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RESUMO

O feijao-caupi € uma das mais antigas leguminosas cultivadas, com destacada
importancia em areas tropicais e subtropicais. No Brasil, € uma das principais fontes
de nutrientes para a dieta humana e animal, representando 80% da producao de
graos nas regioes norte e nordeste. Entretanto, fatores como seca e salinidade (as
duas principais adversidades ambientais em regifes semiaridas) tém prejudicado
tanto a quantidade quanto a qualidade da producéo do feijdo-caupi. Neste sentido, 0
estudo de proteinas que agem como facilitadoras da passagem de agua entre as
membranas bioldgicas e na prevencdo da passagem de ions e outros solutos na
célula é fundamental para o entendimento de como algumas plantas respondem a
tais adversidades. Entre estas proteinas as aquaporinas merecem atencao, tratando-
se de uma familia de pequenas proteinas transmembranas (24-30 kDa), dividida em
qguatro subfamilias, incluindo as Proteinas de Membrana Plasmatica (PIP), Proteinas
de Membrana de Tonoplasto (TIP), Proteinas de Membrana de No&dulos (NIP) e
Pequenas Proteinas Basicas Intrinsecas de Membrana (SIP). Apesar da grande
guantidade de dados sobre aguaporinas nos vegetais, nada se sabe sobre estes
transportadores em algumas culturas de importancia econdmica, como o feijao-
caupi. Utllizando dados de EST (Expressed Sequence Tags), 37 transcritos
candidatos a aquaporinas foram identificados em feijdo-caupi por meio de buscas
com ferramentas de bioinformatica, onde 27 apresentavam o dominio integro e 10
encontravam-se incompletas. Analises fenéticas das sequéncias de aminoacidos
dividiram esta familia nas quatro subfamilias ja conhecidas para outras espécies
vegetais, sendo 11 PIPs (cinco PIP1 e seis PIP2), 10 TIPs (quatro TIP3 e seis TIP),
qguatro NIPs e duas SIPs. Os alinhamentos multiplos gerados a partir das sequéncias
com dominio MIP completo, indicaram que as regifes ar/R das aquaporinas do
feijdo-caupi, em sua maioria, sdo similares as presentes em Arabidopsis, milho e
arroz, apontando para afinidades com o mesmo tipo de soluto transportado. A
expressao dos transcritos foi observada em todos os tecidos vegetais, estando
associadas ao transporte de diferentes tipos de solutos nos compartimentos
celulares. As aquaporinas identificadas neste estudo representam um importante
recurso geneético, fornecendo alvos em potencial para modificar as propriedades do
uso de agua em feijdo-caupi ou em outras leguminosas relacionadas.

Palavras-chave: bioinformatica; leguminosa; NordEST; Expressed Sequence Tag;
Modelagem.



ABSTRACT

Cowpea is one of most ancient legumes cultivated by man, with outstanding
importance in tropical and subtropical areas. In Brazil this legume is one of the main
sources of nutrients for human and animal diet, representing 80% of grain production
in the north and northeastern regions. However, factors like drought and salinity (the
two main environmental adversities in semiarid regions) have affected both quantity
and quality of cowpea production. In this sense, the analysis of proteins that act as
water flux facilitators across biological membranes preventing the penetration of ions
and other solutes in cells is critical to understand how some plants respond to such
adversities. Among these proteins, the aquaporins deserve special attention,
regarding a family of small transmembrane proteins (24-30 kDa), divided into four
subfamilies, including the Plasma Intrinsic Proteins (PIP), Tonoplast Intrinsic Proteins
(TIP), Nodulin26-like Intrinsic Proteins (NIP) and Small and Basic Intrinsic Proteins
(SIP). Despite the large amount of data over plant aquaporins, no evaluation was
carried out about these transporters in some economically important crops, such as
cowpea. Using EST data (Expressed Sequence Tags), 37 aquaporin candidates
have been identified in cowpea by searching with bioinformatic tools, where 27
sequences presented complete domains and 10 were incomplete. Phenetic analysis
of amino acid sequences has grouped this family into four subfamilies known for
other plant species, 11 PIPs (five PIP1 and six PIP2), 10 TIPs (four TIP3 and six
other TIPs), four NIPs and two SIPs. The multiple alignments from complete
sequences, indicated that most of the ar/R regions on cowpea aquaporins were
similar to those found in Arabidopsis, maize and rice, indicating similarities
concerning the type of solute transport. The transcript expression was observed in all
plant tissues, associated with solutes transport in different cellular compartments.
The aquaporins identified in this study represent important genetic resources,
providing potential targets to modify the properties of water usage in cowpea or other

related legumes.

Keywords: bioinformatics, legume, NordEST; Expressed Sequence Tag; modelling.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema geral da resposta vegetal ao estresse abidtico, em
especial seca e salinidade. As células vegetais recebem os varios sinais
através de uma variedade de sensores (muitos ainda desconhecidos), os
sinais sdo traduzidos para as diferentes vias por meio de hormonios
vegetais, transdutores de sinal e reguladores de transcricdo. Genes estresse
induzidos séo regulados por diversos sinais, e muitos regulados por fatores
de transcricdo (TFs) induzidos por estresse (uma cascata transcricional).
Muitos destes genes codificam para proteinas diretamente envolvidas na

tolerancia ao estresse (Fonte: Benko-Iseppon et al., 2012).

