11C1, (9908)ESP-1-11, (9911)ARGE-1-15, (9914)IST-29, (15592)O0E3-1, Bay-0

(351)TOU-A1-89, (430)Gr-1, Sr:3(6086), Ler-1(6932), (6960)Rennes-11, (6975)Uod-1, Wei-0(6979), Amel-1(6990), (6992)Ang-0, Baa-1(7002), (7096)Di-G, Do-0(7102), (7143)Gel-1,

(7177)Jm-0, Ler-0(7213), (7268)Np-0, Ragl-1(7314), (7316)Rhen-1, Zu-0(7417), (7430)Nc-1, (8256)Bal-2, (9644)Zupan-1, (9645)Gradi-1, (9747)Zabar-1, (9756)Staro-2, Ru4-16(9768), Alt1(9774), Berg-1(9775), (9777)Gn-1, Bai-|

10(9779), Erg2-6(9784), Gn2-3(9790), (9791)Haes-1, (9793)Ru-N2, Hnart-2(9799), Obel-15(9804), Ru-2(9806), Schl-7(9807), (9912)CIRY-13, (9915)MAR-4-16, WalhaesB4, HKT2.4, (159)MAR2-3, (7003)Bs-1, (7250)Me-0,
(9813)BI-4

Strand-
1(10023)

(108)LDV-18, (139)LDV-46, (265)PYL-6, (350)TOU-A1-88, (4779)UKSW06-179, (4807)UKSW06-207, UKSW06-240(4840), UKSW06-257(4857), (4884)UKSW06-285, (4900)UKSWO06-
302, UKSWO06-341(4939), UKNW06-102(5395), (5577)UKNWO06-403, UKNW06-488(5651), (5720)Cal-2, (5772)Set-1, (5779)UKID74, (5784)Ty-1, (5798)UKID93, (5800)UKIDI6,
(5822)UKID116, (6897)Ag-0, Ei-2(6915), (6945)Nok-3, (6959)Rennes-1, (6982)Wt-5, (6986)Abd-0, (6987)Ak-1, (7008)Benk-1, (7026)Boot-1, (7028)Bch-1, (7036)Bu-0, (7058)Bur-0,
(7061)Cal-0, Edi-0(7111), EI-0(7117), (7138)Fi-0, (7162)Hs-0, (7165)Hn-0, (7169)Hh-0, (7218)Le-0, (7248)Mv-0, (7258)Nw-0, Old-1(7280), Pn-0(7307), (7337)Si-0, Su-0(7342), (7353)Tha-
1, (7378)Uk-1, Ven-1(7384), (8239)PHW-3, Ba4-1(8258), Ba5-1(8259), (8366)Rd-0, (8386)Sr:5, (9067)Xan-3, (9069)Xan-5, (9070)Xan-6, (9075)Lerik1-4, (9078)Lerik1-7, (9298)Edi-1,
(9312)Ullapool-8, (9757)Staro-1, (9847)IP-Fel-2, (9909)GEN-8, (9910)BRI-2, (9917)RAD-21, (9918)SAUL-24, (9932)NOZ-6, (10022)Uk-3, (10027)Uk-6, OOE3-2(15593), Rue3-1-31,
(4826)UKSW06-226, (4958)UKSW06-360, (5644)UKNW06-481, (5811)UKID107, T840(6136), (6680)ANH-1, (6898)An-1, (6976)Uod-7, (6989)Alst-1, (6997)Appt-1, (7158)Gr-5, (7199)KI5, (7202)Kb-0, (7208)Lan-0, (7344)Sg-
1, (7382)Utrecht, (7387)Vind-1, (9314)Gol-2, (9503)11C1, (9908)ESP-1-11, (9911)ARGE-1-15, (9914)IST-29, (15592)O0E3-1, Bay-0

(351)TOU-A1-89, (430)Gr-1, Sr:3(6086), Ler-1(6932), (6960)Rennes-11, (6975)Uod-1, Wei-0(6979), Amel-1(6990), (6992)Ang-0, Baa-1(7002), (7096)Di-G, Do-0(7102), (7143)Gel-1,

(7177)Jm-0, Ler-0(7213), (7268)Np-0, Ragl-1(7314), (7316)Rhen-1, Zu-0(7417), (7430)Nc-1, (8256)Bal-2, (9644)Zupan-1, (9645)Gradi-1, (9747)Zabar-1, (9756)Staro-2, Ru4-16(9768), Alt1(9774), Berg-1(9775), (9777)Gn-1, Bai-|

10(9779), Erg2-6(9784), Gn2-3(9790), (9791)Haes-1, (9793)Ru-N2, Hnart-2(9799), Obel-15(9804), Ru-2(9806), Schl-7(9807), (9912)CIRY-13, (9915)MAR-4-16, WalhaesB4, HKT2.4, (159)MAR2-3, (7003)Bs-1, (7250)Me-0,
(9813)BI-4

Strand-
1(10023)

(351)TOU-A1-89, (430)Gr-1, Sr:3(6086), Ler-1(6932), (6960)Rennes-11, (6975)Uod-1, Wei-0(6979), Amel-1(6990), (6992)Ang-0, Baa-1(7002), (7096)Di-G, Do-0(7102), (7143)Gel-1,
(T177)Im-0, Ler-0(7213), (7268)Np-0, (7316)Rhen-1, Zu-0(7417), (7430)Nc-1, (8256)Ba1-2, (9644)Zupan-1, (9645)Gradi- 1, (9747)Zabar-1, (9756)Staro-2, Rud-16(9768), Alt-1(9774), Bergl(9775), (9777)Gn-1, Bai-10(9779),
Erg2-6(9784), Gn2-3(9790), (9791)Haes-1, (9793)Ru-N2, Hnart-2(9799), Obe1-15(9804), Ru-2(9806), Schl-7(9807), (9912)CIRY-13, (9915)MAR-4-16,
WalhaesB4, HKT2.4, (159)MAR2-3, (7003)Bs-1, (7250)Me-0, (9813)BI-4, (108)LDV-18, (139)LDV-46, (350)TOU-A1-88, (4807)UKSW06-207, UKSW06-240(4840), UKSW06-257(4857),
(4884)UKSW06-285, (4900)UKSW06-302, UKNWO6-102(5395), (5577)UKNWO06-403, UKNWO06-488(5651), (5772)Set- 1, (5779)UKID74, (5784)Ty-1, (S800)UKID96, (6897)Ag-0, Ei-
2(6915), (6982)Wt-5, (7008)Benk-1, (7028)Bch-1, (7036)Bu-0, Edi-0(7111), E1-0(7117), (7138)Fi-0, (7162)Hs-0, (7165)Hn-0, (7169)Hh-0, (7258)Nw-0, Old-1(7280), Pn-0(7307), (7337)Si-0, Su-0(7342), (7353)Tha-1, Ven-
1(7384), (8239)PHW-3, Bad-1(8258), Ba5-1(8259), (8366)Rd-0, (8386)Sr:5, (9067)Xan-3, (9909)GEN-8, (9918)SAUL-24, (10027)Uk-6, Rue3-1-31,
(4826)UKSW06-226, (9914)IST-29

Strand-
1(10023)

(265)PYL-6, (4779)UKSW06-179, UKSW06-341(4939), (5720)Cal-2, (5798)UKIDO3, (5822)UKID1 16, (6945)Nok-3, (6959)Rennes-1, (6986)Abd-0, (6987)Ak-1, (7026)Boot-1, (7058)Bur-
0, (7061)Cal-0, (7218)Le-0, (7248)Mv-0, (7378)Uk-1, (9069)Xan-S, (9070)Xan-6, (9075)Lerik1-4, (9078)Lerik1-7, (9298)Edi-1, (9312)Ullapool-8, (9757)Staro-1, (9847)IP-Fel-2, (9910)BRI-
2, (9917)RAD-21, (9932)NOZ-6, (10022)Uk-3, OOE3-2(15593), (4958)UKSW06-360, (5644)UKNWO06-481, (581 1\UKIDI107, T840(6136), (6680)ANH-1, (6898)An-1, (6976)Uod-7,
(6989)Alst-1, (6997)Appt-1, (7158)Gr-5, (7199)KI-5, (7202)Kb-0, (7208)Lan-0, (7344)Sg-1, (7382)Utrecht, (7387)Vind-1, (9314)Gol-2, (9503)11C1, (9908)ESP-1-11, (9911)ARGE-1-15,
(15592)00E3-1, Bay-0, Ragl-1(7314)




PLANICIE

Dfa

Dfb

700 <P

(470)BRR4, (476)BRR12, (484)BRR23, (504)BRR57, (506)BRR60, (531)BRR107, MIA-1(853), MIA-5(854), MIC-20(867), MIC-24(868),
(870)MIC-31, (932)CHA-41, Brn-10(1612), (1622)Brn-24, Haz-2(1676), (1684)Haz-10, (1739)KBS-Mac-68, (1741)KBS-Mac-74, Ker-4(1756), Ker-
5(1757), L-R-5(1793), L-R-10(1797), Lak-12(1819), Lak-20(1820), (1829)Mdn-1, Mdn-8(1834), Mdn-10(1835), Map-8(2031), Map-35(2053), Map-
42(2057), (2159)Paw-13, (2166)Paw-20, Riv-25(2239), Riv-26(2240), (2317)Ste-40, (2370)Yng-4, (2412)Yng-53, (6744)CSHL-5, KNO-15(6814), KNO-10(6927), KEN(7475),
(7515)RRS-10, (7523)Pna-17, 627RMX-1MN4(7529), 627RMX-1MN5(7530), 627ME-13Y 1(7566), 627ME-
IMI1(7568), (7717)KNO1.37, KNO2.41(7757), KNO2.54(7767), PT1.52(8037), PT1.85(8057), (8077)PT2.21, (8132)RMX3.22, RMX4.118(8171), (8233)Dem-4,
LP3413.31(8464), 1P3413.53(8483), (8699)328PNA062, (8723)1 IPNAL1.14, (9027)RMX413.85

P <300

(9619)Basta-1, (9620)Basta-
2, (9621)Basta-3,
(9640)Rakit-1, (9642)Rakit-
3, (9643)Sever-1

300 <P <500

(9613)Balan-1,
(9617)Karag-

1,(9631)Lebja-1,
(9632)Lebj:
(9633)Lebja-4,
(9634)Masl-1,

(9637)Noveg-2
(964 1)Rakit-2,

(9960)Kidr-1, ICE138,
ICE70

(915)LIN-S-5, Paw-26(2171), RRS-7(7514), (7525)Rmx-A180, (7917)PNA3.10, (7947)PNA3.40

(9608)Karag-2,
(9609)Adam-1,
(9624)Chaba-2,
(9635)Nosov-1,
Noveg1(9636),
(9638)Noveg-3,
(9639)Panke-1,
(9955)Stepn-2,

(9956)Stepn-1, ICE60,

ICE61

(470)BRR4, (476)BRR12, (484)BRR23, (504)BRRS57, (506)BRR60, (531)BRR107, MIA-1(853), MIA-5(854), MIC-20(867), MIC-24(868),
(870)MIC-31, (932)CHA-41, Brn-10(1612), (1622)Brn-24, Haz-2(1676), (1684)Haz-10, (1739)KBS-Mac-68, (1741)KBS-Mac-74, Ker-4(1756), Ker-
5(1757), L-R-5(1793), L-R-10(1797), Lak-12(1819), Lak-20(1820), (1829)Mdn-1, Mdn-8(1834), Mdn-10(1835), Map-8(2031), Map-35(2053), Map-

42(2057), (2159)Paw-13, (2166)Paw-20, Riv-25(2239), Riv-26(2240), (2317)Ste-40, (2370)Yng-4, (2412)Yng-53, (6744)CSHL-5, KNO-15(6814), KNO-10(6927), KEN(7475),
(7515)RRS-10, (7523)Pna-17, 627RMX-1MN4(7529), 627RMX-1MN5(7530), 627ME-13Y 1(7566), 627MEIMI1(7568), (7717)KNO1.37, KNO2.41(7757), KNO2.54(7767),
PT1.52(8037), PT1.85(8057), (8077)PT2.21, (8132)RMX3.22, RMX4.118(8171), (8233)Dem-4, LP3413.31(8464), IP3413.53(8483), (8699)328PNA062, (8723)1 IPNA1.14.

(9027)RMX413.85, Paw-26(2171), (7525)Rmx-A180, (7947)PNA3.40

(9619)Basta-1, (9620)Basta2,
(9621)Basta-3,
(9642)Rakit-3, (9643)Severl

(9613)Balan-1,
(9617)Karag-1,
(9631)Lebja-1,
(9632)Lebja-2,
(9633)Lebja-4,
(9634)Masl-1,
(9637)Noveg-2,
(9641)Rakit-2,
(9960)Kidr-1,
ICE138, ICE70,
(9624)Chal
(9635)Nosov-1,
(9955)Stepn-2

(915)LIN-S-5, RRS-7(7514), (7917)PNA3.10

(9640)Rakit-1

(9608)Karag-2,
(9609)Adam-1, Noveg-
1(9636), (9638)Noveg-3,
(9639)Panke-1,
(9956)Stepn-1, ICE60,
ICE61

(470)BRR4, (476)BRR12, (484)BRR23, (504)BRRS57, (506)BRR60, (531)BRR107, MIA-1(853), MIA-5(854), MIC-20(867), MIC-24(868),
(870)MIC-31, (932)CHA-41, Brn-10(1612), (1622)Brn-24, Haz-2(1676), (1684)Haz-10, (1739)KBS-Mac-68, (1741)KBS-Mac-74, Ker-4(1756), Ker-
5(1757), L-R-5(1793), L-R-10(1797), Lak-12(1819), Lak-20(1820), (1829)Mdn-1, Mdn-8(1834), Mdn-10(1835), Map-8(2031), Map-35(2053), Map-
42(2057), (2159)Paw-13, (2166)Paw-20, Riv-25(2239), Riv-26(2240), (2317)Ste-40, (2370)Yng-4, (2412)Yng-53, (6744)CSHL-5, KNO-15(6814), KNO-10(6927), KEN(7475),
(7515)RRS-10, (7523)Pna-17, 627RMX-1MN4(7529), 627RMX-1MN5(7530), 627ME-13Y 1(7566), 627TME1MI1(7568), (7717)KNO1.37, KNO2.41(7757), KNO2.54(7767),
PT1.52(8037), PT1.85(8057), (8077)PT2.21, (8132)RMX3.22, RMX4.118(8171), (8233)Dem-4, LP3413.31(8464), IP3413.53(8483), (8699)328PNA062, (8723)1 IPNAI.14,
(9027)RMX413.85, Paw-26(2171), (7525)Rmx-A180, (7947)PNA3.40

(9619)Basta-1, (9620)Basta2,
(9621)Basta-3,
(9642)Rakit-3, (9643)Sever

(9613)Balan-1,
(9617)Karag-
1,9631)Lebja-1,
(9632)Lebja-2,
(9633)Lebja-d,
(9634)Masl-1,
(9637)Noveg-2,
(9641)Rakit-2,
(9960)Kidr-1, ICE138,
ICE70, (9624)Chaba-2

(915)LIN-S-5, RRS-7(7514), (7917)PNA3.10

(9640)Rakit-1

(9608)Karag-2,
(9609)Adam-1, Noveg-
1(9636), (9638)Noveg-3,
(9639)Panke-1,
(9956)Stepn-1, ICE60,
ICE61,(9635)Nosov-1,
(9955)Stepn-2

(915)LIN-S-5, RRS-7(7514), (7917)PNA3.10, (2317)Ste-40, (6744)CSHL-5

(9640)Rakit-1

(9608)Karag-2,
(9609)Adam-1, Noveg-
1(9636), (9638)Noveg-3,
(9639)Panke-1,
(9956)Stepn-1, ICE60,
ICE61,
(9635)Nosov-1,
(9955)Stepn-2,
(9634)Masl-1, (9960)Kidr-
1, (9624)Chaba-2

(470)BRR4, (476)BRR12, (484)BRR23, (504)BRRS57, (506)BRR60, (531)BRR107, MIA-1(853), MIA-5(854), MIC-20(867), MIC-24(868),
(870)MIC-31, (932)CHA-41, Brn-10(1612), (1622)Brn-24, Haz-2(1676), (1684)Haz-10, (1739)KBS-Mac-68, (1741)KBS-Mac-74, Ker-4(1756), Ker-
5(1757), L-R-5(1793), L-R-10(1797), Lak-12(1819), Lak-20(1820), (1829)Mdn-1, Mdn-8(1834), Mdn-10(1835), Map-8(2031), Map-35(2053), Map-
42(2057), (2159)Paw-13, (2166)Paw-20, Riv-25(2239), Riv-26(2240), (2370)Yng-4, (2412)Yng-53, KNO-15(6814), KNO-10(6927), KEN(7475),
(7515)RRS-10, (7523)Pna-17, 627RMX-1MN4(7529), 627RMX-1MN5(7530), 627ME-13Y 1(7566), 627ME-1MI1(7568), (7717)KNO1.37,
KNO2.41(7757), KNO2.54(7767), PT1.52(8037), PT1.85(8057), (8077)PT2.21, (8132)RMX3.22, RMX4.118(8171), (8233)Dem-4,
LP3413.31(8464), IP3413.53(8483), (8699)328PNA062, (8723)1 IPNAI. 14, (9027)RMX413.85, Paw-26(2171), (7525)Rmx-A180, (7947)PNA3.40

(9619)Basta-1, (9620)Basta2,
(9621)Basta-3,
(9642)Rakit-3, (9643)Severl

(9613)Balan-1,
(9617)Karag-1,
(9631)Lebja-1,
(9632)Lebja-2,
(9633)Lebja-4,

(9637)Noveg-2,

(9641)Rakit-2, ICE138,

ICE70




PLANICIE

Dfb

500 <P <700

(1257)To0s-95-393, (1552)Sku-30, Rev-3(6077), T1160(6104), T610(6118), TAL03(6177), TAL0O7(6180), (6231)TNY04, (6242)Tomegap-2,
TRAO01(6244),(6424)Zdr11-23, (6434)Zdr12-9, (6445)Zdr12-21, (6938)Ms-0, (6968)Tamm-2, (7072)Chi-0, (7126)Es-0, Rsch-4(7322),
(7323)Rubezhnoe-1, (8227)THO03,(8335)Lund, (8354)Per-1, Ver-1(8369), (8376)Sanna-2, (9336)Bon1, (9339)Bét1, (9363)EdJ2, (9369)EkS2,

EkS3(9370), (9380)FlyA3, Hel-3(9402), HolA-11(9404), HolA-12(9405), HolA-22(9407), (9607)Panik-1, (9610)Lesno-4, (9611)Lesno-
(9612)Lesno-2, (9615)Parti-1, (9616)Krazo-1, (9622)Bijisk-4, (9625)Kolyv-2,(9627)Kolyv-5, (9628)Kolyv-6, (9629)K-oze-1, (9630)K-oze-3,
(9951)Kly-1, (9952)Kly-4, (9953)Koz-2, (9957)Borsk-2, (9958)Shigu-1, (9959)Shigu-2, ICE71, ICE72, ICE75, Koch-1, ICE127, ICE130,
ICE134

700 <P

DuckLkSP38(1651), DuckLkSP40(1652), MNF-Pot-10(1851), MNF-Pot-15(1852),
(1853)MNF-Pot-21, (1872)MNF-Pot-75, (1890)MNF-Riv-21, MNF-Che-2(1925),
(1942)MNF-Che-47,(1943)MNF-Che-49, (1954)MNF-Jac-12, (2017)MNF-Pin-40,
(2081)MuskSP-68,(2091)MuskSP-83, (2106)MSGA-10, MSGA-12(2108), (2141)MSGA-61,
Pent-7(2191),(2202)Pent-23, (2212)Pent-46, (2276)SLSP-31, (2278)SLSP-35, SLSP-
69(2285), SLSP67(2286), FM-10(6749), FM-11(6750), (6926)Kin-0, (7160)Gre-0, (7377)Tul
0, (9735)Bela-4

(1254)Tos-82-387, Angss-59-422(1313), Angso-74-430(1317), (5856)Dér-10, Dra-3(5860), (6009)Eden-1, (6016)Eds-1, Eds-9(6017),
(6030)Grén-5, (6064)Nyl-2,Nyl-7(6069), Omn-1(6070), Omn-5(6071), Rev-2(6076), Sparta-1(6085), T620(6119). (6153)TAA03, (6154)TAA04,
(6163)TAA14, TAA17(6166), TADO1(6169),(6172)TADO4, TAD05(6173), TAD06(6174), TBOO1(6184), (6220)TGRO, (6221)TGR02,
(6240)TOMO6, (6241)TOMO7, (6969)Tamm-27, (6981)Ws-2, (6984)Zdr-1, (7103)Dra-0, (7127)Est, Kn-0(7186), Litva(7236), (7255)Mh-0,
(7296)Petergof, (7347)Stw-0, (7394)Wa-1, Wil-2(7413), Kulturen-1(8240), Lu-1(8334), (8351)Ost-0, (8419)Wil-1, Adal1(9321), Adal3(9323),
(9332)Barl, Nas2(9427), Nyl13(9433), Tr-4(9470), (9744)lasi-1

MNEF-Pin-39(2016), (9730)Bela-1, (9733)Bela-2, OOE2-1(19949), OOE2-2(19950),
(19951)00E23

(1257)To0s-95-393, (1552)Sku-30, Rev-3(6077), T1160(6104), T610(6118), TALO03(6177), TALO7(6180), (6231)TNY04, (6242)Tomegap-2,

TRA01(6244),(6424)ZdrT1-23, (6434)Zdr12-9, (6445)ZdrI2-21, (6938)Ms-0, (7072)Chi-0, Rsch-4(7322), (7323)Rubezhnoe-1, (8335)Lund,

(8354)Per-1, Ver-1(8369), (8376)Sanna-2, (9339)Bot1, (9363)EdJ2, (9369)EkS2, EkS3(9370), (9380)FlyA3, Hel-3(9402), HolA-11(9404), HolA-

12(9405), HolA-22(9407), (9607)Panik-1, (9610)Lesno-4,(9611)Lesno-1, (9612)Lesno-2, (9615)Parti-1, (9616)Krazo-1, (9622)Bijisk-4,

(9625)Kolyv-2, (9627)Kolyv-5, (9628)Kolyv-6, (9629)K-oze-1, (9630)K-oze-3,(995 1)Kly-1, (9952)Kly-4, (9953)Koz-2, (9957)Borsk-2,

(9958)Shigu-1, (9959)Shigu-2, ICE71, ICE72, ICE75, Koch-1, ICE127, ICE130, ICE134, (1254)Tos-82387, (6030)Grén-5, T620(6119),
(6241)TOMO7, Tr-4(9470)

DuckLkSP38(1651), DuckLkSP40(1652), MNF-Pot-10(1851), MNF-Pot-15(1852),
(1853)MNF-Pot-21, (1872)MNF-Pot-75, (1890)MNF-Riv-21, MNF-Che-2(1925),
(1942)MNF-Che-47,(1943)MNF-Che-49, (1954)MNF-Jac-12, (2017)MNF-Pin-40,
(2081)MuskSP-68,(2091)MuskSP-83, (2106)MSGA-10, MSGA-12(2108), (2141)MSGA-61,
Pent-7(2191),(2202)Pent-23, (2212)Pent-46, (2276)SLSP-31, (2278)SLSP-35, SLSP-
69(2285), SLSP-67(2286), FM-10(6749), FM-11(6750), (6926)Kin-0, (7160)Gre-0,
(7377)Tul-0, (9735)Bela-4, OOE2-1(19949), OOE2-2(19950), (19951)0O0E23

Angs6-59-422(1313), Angs6-74-430(1317), (5856)Dor-10, Dra-3(5860), (6009)Eden-1, (6016)Eds-1, Eds-9(6017), (6064)Nyl-2, Nyl-7(6069),
Omn-1(6070), Omn-5(6071), Rev-2(6076), Sparta-1(6085), (6153)TAA03, (6154)TAA04, (6163)TAA14, TAA17(6166), TADO1(6169),
(6172)TAD04, TAD05(6173), TAD06(6174), TBO01(6184), (6220)TGROI, (6221)TGR02, (6240)TOMO6, (6969)Tamm-27, (6981)Ws-2,
(6984)Zdr-1, (7103)Dra-0, (7127)Est, Kn-0(7186), Litva(7236), (7255)Mh-0, (7296)Petergof, (7347)Stw-0, (7394)Wa-1, Wil-2(7413), Kulturen-
1(8240), Lu-1(8334), (8351)Ost-0, (8419)Wil-1, Adal1(9321), Adal3(9323), (9332)Barl, Nas2(9427), Nyl13(9433), (9744)1asi-1, (6968)Tamm-2.
(7126)Es-0, (8227)THO03, (9336)Bon1

MNF-Pin-39(2016), (9730)Bela-1, (9733)Bela-2

(1257)Tos-95-393, (1552)Sku-30, Rev-3(6077), T1160(6104), T610(6118), TALO3(6177), TALO7(6180), (6231)TNY04, (6242)Tomegap-2,
TRAO1(6244),(6424)Zdr11-23, (6434)Zdr12-9, (64435)ZdrI2-21, (6938)Ms-0, (7072)Chi-0, Rsch-4(7322), (7323)Rubezhnoe-1, (8335)Lund,
(8354)Per-1, Ver-1(8369), (8376)Sanna-2, (9339)Bt1, (9363)EdJ2, (9369)EKS2, EKS3(9370), (9380)FIyA3, Hel-3(9402), HolA-11(9404), HolA-
12(9405), HolA-22(9407), (9607)Panik-1, (9610)Lesno-4,(961 1)Lesno-1, (9612)Lesno-2, (9615)Parti- 1, (9616)Krazo-1, (9622)Bijisk-4,
(9625)Kolyv-2, (9627)Kolyv-5, (9628)Kolyv-6, (9629)K-oze-1, (9630)K-0ze-3,(9951)Kly-1, (9952)Kly-4, (9953)Koz-2, (9957)Borsk-2,
(9958)Shigu-1, (9959)Shigu-2, ICE71, ICE72, ICE75, Koch-1, ICE127, ICE130, ICE134, (1254)Tos-82387, (6030)Grn-5, T620(6119),
(6241)TOMO7, Tr-4(9470)

DuckLkSP38(1651), DuckLkSP40(1652), MNF-Pot-10(1851), MNF-Pot-15(1852),
(1853)MNF-Pot-21, (1872)MNF-Pot-75, (1890)MNF-Riv-21, MNF-Che-2(1925),
(1942)MNF-Che-47,(1943)MNF-Che-49, (1954)MNF-Jac-12, (2017)MNF-Pin-40,

(2081)MuskSP-68,(2091)MuskSP-83, (2106)MSGA-10, MSGA-12(2108), (2141)MSGA-61,

Pent-7(2191),(2202)Pent-23, (2212)Pent-46, (2276)SLSP-31, (2278)SLSP-35, SLSP-
69(2285), SLSP-67(2286), FM-10(6749), FM-11(6750), (6926)Kin-0, (7160)Gre-0,
(7377)Tul-0, (9735)Bela-4, OOE2-1(19949), O0E2-2(19950), (19951)00E23

Angso-59-422(1313), Angso-74-430(1317), (5856)Dir- 10, Dra-3(5860), (6009)Eden-1, (6016)Eds-1, Eds-9(6017), (6064)Nyl-2, Nyl-7(6069),
Omn-1(6070), Omn-5(6071), Rev-2(6076), Sparta-1(6085), (6153)TAA03, (6154 TAA04, (6163)TAA14, TAA17(6166), TADO1(6169),
(6172)TADO4, TADO5(6173), TADO6(6174), TBOO1(6184), (6220)TGROI, (6221YTGRO2, (6240)TOMO6, (6969)Tamm-27, (698 1)Ws-2,
(6984)Zdr-1, (7103)Dra-0, (7127)Est, Kn-0(7186), Litva(7236), (7255)Mh-0, (7296)Petergof, (7347)Stw-0, (7394)Wa-1, Wil-2(7413), Kulturen-
1(8240), Lu-1(8334), (8351)0st-0, (8419)Wil-1, Adal1(9321), Adal3(9323), (9332)Barl, Nas2(9427), Nyl13(9433), (9744)lasi-1, (6968)Tamm-2
(7126)Es-0, (8227)THO03, (9336)Bon

MNE-Pin-39(2016), (9730)Bela-1, (9733)Bela-2

(5856)Dér-10, (6016)Eds-1, Eds-9(6017), Rev-2(6076), Sparta-1(6085), TAD01(6169), (6172)TADO04, TADO5(6173), TADO6(6174),
(6221)TGRO2, (6984)Zdr-1, (7103)Dra-0, (7127)Est, Kn-0(7186), Litva(7236), (7255)Mh-0, (7296)Petergof, (7347)Stw-0, (7394)Wa-1, Wil-
2(7413), Kulturen-1(8240), Lu-1(8334), Adal1(9321), Adal3(9323), (9332)Barl, Nas2(9427), (9744)Iasi-1, (8227)THO03, (9336)Bon]1, Rev-

3(6077), T1160(6104), T610(6118), TALO7(6180), (6242)Tomegap-2, (6424)Zdr11-23, (6434)Zdr12-9, (6445)Zdr12-21, Rsch-4(7322),

(8335)Lund, Ver-1(8369), (9369)EkS2, EkS3(9370), (9380)FlyA3, HolA11(9404), HolA-12(9405), HolA-22(9407), (6241)TOMO7

MNF-Pin-39(2016), (9730)Bela-1, (9733)Bela-2, (1853)MNF-Pot-21, MNF-Che-2(1925),
(1954)MNF-Jac-12, (2202)Pent-23, (6926)Kin-0

(1257)T0s-95-393, (1552)Sku-30, TALO3(6177), (6231)TNY04, TRA01(6244), (7072)Chi-0, (7323)Rubezhnoe-1, (8354)Per-1, (8376)Sanna-2,
(9339)B6t1,(9363)EdJ2, Hel-3(9402), (9607)Panik-1, (9610)Lesno-4, (9611)Lesno-1, (9612)Lesno-2, (9615)Parti-1, (9616)Krazo-1,
(9622)Bijisk-4, (9625)Kolyv-2, (9627)Kolyv-5, (9628)Kolyv-6, (9629)K-oze-1, (9630)K-oze-3, (995 )Kly-1, (9952)Kly-4, (9953)Koz-2,
(9957)Borsk-2, (9958)Shigu-1, (9959)Shigu-2, ICE71, ICE72, ICET5, Koch-1, ICE127, ICE130, ICE134, (1254)Tos-82-387, Angso-59-
422(1313), Angss-74-430(1317), (6030)Gron-S, T620(6119), Tr-4(9470), Dra-3(5860),(6009)Eden-1, (6064)Nyl-2, Nyl-7(6069), Omn-1(6070),
Omn-5(6071), (6153)TAA03, (6154)TAAO4, (6163)TAA14, TAA17(6166), TBOO1(6184), (6220)TGRO1, (6240)TOMO6, (6969)Tamm-27,
(6981)Ws-2, (8351)Ost-0, (8419)Wil-1, Nyl13(9433), (6968)Tamm-2, (7126)Es-0,(6938)Ms-0

DuckLkSP38(1651), DuckLkSP40(1652), MNF-Pot-10(1851), MNF-Pot-15(1852),
(1872)MNF-Pot-75, (1890)MNF-Riv-21, (1942)MNF-Che-47, (1943)MNF-Che-49,
(2017)MNF-Pin-40, (2081)MuskSP-68, (2091)MuskSP-83, (2106)MSGA-10, MSGA-
12(2108), (2141)MSGA-61, Pent-7(2191), (2212)Pent-46, (2276)SLSP-31, (2278)SLSP-35,
SLSP-69(2285), SLSP-67(2286), FM-10(6749), FM-11(6750), (7160)Gre-0, (7377)Tul-0,
(9735)Bela-4, OOE21(19949), OOE2-2(19950), (19951)0O0E23




TFA07(6217), (6900)Bil-5, (6917)Fiib-2, Fab-4(6918),
FaL1(9371), Kos-1(14312), Kos-2(14313), Radk-
1(14314), Radk-2(14315), (14318)Shu-1, Shu2(14319),
Valm(15560), (18694)Pien, (18696)Samm

0(7063)

(6911)Cvi-0, Can-

(9534)IP-Cmo-3, Vash
1

ICE49,
ICE50

(9879)IPPer-0,

(9596)IP-Ver-5

(9513)IP-Adc-5,
(9555)IP-Mar-1,
(9556)IP-Men-2

(9560)IP-Mot-0,
(9579)IP-San-10,
(9835)IP-Cir-0

(9533)IP-Cem-
0,(9553)IP-Ldd-
0,(9595)IP-Vdt-

(9897)IP-Smt-1

0,(9838)IP-Cot-0,

PLANICIE PLANALTO
Dfc BWh BSk BSh Csa Csb
500 <P <700 P <300 300 <P <500 P <300 500 <P <700 300 <P <500 500 <P <700 300 <P <500 500<P<
700

(955)IP-Jim-
1

Eden-5(6010), Eden-6(6011), Eden-7(6012), Eden-
9(6013), Gro-3(6025), TEDEN02(6209),
TEDENO03(6210), TFA04(6214), TFA06(6216),
TFA08(6218), TOM01(6235), (6237)TOMO03,

Gron14(9388)

TOMO4(6238), Bil-7(6901), Eden-2(6913), Gron12(9386),

Cdm-0

(9514)IP-Adm-0

Fue-2

Se-0(6961), (9541)IP-

(9531)IP-Cdc-3,
(9592)IP-Vae-2,
(9820)IP-Are-0

TFA07(6217), (6917)Fiib-2, Fab-4(6918),
FaL1(9371), Kos-1(14312), Kos-2(14313), Radk-
1(14314), Radk-2(14315), (14318)Shu-1, Shu2(14319),
Valm(15560), (18694)Pien, (18696)Samm

0(7063)

(6911)Cvi-0, Can-

(9534)IP-Cmo-3, Vash
1

ICE49,
ICES0

(9879)IPPer-0,

(9596)IP-Ver-5

(9513)IP-Adc-5,
(9555)IP-Mar-1,
(9556)IP-Men-2

(9560)IP-Mot-0,
(9579)IP-San-10,
(9835)IP-Cir-0

(9533)IP-Cem-0.
(9553)IP-Ldd-0.
(9595)IP-Vdt-0,
(9838)IP-Cot-

2,(9820)IP-Are-

0,(9897)IP-Smt-
1, (953 )IP-Cdc-
3,(9592)IP-Vae-

(955 HIP-Jim-
1

0

Eden-5(6010), Eden-6(6011), Eden-7(6012), Eden-
9(6013), Gro-3(6025), TEDEN02(6209),
TEDEN03(6210), TEA04(6214), TFA06(6216),
TFA08(6218), TOMO1(6235), (6237)TOMO03,
TOMO4(6238), Bil-7(6901), Eden-2(6913),
Gron12(9386), Gron14(9388), (6900)Bil-5

Cdm-0

(9514)IP-Adm-0

Fue-2

Se-0(6961), (9541)IP-

TFA07(6217), (6917)Fib-2, Fab-4(6918),
FaL.1(9371), Kos-1(14312), Kos-2(14313), Radk-
1(14314), Radk-2(14315), (14318)Shu-1, Shu2(14319),
Valm(15560), (18694)Pien, (18696)Samm

(6911)Cvi-0, Can-

0(7063)

(9534)IP-Cmo-3, Vash
1

(9879)IPPer-0,
ICE49,
ICES0

(9596)IP-Ver-5

(9513)IP-Adc-5,
(9555)IP-Mar-1,
(9556)IP-Men-2

(9560)IP-Mot-0,
(9579)IP-San-10,
(9835)IP-Cir-0

(9533)IP-Cem-0,
(9553)IP-Ldd-0,
(9595)IP-Vd:-0,
(9838)IP-Cot-0,
(9897)IP-Smt-1,
(9531)IP-Cde-3,
(9592)IP-Vae-2,
(9820)IP-Are-0

(955 )IP-Jim-
1

Eden-5(6010), Eden-6(6011), Eden-7(6012), Eden-
9(6013), Gro-3(6025), TEDEN02(6209),
TEDENO03(6210), TFA04(6214), TFA06(6216),
TFA08(6218), TOMO1(6235), (6237)TOMO3,
TOMO04(6238), Bil-7(6901), Eden-2(6913),
Gron12(9386), Gron14(9388), (6900)Bil-5

Cdm-0

(9514)IP-Adm-0

Fue-2

Se-0(6961), (9541)IP-

Eden-5(6010), Eden-6(6011), Eden-7(6012), Eden9(6013),
TFA04(6214), TFA06(6216), TFA08(6218),
Eden-2(6913), Gron12(9386), Gron14(9388), Kos-
2(14313), Radk-1(14314), Radk-2(14315)

Cdm-0, Vash-1

(9514)IP-Adm-0

Se-0(6961), (9541)IP-

Fue-2

(9838)IP-Cot-0

(9551)IP-Jim-
1

TFA07(6217), (6917)Fiib-2, Fab-4(6918),
FaL.1(9371), Kos-1(14312), (14318)Shu-1, Shu2(14319),
Valm(15560), (18694)Pien, (18696)Samm, Gro-3(6025),
TEDEN02(6209), TEDEN03(6210),
TOMO1(6235), (6237)TOMO3, TOMO4(6238), Bil7(6901),
(6900)Bil-5

(6911)Cvi-0, Can-

0(7063)

(9534)IP-Cmo-3

(9879)1P-
Per-0,
ICE49,
ICES0

(9596)IP-Ver-5

(9513)IP-Adc-5,
(9555)IP-Mar-1,
(9556)IP-Men-2

(9560)IP-Mot-0,
(9579)IP-San-10,
(9835)IP-Cir-0

(9533)IP-Cem-0,
(9553)IP-Ldd-0,
(9595)IP-Vdt-0,
(9897)IP-Smt-1,
(9531)IP-Cde-3,
(9592)IP-Vae-2,
(9820)IP-Are-0




PLANALTO

Csb

Cfb

Dfb

BSk

700 <P

300 <P <500

500 <P <700

700 <P

500 <P <700

700 <P

300 <P <500

(9517)IP-All-0,
(9539)IP-Deh-1

(9528)IP-Cal-0,
(9532)IP-Cdo-0

(9549)IP-Hum-2

(7461)H55, Fell3-7(9776), (9782)Lu3-30, (9787)HI-4, (9792)Lu4-2, (9800)Ha-S-
B, (9809)Tu-KB-6, (9815)Ha-HBT3-11, Star-8, TueV13

(8236)HSm

(5890)DralV1-8,
(5893)DralV1-11,
(5907)DralV2-9,
(5950)DralV5-12,
(5984)DralV6-13,
(5993)DralV6-
(8284)Drall-1

(9558)IP-Moc-11

(9520)IP-Ara-4,
(9589)IP-Tor-1

(7411)WI-0, HE-1(9769), KBG2-13(9770), (9771)Pfn-N2.2-6, Bach-7(9778), Fell2-4(9780),

(9781)Kus2-2, Tu-PK-7(9783), Ha-HBT1-2(9785), HaP13(9786), (9788)KBG1-14, (9794)Tu-
BI-2, (9795)Wank-2, Bach2-1(9796),

(9797)Ha-HBT2-10, Ha-P2-1(9798), (9801)Ha-SP-2, Ks3-1(9802), (9803)Muh2, (9805)Pfn-10,

Tu-B2-3(9808), (9810)Tu-KS-7, (9811)Tu-NK-12, (9812)Tu-

WI, (9814)Fell1-10, (9816)Tu-WH, (15591)O0EI-1, Niel-2, TueSB30-3, Tuescha9, TueWal-2,

Eyl5-2

(7520)Lp2-2,
(7521)Lp2-6

(424)Draha2,
(5874)Drall-6,
(5921)DralV3-7,
(8285)Dralll-1

(9517)IP-All-0,
(9539)IP-Deh-1

(9528)IP-Cal-0,
(9532)IP-Cdo-0,
(9520)IP-Ara-4

(9549)IP-Hum-2

Fell3-7(9776), (9782)Lu3-30, (9787)HI-4, (9792)Lu4-2, (9800)Ha-S-B,
(9809)Tu-KB-6, (9815)Ha-HBT3-11, Star-8, TueV13, (9771)Pfn-N2.2-6,
(9797)Ha-HBT2-10, (9811)Tu-NK-12, (9814)Fell1-10, (9816)Tu-WH, (15591)00EI-1,
Tuescha9

(8236)HSm

(5890)DralV1-8,
(5893)DralVI-11,
(5907)DralV2-9,
(5950)DralV5-12,
(5984)DralVe-13,
(5993)DralV6-22,
(8284)Drall-1, (424)Draha2,
(5874)Drall-6,
(5921)DralV3-7

(9558)IP-Moc-11

(9589)IP-Tor-1

(7411)W1-0, HE-1(9769), KBG2-13(9770), Bach-7(9778), Fell2-4(9780),
(9781)Kus2-2, Tu-PK-7(9783), Ha-HBT1-2(9785), Ha-P13(9786), (9788)KBG1-
14, (9794)Tu-B1-2 , (9795)Wank-2, Bach2-1(9796), Ha-P2-1(9798), (9801)Ha-
SP-2, Ks3-1(9802), (9803)Muh-2, (9805)Pfn-10, Tu-B2-3(9808), (9810)Tu-KS-
7, (9812)Tu-W1, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, Eyl5-2, (7461)H55

(7520)Lp2-2,
(7521)Lp2-6

(8285)Dralll-1

(9517)1IP-All-0,
(9539)IP-Deh-1

(9528)IP-Cal-
0,(9532)IP-Cdo-0,
(9520)IP-Ara-4

(9549)IP-Hum-2

Fell3-7(9776), (9782)Lu3-30, (9787)HI-4, (9792)Lu4-2, (9800)Ha-S-B,
(9809)Tu-KB-6, (9815)Ha-HBT3-11, Star-8, TueV13, (9771)Pfn-N2.2-6,
(9797)Ha-HBT2-10, (9814)Fell1-10, (9816)Tu-WH, (15591)OOEI-1, Tuescha9

(8236)HSm

(5890)DralV1-8,
(5893)DralVI-11,
(5907)DralV2-9,
(5950)DralV5-12,
(5984)DralVe-13,
(5993)DralV6-22,
(8284)Drall-1, (424)Draha2,
(5874)Drall-6,
(5921)DralV3-7

(9558)IP-Moc-11

(9589)IP-Tor-1

(7411)W1-0, HE-1(9769), KBG2-13(9770), Bach-7(9778), Fell2-4(9780),
(9781)Kus2-2, Tu-PK-7(9783), Ha-HBT1-2(9785), Ha-P13(9786), (9788)KBG1-
14, (9794)Tu-B1-2, (9795)Wank-2, Bach2-1(9796), Ha-P2-1(9798), (9801)HaSP-2, Ks3-
1(9802), (9803)Muh-2, (9805)Pfn-10, Tu-B2-3(9808), (9810)Tu-KS-
7, (9812)Tu-W1, Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, Ey15-2, (7461)H55, (9811)TuNK-12

(7520)Lp2-2,
(7521)Lp2-6

(8285)Dralll-1

(9589)IP-Tor-1

(7411)WI1-0, HE-1(9769), KBG2-13(9770), Bach-7(9778), Fell2-4(9780),
(9781)Kus2-2, Tu-PK-7(9783), Ha-HBT1-2(9785), Ha-P13(9786), (9788)KBG1-
14, (9794)Tu-B1-2, (9795)Wank-2, Bach2-1(9796), Ha-P2-1(9798), (9801)Ha-
SP-2, Ks3-1(9802), (9803)Muh-2, (9805)Pfn-10, Tu-B2-3(9808), (9810)Tu-KS7, (9812)Tu-W1,
Niel-2, TueSB30-3, TueWal-2, Ey15-2, (9811)Tu-NK-12, Fell3-7(9776), (9809)Tu-KB-6,
TueV13, (9814)Fell1-10, (9816)Tu-WH

(7520)Lp2-2,
(7521)Lp2-6,
(8236)HSm

(5890)DralV1-8,
(5893)DralV1-11,
(5907)DralV2-9,
(5950)DralV5-12,
(5984)DralV6-13,
(5993)DralV6-22,
(5874)Drall-6,
(8285)Dralll-1

(9517)IP-All-0,
(9539)IP-Deh-1

(9528)IP-Cal-
0,(9532)IP-Cdo-0,
(9520)IP-Ara-4

(9549)IP-Hum-2

(9782)Lu3-30, (9787)HI-4, (9792)Lu4-2, (9800)Ha-S-B, (9815)Ha-HBT3-11, Star-8, (9771)Pfn-
N2.2-6, (9797)Ha-HBT2-10, (15591)O0EI-1, Tuescha9,
(7461)H55

(8284)Drall-1,
(424)Draha2,
(5921)DralV3-7

(9558)IP-Moc-11




ENTRE M

ONTANHAS

Csa

Csb

Cfa

300 <P <500

(9544)IP-Gua-1, (9554)IP-Lso-0,
(9574)IP-Rel-0, (9822)IP-Aul-0,
(983 1)IP-Cas-0, (9832)IP-Cat-0,
(9834)IP-Cho-0, (9843)IP-Elp-0,
(9852)IP-Ini-0, (9855)IP-Lam-0,
(9857)IP-Leg-0, (9862)IP-Mad-0, (9882)IP-Pil-0

500 <P <700

(6929)Kondara,

2(9100), (9102)Lagl14, (9530)IP-
Car-1, (9537)IP-Cum-1, (9545)IP-
Her-12, Etna-2(9762)

(6963)Sorbo, Bla-1(8264), Lagl-|

700 <P

(9649)Bivio-1, (9651)Filet-

(9962)Galdo-1,(9968)Timpo-1,
ICE102, ICE106, ICE107

1, (9660)Sarno-1, (9869)IPMoj-0,|

IP-Fun-0(9542)

300 <P <500

(9598)IP-Vim-0

500 <P <700

700 <P

(9569)IP-Pds-1,
(9578)IP-Sac-0,
(9963)Lago-1,
(9966)Monte-1,
(9982)Apost-1, Qui-0, ICE111]

Kolar-1(9699).
(9985)Slavi-1,
(9987)Lecho-1

300 <P <500

500 <P <700

(9547)IP-Hor-0,
(9562)IP-Mur-0

IP-Pee-0(9878)

(9523)IP-Ben-0, (9552)IP-Lab-7, (9859)IP-Lro-0,

(9535)IP-Coc-1, (9559)IPMon-5,
IP-Ndc-0(9873)

(9522)IP-Bea-0, (9646)Aiell-
1, (9653)Giffo-1, (9929)ISS20,
"E112

(9826)1P-Bor-0

(9892)IP-Sam-0

(9710)Zerev-1-35

(9544)IP-Gua-1, (9554)IP-Lso-0,
(9574)IP-Rel-0, (9822)IP-Aul-0,
(9831)IP-Cas-0, (9832)IP-Cat-0,
(9834)IP-Cho-0, (9843)IP-Elp-0,
(9852)IP-Ini-0, (9855)IP-Lam-0,

(9552)IP-Lab-7, (9859)IPLro-0

(9857)IP-Leg-0, (9862)IP-Mad-0,(9882)IP-Pil-0,

(6929)Kondara,
(6963)Sorbo, Bla-1(8264), Lag1-
2(9100), (9102)Lag14, (9530)IP-
Car-1, (9537)IPCum-1, (9545)IP-
Her-12,
Etna-2(9762), (9535)IP-Cocl,
(9559)IP-Mon-5

(9649)Bivio-1, (9651)Filet-

1, (9660)Sarno-1, (9869)IPMoj-0.
(9962)Galdo-1,(9968)Timpo-1,
ICE102, ICE106, ICE107.
(9646)Aiell-1, (9653)Gi

1, (9929)I8S-20, ICE112

IP-Fun-0(9542)

(9598)IP-Vim-0,
(9826)IP-Bor-0

(9569)IP-Pds-1,
(9578)IP-Sac-0,
(9963)Lago-1,
(9966)Monte-1,
(9982)Apost-1, Qui-0,
ICE111, (9892)IPSam-0

Kolar-1(9699),
(9985)Slavi-1,
(9987)Lecho-1

(9547)IP-Hor-0,
(9562)IP-Mur-0

(9523)IP-Ben-0, Pee-0(9878)

Ndc-0(9873)

(9522)IP-Bea-0

(9710)Zerev-1-35

(9544)IP-Gua-1, (9554)IP-Ls0-0,
(9574)IP-Rel-0, (9822)IP-Aul-0,
(9831)IP-Cas-0, (9832)IP-Cat-0,
(9834)IP-Cho-0, (9843)IP-Elp-0,
(9852)IP-Ini-0, (9855)IP-Lam-0,

(9552)IP-Lab-7, (9859)IPLro-0

(9857)IP-Leg-0, (9862)IP-Mad-0,(9882)IP-Pil-0,

(6929)Kondara,
(6963)Sorbo, Bla-1(8264), Lag1-|
2(9100), (9102)Lag14, (9530)IP-
Car-1, (9537)IPCum-1, (9545)IP-
Her-12,
Etna-2(9762), (9535)IP-Cocl,
(9559)IP-Mon-5

(9649)Bivio-1, (965 1)Filet-
1, (9660)Sarno-1, (9869)IPMoj-0,
(9962)Galdo-1,
(9968)Timpo-1, ICE102, ICE106,

ICE107,
(9646)Aiell-1, (9653)Gitfo-
1, (9929)ISS-20, ICE112

IP-Fun-0(9542)

(9598)IP-Vim-0,
(9826)IP-Bor-0

(9569)IP-Pds-1,
(9578)IP-Sac-0,
(9963)Lago-1,
(9966)Monte-1,
(9982)Apost-1, Qui-0,
ICE111, (9892)IPSam-0

Kolar-1(9699),
(9985)Slavi-1,
(9987)Lecho-1

(9547)IP-Hor-0,
(9562)IP-Mur-0

(9523)IP-Ben-0, Pee-0(9878)

Ndc-0(9873)

(9522)IP-Bea-0

(9710)Zerev-1-35

(9523)IP-Ben-0, Pee-0(9878)

Ndc-0(9873), Bla-1(8264), Lag1-
2(9100)

(9962)Galdo-1, ICE106, ICE107

(9522)IP-Bea-0,

(9966)Monte-1,
(9982)Apost-1,
ICE111, (9892)IPSam-0

Kolar-1(9699),
(9987)Lecho- 1

(9547)IP-Hor-0

(9544)IP-Gua-1, (9554)IP-Lso-0,
(9574)IP-Rel-0, (9822)IP-Aul-0,
(983 1)IP-Cas-0, (9832)IP-Cat-0,
(9834)IP-Cho-0, (9843)IP-Elp-0,
(9852)IP-Ini-0, (9855)IP-Lam-0,

(9857)IP-Leg-0, (9862)IP-Mad-0,(9882)IP-Pil-0,

(9552)IP-Lab-7, (9859)IPLro-0

(6929)Kondara,
(6963)Sorbo, (9102)Lagl-4, |1
(9530)IP-Car-1, (9537)IPCum-1,
(9545)IP-Her-12,
Etna-2(9762), (9535)IP-Cocl,
(9559)IP-Mon-5

(9649)Bivio-1, (9651)Filet-
, (9660)Sarno-1, (9869)IPMoj-0,
(9968)Timpo-1,
ICE102, (9646)Aiell-1,
(9653)Giffo-1, (9929)ISS20,
ICE112

IP-Fun-0(9542)

(9598)IP-Vim-0,
(9826)IP-Bor-0

(9569)IP-Pds-1,
(9578)IP-Sac-0, (¢
(9963)Lago-1, Qui-0

9710)Zerev-1-35,
(9985)Slavi-1

(9562)IP-Mur-0




ENTRE MONTANHAS

Cfa

Cfb

700 <P

Lag1-6(9104), (9105)Lag1-7, (9106)Lag1-8, Lag2-4(9111), (9113)Lag2-6, (9114)Lag2-7, (9115)Lag2-10, (9676)Mitterberg-4-192, (9690)Castelfed-3-206,
(9691)Castelfed-3-207, (9692)Castelfed-3-208, (9696)Castelfed-4-214, IP-Aru-0(9821), (9970)Altenb-2, Lag2.2

300 <P <500

(9582)IP-Ses-0,
(9705)Choto-1,
(9709)Zerev-1-34

500 <P <700

(9593)IP-Vaz-0, (9597)IP-Vig-1, (9601)IP-
Voz-0,
(9711)Dolna-1-39, (9844)IP-Esn-2,
(9846)IP-Ezc-2, (9860)IP-Lum-0, (9874)IP-
0Oja-0

Lag1-5(9103), (9664)Mitterberg-1-179, (9665)Mitterberg-1-180, (9666)Mitterberg-1-182, (9667)Mitterberg-1-183, (9668)Mitterberg-2-184, Nitterberg-2-185(9669),
(9670)Mitterberg-2-186, Nitterberg-3-187(9671), (9672)Mitterberg-3-188, Nitterberg-3-189(9673), Nitterberg-4-

193(9677), Nitterberg-4-194(9678), Castelfed-1-195(9679), (9680)Castelfed-1-196, (9681)Castelfed-1-197, (9682)Castelfed-1-198, Castelfed-
1-199(9683), Castelfed-2-200(9684), Castelfed-2-201(9685), Castelfed-2-202(9686), (9687)Castelfed-2-203, Castelfed-3-205(9689),
(9693)Castelfed-3-209, Castelfed-4-210(9694), (9695)Castelfed-4-211, (9973)Mitterberg-1-181, (9975)Castelfed-4-213, (9976)Rovero-1, (9979)Voeran-1, ICE212,
ICE213, ICE216

IP-Dar-0(9840)

(410)Doubravnik7, (6951)Pu2-23, Pu2-
56),
(6957)Pu2-8, (9700)Dolna-1-10,
(9712)Dolna-1-40,
(9716)Leska-1-44, (9748)Zagub-1,
(9749)Knjas-1,
(9819)IP-Amu-0, (9901)IP-Urd-1,
(9986)Jablo-1, ICE63

Lag1-6(9104), (9105)Lag1-7, (9106)Lag1-8, Lag2-4(9111), (9113)Lag2-6, (9114)Lag2-7, (9115)Lag2-10, (9691)Castelfed-3-207, IP-Aru-
0(9821), (9970)Altenb-2, Lag2.2, (9665)Mitterberg-1-180, (9976)Rovero-1, ICE216

(9582)IP-Ses-0,
(9705)Choto-1,
(9709)Zerev-1-34

(9593)IP-Vaz-0, (9597)IP-Vig-1, (9601)IP-
Voz-0,
(9711)Dolna-1-39, (9844)IP-Esn-2,
(9846)IP-Ezc-2,
(9860)IP-Lum-0, (9874)IP-Oja-0,
(410)Doubravnik7, (9700)Dolna-1-10,
(9712)Dolnal-40, (9819)IP-Amu-0

Lag1-5(9103), (9664)Mitterberg-1-179, (9666)Mitterberg-1-182, (9667)Mitterberg-1-183, (9668)Mitterberg-2-184, Nitterberg-2-185(9669),
(9670)Mitterberg-2-186, Nitterberg-3-187(9671), (9672)Mitterberg-3-188, Nitterberg-3-189(9673), Nitterberg-4-193(9677), Nitterberg-4-
194(9678), Castelfed-1-195(9679), (9680)Castelfed-1-196, (968 1)Castelfed-1-197, (9682)Castelfed-1-198, Castelfed-1-199(9683), Castelfed-
2-200(9684), Castelfed-2-201(9685), Castelfed-2-202(9686), (9687)Castelfed-2-203, Castelfed-3-205(9689), (9693)Castelfed-3-209,
Castelfed-4-210(9694), (9695)Castelfed-4-211, (9973)Mitterberg-1-181, (9975)Castelfed-4-213, (9979)Voeran-1, ICE212, ICE213, (9676)Mitterberg-4-192,
(9690)Castelfed-3-206, (9692)Castelfed-3-208, (9696)Castelfed-4-214

IP-Dar-0(9840)

(6951)Pu2-23, Pu2-7(6956), (6957)Pu2-8,
(9716)Leska-1-44, (9748)Zagub-1,
(9749)Knjas-1, (9901)IP-Urd-1,
(9986)Jablo-1, ICE63

Lagl-6(9104), (9105)Lag1-7, (9106)Lag1-8, Lag2-4(9111), (9113)Lag2-6, (9114)Lag2-7, (9115)Lag2-10, (9691)Castelfed-3-207, IP-Aru-
0(9821), (9970)Altenb-2, Lag2.2, (9665)Mitterberg-1-180, (9976)Rovero-1, ICE216

(9582)IP-Ses-0,
(9705)Choto-1,
(9709)Zerev-1-34

(9593)IP-Vaz-0, (9597)IP-Vig-1, (9601)IP-|
Voz-0,
(9711)Dolna-1-39, (9844)IP-Esn-2,
(9846)IP-Ezc-2,
(9860)IP-Lum-0, (9874)IP-Oja-0,
(9700)Dolna-1-

10, (9712)Dolna-1-40, (9819)IP-Amu-0

Lag1-5(9103), (9664)Mitterberg-1-179, (9666)Mitterberg-1-182, (9667)Mitterberg-1-183, (9668)Mitterberg-2-184, Nitterberg-2-185(9669),
(9670)Mitterberg-2-186, Nitterberg-3-187(9671), (9672)Mitterberg-3-188, Nitterberg-3-189(9673), Nitterberg-4-193(9677), Nitterberg-4-
194(9678), Castelfed-1-195(9679), (9680)Castelfed-1-196, (9681)Castelfed-1-197, (9682)Castelfed-1-198, Castelfed-1-199(9683), Castelfed-
2-200(9684), Castelfed-2-201(9685), Castelfed-2-202(9686), (9687)Castelfed-2-203, Castelfed-3-205(9689), (9693)Castelfed-3-209,
Castelfed-4-210(9694), (9695)Castelfed-4-211, (9973)Mitterberg-1-181, (9975)Castelfed-4-213, (9979)Voeran-1, ICE212, ICE213, (9676)Mitterberg-4-192,
(9690)Castelfed-3-206, (9692)Castelfed-3-208, (9696)Castelfed-4-214

IP-Dar-0(9840)

(6951)Pu2-23, Pu2-7(6956), (6957)Pu2-8,
(9716)Leska-1-44, (9748)Zagub-1,
(9749)Knjas-1,
(9901)IP-Urd-1, (9986)Jablo-1, ICE63,
(410)Doubravnik7

(9664)Mitterberg-1-179, (9666)Mitterberg-1-182, (9667)Mitterberg-1-183, (9668)Mitterberg-2-184, Nitterberg-2-185(9669),
(9670)Mitterberg-2-186, Nitterberg-3-187(9671), (9672)Mitterberg-3-188, Nitterberg-3-189(9673), Nitterberg-4-193(9677), Nitterberg-4-
194(9678), Castelfed-1-195(9679), (9680)Castelfed-1-196, (9681)Castelfed-1-197, (9682)Castelfed-1-198, Castelfed-1-199(9683), Castelfed-
2-200(9684), Castelfed-2-201(9685), Castelfed-2-202(9686), (9687)Castelfed-2-203, Castelfed-3-205(9689), (9693)Castelfed-3-209,
Castelfed-4-210(9694), (9695)Castelfed-4-211, (9973)Mitterberg-1-181, (9975)Castelfed-4-213, (9979)Voeran-1, ICE212, ICE213,
(9676)Mitterberg-4-192, (9690)Castelfed-3-206, (9692)Castelfed-3-208, (9696)Castelfed-4-214, Lag1-6(9104), (9105)Lag1-7, (9106)Lag1-8, IP-Aru-0(9821),
(9970)Altenb-2, Lag2.2, (9665)Mitterberg-1-180

(6951)Pu2-23, Pu2-7(6956), (6957)Pu2-8,
(9748)Zagub-1, (9749)Knjas-1, (9901)IP-
Urd-1,

(9986)Jablo-1, ICE63, (410)Doubravnik7,
(9597)1IP-

Vig-1, (9601)IP-Voz-0, (9846)IP-Ezc-2,
(9860)IPLum-0, (9874)IP-Oja-0

Lag2-4(9111), (9113)Lag2-6, (9114)Lag2-7, (9115)Lag2-10, (9691)Castelfed-3-207, (9976)Rovero-1, ICE216, Lag1-5(9103)

(9582)1P-Ses-0,
(9705)Choto-1,
(9709)Zerev-1-

34,IPDar-0(9840)

(9593)IP-Vaz-0, (9711)Dolna-1-39,
(9844)IP-Esn-
2, (9700)Dolna-1-10, (9712)Dolna-1-40,
(9819)IPAmu-0, (9716)Leska-1-44




ENTRE MONTANHAS MONTANHA
Cfb Ds a Dfa Dfb Dfc BSk Csa
700 <P 300 <P <500 500 <P <700] 300<P<500| 500<P <700 700 <P 500 <P <70 300 <P <500 | 300<P <500

(5353)UKNWO06-003, (5486)UKNW06-233,
UKID11(5718), (5748)Kil-0, (5757)Mc-1, (7372)Tscha-1,
(9540)IP-Elb-0, (9557)IP-Moa-0, (9565)IP-Orb-10,
(9567)IP-Pal-0, (9571)IP-Pro-0, (9588)IP-Tol-7, (9823)IP-

Tol-0(7356),
Bae-0, (9850)IP-H

o (9626)Kolyv-3, (9833)IP-Cha-0, I((?;?ZZ]AE’;']:
estkar- 9 i- 29)Stiav- - R o
0, (9853)IP-Lac-0, (9854)IP-Laf-1, ©O766 Westkar-4, ICET3 | 5(7358), Tol.- (}; 7332)F o 71 (5729)Stiav-2 9;‘; S‘;i t:)(%}(;’)' ICE1S3,
(9868)IP-Moc-0, IP-Ovi-1(9875), (9890)IP-Rib-1, 3(7359) k-2, Bake (O8ET)IP-Pun- (9939)Aitba-2
(9927)ARR-17, (9971)Bozen-1.1, (9972)Bozen-1.2, (9978)Vezzano-
22
(5741)For-2, Ba-1(7014), (7418)Zu-1, (831 )In-0, ©OT8Stiav-1
(9524)IP-Ber-0, (9591)IP-Vad-0, Hof-1(9772), Obh- Kz-13(6830), (9738)Bran-1, - '
y Stiav-3(9731), 7288)0y-0 | IP-Hoy-0(9548 IP-Alm-0(9518
13(9789), (9827)IP-Bos-0, (9880)IP-Pib-1, (9928)BEZ-9, ICE181, (6931)Kz-9 (9739)Toc-1 H*‘Ai‘}a-l((‘ﬂ?z)i (7288)0y: 0y-0(9548) m-00518)
ICE226, ICE228 e 7
(5353)UKNWO06-003, (5486)UKNW06-233,
UKID11(5718), (5748)Kil-0, (5757)Mc-1, (7372)Tscha-1,
(9540)IP-EIb-0, (9557)IP-Moa-0, (9565)IP-Orb-10, Tol-0(T356), (9626)Kolyv-3, (9606)Aitba-1,
(9567)IP-Pal-0, (9571)IP-Pro-0, (9588)IP-Tol-7, (9823)IP- Tor 743 Fured. (©O833)P-Cha-0, | ICEI50, 1ICE1%2
Bac-0, (9850)IP-Hec-0, (9853)IP-Lac-0. (9854)IP-Lat-1, (9766)Westkar-4 2(7358), Tol- Bak.2 Bak7, (9729)Stiav-2 (98SHIb-Pum0 CEIS3,
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(5741)For-2, (7418)Zu-1, (8311)In-0, Hof-1(9772), Obh-
13(9789), ICE181, ICE226, ICE228, (9854)IP-Laf-1,
(9978)Vezzano-

(5486)UKNWO06-233, ICE73
UKIDI1(5718), (5748)Kil-0, (5757)Mc-1, (9571)IP-Pro-

Ke-136530). | O73OTocLBak- | 9728)Stav- 1 Stiav-
Tol-0(7356) 121)3])&_9' 2, Bak-7, 3(9731), Halca- (7288)0y-0 | 1P-Hoy-0(9548) | 1P-AIm-09518)
(9738)Bran-1 19732)
0, (9823)IP-Bae-0, (9868)IP-Moe-0, IP-Ovi-1(9875)
(5353)UKNWO06-003, (7372)Tscha-1, (9540)IP-Elb-0,
(955T)1P-Mo-0, (9565)IP-Orb- 10, (9567)1P-Pal-O, (9833)1P-Cha-0, Tp|  OS0OIAba-1.
(9588)IP-Tol-7, (9850)IP-Hec-0, (9853)IP-Lac-0, - Tol-2(7358), (9626)Kolyv-3 ) >0 T ICE150, ICE1S2,
(9890)IP-Rib-1, (9927)ARR-17, (9971)Bozen-1.1, (O766)Westkar-4 Tol3(7359 (9743)Furni-1 O729)Stiav-2 QCS‘;“;UI(}??(’)'O ICE153,
(9972)Bozen-1.2, (9524)IP-Ber-0, (9591)IP-Vad-0, (O88T)IP-Pun (9939)Aitba-2
(9827)IP-Bos-0, (9928)BEZ-9, Ba-1(7014), (9880)IP-Pibl




MONTANHA

Csb

Cfa

Cfb

500 < P <700

(9583)IP-Sne-0,
(9745)Sij1/96,
(9830)IP-Bus-0

700 <P

(9543)IP-Gra-0,
(9764)Qar-8, Dog-4

300 <P <500

(9079)Lerik2-1, (9081)Lerik2-3,
(9084)Lerik2-6, (9085)Lerik2-7, (9527)IP-
Cad-0, (9561)IP-Mun-0, (9576)IP-Rev-0,
(9841)IP-Ees-0, (9867)IP-Mie-1, (9881)IP-
Pie-0, (9888)IP-Pva-1, (9904)IP-Vas-0, Ped-0

500 <P <700

(7033)Buckhorn, (9828)IP-Bra-0,

(9858)IP-Loz-0, (9871)IP-Nac-0,

(9885)IP-Prd-0, (9905)IP-Ven-0,
ICE93, Nemrut-1, Pra-6

500 <P <700

Yo-0(7416), (9594)IP-VdmO,
ICE

300 <P <500

(9536)IP-Cor-0

500 < P <700

(9586)IP-Tam-0, (9706)Dospa-1,
(9707)Podvi-1, (9718)Smolj-1,
(9866)IP-

Mdd-0, (9883)IP-Pig-0, (9898)IP-
Som-0, (9903)IP-Val-0, ICE29

IP-Cap-1(9529)

Bik-1(9761)

(9584)IP-Stp-0, (9849)IP-Gud-3

Melni-1(9703), (9704)Melni-
2

(9587)IP-Tdc-0

(9546)IP-Hom-4, (9564)IP-Nog-17,
(9697)Dolen-1, Groch-1(9722), Leo-
1, ICE33

(9583)IP-Sne-0,
(9745)Sij1/96,
(9830)IP-Bus-0, IPCap-
1(9529)

(9543)IP-Gra-0,
(9764)Qar-8, Dog-4

(9079)Lerik2-1, (9081)Lerik2-3,
(9084)Lerik2-6, (9085)Lerik2-7, (9527)IP-
Cad-0, (9561)IP-Mun-0, (9576)IP-Rev-0,
(9841)IP-Ees-0, (9867)IP-Mie-1, (9881)IPPie-0,
(9888)IP-Pva-1, (9904)IP-Vas-0, Ped-0, (9584)IP-
Stp-0, (9849)IP-Gud-3

(7033)Buckhorn, (9828)IP-Bra-0,

(9858)IP-Loz-0, (9871)IP-Nac-0,

(9885)IP-Prd-0, (9905)IP-Ven-0,
ICE93, Nemrut-1, Pra-6

Yo-0(7416), (9594)IP-VdmO0,
ICE7

(9536)IP-Cor-0

(9586)IP-Tam-0, (9706)Dospa-1,
(9707)Podvi-1, (9718)Smolj-1,
(9866)IPMdd-0, (9883)IP-Pig-0,
(9898)IP-Som-0,
(9903)IP-Val-0, ICE29, (9546)IP-
Hom-4, (9697)Dolen-1, Leo-1

Bik-1(9761)

Melni-1(9703), (9704)Melni-
2

(9587)IP-Tdc-0

(9564)IP-Nog-17, Groch-1(9722),
ICE33

(9583)IP-Sne-0,
(9745)Sij1/96,
(9830)IP-Bus-0, IPCap-
1(9529)

(9543)IP-Gra-0,
(9764)Qar-8, Dog-4

(9079)Lerik2-1, (9081)Lerik2-3,
(9084)Lerik2-6, (9085)Lerik2-7, (9527)IP-
Cad-0, (9561)IP-Mun-0, (9576)IP-Rev-0,
(9841)IP-Ees-0, (9867)IP-Mie-1, (9881)IPPie-0,
(9888)IP-Pva-1, (9904)IP-Vas-0, Ped-0, (9584)IP-
Stp-0, (9849)IP-Gud-3

(7033)Buckhorn, (9828)IP-Bra-0,

(9858)IP-Loz-0, (9871)IP-Nac-0,

(9885)IP-Prd-0, (9905)IP-Ven-0,
ICE93, Nemrut-1, Pra-6

Yo-0(7416), (9594)IP-VdmO0,
ICE

(9536)IP-Cor-0

(9586)IP-Tam-0, (9706)Dospa-1,
(9707)Podvi-1, (9718)Smolj-1,
(9866)IPMdd-0, (9883)IP-Pig-0,
(9898)IP-Som-0,
(9903)IP-Val-0, ICE29, (9546)IP-
Hom-4, (9697)Dolen-1, Leo-1

Bik-1(9761)

Melni-1(9703), (9704)Melni-
2

(9587)IP-Tdc-0

(9564)IP-Nog-17, Groch-1(9722),
ICE33

(9830)IP-Bus-0

Bik-1(9761)

(9576)IP-Rev-0

(9828)IP-Bra-0, (9858)IP-Loz-0,
ICE93, Nemrut-1

Yo-0(7416), Melni-1(9703)

(9587)IP-Tdc-0

(9564)IP-Nog-17, ICE33, (9883)IP-
iq-

0, (9903)IP-Val-0

(9583)IP-Sne-0,
(9745)Sij1/96, IPCap-
1(9529)

(9543)IP-Gra-0,
(9764)Qar-8, Dog-4

(9079)Lerik2-1, (9081)Lerik2-3,
(9084)Lerik2-6, (9085)Lerik2-7, (9527)IP-
Cad-0, (9561)IP-Mun-0, (9841)IP-Ees-0,
(9867)IP-Mie-1, (988 1)IP-Pie-0, (9888)IPPva-1,
(9904)IP-Vas-0, Ped-0, (9584)IP-Stp-0, (9849)IP-
Gud-3,(9849)IP-Gud-3

(7033)Buckhorn, (9871)IP-Nac-0,
(9885)IP-Prd-0, (9905)IP-Ven-0, Pra-
6

(9594)IP-Vdm-0,
(9704)Melni-2, ICE7

(9536)IP-Cor-0

(9586)IP-Tam-0, (9706)Dospa-1,
(9707)Podvi-1, (9718)Smolj-1,
(9866)IPMdd-0, (9898)IP-Som-0,
ICE29,
(9546)IP-Hom-4, (9697)Dolen-1,
Leo-1, Groch-1(9722)




MONTANHA

Cfb

Dfb

Dsb

BSk

700 <P

P <300

300 <P <500

500<P<
700

700 <P

300 <P <500

500 <P <700

P <300

300 < P < 500

P <300

300 < P < 500

(9525)IP-Bis-0, (9550)IP-Iso-4,

(9568)IP-Pan-0, (9577)IP-Ria:

(958 IP-Sdv-3, (9824)IP-Bes-5,
(9894)IP-Sen-0, Vie-0, ICE169, ICE173

(768)Zal-1

(9121)Bak-5

(765)Sus-1,
(766)Dja-1

(10008)Sij-1,
(10009)Si,
(10010)Sij

(772)Neo-6

(763)Kar-1

(9758)Altai-5,
(10015)Ara-1, Sha

IP-Coy-0(9839)

(8297)Ge-0, (9599)IP-Vin-0,
(9851)IP-Hue-3, (9876)IP-Pad-0,
(9877)IP-PdI-0, (9886)IP-Pru-0, (9899)IP-
Tau-0

Geg-14(9125),
(9128)Yeg-2,
(9130)Yeg-4, Yeg-
5(9131), Yeg-
7(9133), Yeg8(9134),
Yeg-1

(7298)Pi-0,
(7333)Sei-0

(7183)Kas-1,
(8424)Kas-2

(9525)IP-Bis-0, (9550)IP-Iso-4,
(9568)IP-Pan-0, (9577)IP-Ria-
(9581)IP-Sdv-3, (9824)IP-Bes:
(9894)IP-Sen-0, Vie-0, ICE169,
ICE173, (8297)Ge-0, (9599)IP-Vin-
0, (9851)IP-Hue-3, (9876)IP-Pad0,
(9877)IP-PdI-0, (9886)IP-Pru-0

(768)Zal-1

(9121)Bak-5

(7333)Sei-0

(765)Sus-1,
(766)Dja-1

(10008)Sij-1,
(10009)Sij-2,
(10010)Sij-4

(772)Neo-6

(763)Kar-1

(9758)Altai-5,
(10015)Ara-1, Sha

TP-Coy-0(9839)

(9899)IP-Tau-0

Geg-14(9125),
(9128)Yeg-2,
(9130)Yeg-4, Yeg-
5(9131), Yeg-
7(9133), Yeg8(9134),
Yeg-1

(7298)Pi-0

(7183)Kas-1,

(9525)IP-Bis-0, (9550)IP-Iso-4,
(9568)IP-Pan-0, (9577)IP-Ria-0,
(9581)IP-Sdv-3, (9824)IP-Bes-5,

(9894)IP-Sen-0, Vie-0, ICE169,

ICE173, (8297)Ge-0, (9599)IP-Vin-

0, (9851)IP-Hue-3, (9876)IP-Pad0,
(9877)IP-PdI-0, (9886)IP-Pru-0

(768)Zal-1

(9121)Bak-5

(7333)Sei-0

(765)Sus-1,
(766)Dja-1

(10008)Sij-1,
(10009)Sij-2,
(10010)Sij-4

(772)Neo-6

(763)Kar-1

(9758)Altai-5,
(10015)Ara-1, Sha

IP-Coy-0(9839)

(9899)IP-Tau-0

Geg-14(9125),

(9128)Yeg-2,
(9130)Yeg-4, Yeg-

5(9131), Yeg-
7(9133), Yeg8(9134),

Yeg-1

(7298)Pi-0

(7183)Kas-1,
(8424)Kas-2

(9581)IP-Sdv-3, (9877)IP-PdI-0

Geg-14(9125),
(9128)Yeg-2,
(9130)Yeg-4, Yeg-
5(9131), Yeg-
7(9133), Yeg8(9134),
Yeg-1

(9121)Bak-5

(7298)Pi-0

(10008)Sij-1

IP-Coy-0(9839)

(9525)IP-Bis-0, (9550)IP-Iso-4,
(9568)IP-Pan-0, (9577)IP-Ria-0,
(9824)IP-Bes-5, (9894)IP-Sen-0,
Vie-0, ICE169, ICE173, (8297)Ge-
0, (9599)IP-Vin-0, (9851)IP-Hue-
3, (9876)IP-Pad-0, (9886)IP-Pru-0,
(9899)IP-Tau-0

(768)Zal-1

(7333)Sei-0

(765)Sus-1,
(766)Dja-1,
(7183)Kas-1,
(8424)Kas-2

(10009)Sij-2,
(10010)Sij-4

(772)Neo-6

(763)Kar-1

(9758)Altai-5,
(10015)Ara-1, Sha




APENDICE 4 - GRAFICOS DE RAMANCHANDRAN PARA AS ESTRUTURAS DE
REFERENCIA ANALISADAS PELO SERVIDOR MolProbity

MolProbity Ramachandran analysis

General case

Estrutura do PHYRE2 Columbia0.pdb

Pre-proline

\J
/]
i
]

N
=

~

@

ABD T TR b q
-180 o] Phi 180
Trans proline
180 K( \
o
1 21
Psi - O /
0 f'\o\
1 \35
180 LY . ‘
-180 0 Phi 180

93.4% (211/226) of all residues were in favored (98%) regions.
98.7% (223/226) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 3 outliers (phi, psi):

163 ASP (87.6,31.1) 244 GLU (97.5,19.6) 248 MET (-69.7, -2.8)

Isoleucine and valine
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MolProbity Ramachandran analysis

Estrutura do I-TASSER Columbia0.pdb

General case Isoleucine and valine
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66.8% (233/349) of all residues were in favored (98%) regions.
72 SER (19.3, 38.3)
84.2% (294/349) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

86 GLU (-106.9, -53.5)



MolProbity Ramachandran analysis

Estrutura do Modeller Columbia0.pdb

General case Isoleucine and valine
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94.9% (167/176) of all residues were in favored (98%) regions.
97.7% (172/176) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 4 outliers (phi, psi):
42 ASP (-167.6,32.2) 120 SER (-57.7,-78.7) 143 TYR (-9.7,123.9) 149 GLN (177.2, -164.3)