Figura 2. Via genérica da resposta vegetal frente ao estresse hidrico, salino
e baixas temperaturas, evidenciando a comunicag¢do cruzada entre as

diferentes vias de sinalizacdo. (Adaptado de Mahajan e Tuteja, 2005).

Figura 3. Modelo do transporte de moléculas de agua através das

aguaporinas nas membranas celulares. (Adaptada de Zhao et al., 2008).

Figura 4. Representacdo da estrutura molecular da aquaporina de espinafre
(Spinacia oleracea, Chenopodiaceae). A. Estrutura da conformacéo aberta
da SoPIP2;1 [Protein Data Bank ID: 36623], arranjo tetramérico tipico; B e C.
Estrutura do monbémero, conformacdo lateral e superior, em amarelo

evidenciados os dois motivos NPA (Asn-Pro-Ala).

Figura 5. Modelo da estrutura de uma aquaporina, evidenciando as
principais caracteristicas estruturais. Alfa-hélices representadas pelos
retdngulos azuis. Nela estdo presentes os seis dominios transmembrana
(H1-H6), conectados pelos cinco loops (LA-LE). Dois dominios alfa-hélices
nos loops B e E, contendo os dois motivos NPA, formadores do poro

(esquema do autor).

Figura 6. Diagrama esquematico da localizacdo das diferentes familias de

aquaporinas nas organelas vegetais. PIPs: localizadas na membrana

Pagina

19

21

23

28

29

31
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Membrana de Nodulos) e SIP (Pequenas Proteinas Basicas Intrinsecas de

Membrana).
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Figura 18. Perfil de expressdo obtido apds clusterizagdo hierdrquica
realizada pelo programa CLUSTER 3.0 dos transcritos de aquaporinas de
feijdo-caupi. Os guadrados em laranja indicam alta expressédo, em laranja
mais claro indicam baixa expressao e em amarelo, auséncia de expressao.
Abreviagdes: Mil: mix de tecidos; Lfm: folha e meristema apical; Dsd:
sementes em desenvolvimento; Rt3: raiz; Lf3: folha; Bud: botéo floral; RtS:

raizes sob salinidade.
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preto referem-se aos modelos gerados para as subfamilias PIP (A), TIP (B),
NIP (C) e SIP (D); os pontos em vermelho referem-se ao Z-score do modelo
de aquaporina de espinafre (SoPIP2-1).

Figura 21. Visualizacdo da similaridade dos fragmentos isolados do cDNA
de Vigna unguiculata e seus respectivos primers contra 0S transcritos
caracterizados como aquaporinas no banco de dados NordEST utilizando o
resultado do BLASTn no programa Circoletto. Regibes coloridas
representam os niveis de similaridade baseando-se nos scores: Azul — score
menor que 100; Verde — score entre 100 e 170; Laranja — score entre 170 e

240; Vermelho — score superior a 240.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi € uma das leguminosas mais antigas utilizadas pelo homem,
sendo cultivado desde regides tropicais, subtropicais de baixa altitude até altitudes
superiores a 1.600 m (EHLERS; HALL, 1997). Esta cultura apresenta importancia
vital na Asia, Africa e América (MUCHERO et al., 2009), com mais de 8,5 milhdes de
ha cultivados e produgédo anual superior a trés milhbes de toneladas, sendo
considerada grande fonte de proteinas, carboidratos, célcio, ferro e vitaminas na
alimentacdo humana (PHILLIPS et al., 2003). Em regifes semi-aridas, o feijao-caupi
representa uma importante forrageira e alimenticia, destacando-se como um produto
valioso para a producéo e o comércio de graos (TIMKO et al., 2007).

Entretanto, nos paises em desenvolvimento, o feijao-caupi tem recebido
pouca atencdo, principalmente com relacdo a sua importancia econémica e social.
Porém, avancos no melhoramento desta cultura vém surgindo com o
desenvolvimento das varias Omicas, juntamente com o conhecimento adquirido
nestas areas com espeécies modelos de leguminosas (SINGH, 2005; TIMKO et al.,
2007).

Dentre os estresses ambientais que afetam drasticamente a produtividade do
feijdo-caupi, o déficit hidrico destaca-se como um dos mais importantes,
principalmente por afetar todos os aspectos relacionados ao desenvolvimento e
crescimento vegetal, incluindo mudancas bioquimicas e fisiolégicas. A agua,
elemento indispensavel para as células vivas, compreende o solvente universal
presente em processos como a respiracao celular e fotossintese, fundamental para
sobrevivéncia e desenvolvimento vegetal (CHAUMONT et al., 2005). Para facilitar o
transporte de 4gua e de outras pequenas moléculas polares através das membranas
hidrofobicas, os organismos vivos dispdem de uma variedade de canais proteicos
integrantes de membranas. As aquaporinas ou Major Intrinsic Proteins (MIPs —
Proteinas Intrinsecas de Membrana) formam uma grande e evolutivamente
conservada superfamilia de canais de membrana, encontradas em todos os tipos de
organismos, incluindo eubactéria, archebactérias, fungos, animais e plantas (AGRE;
KOZONO, 2003; HEYMANN; ENGEL, 1999).

Estas proteinas apresentam fungdes chave na permeabilidade a dgua através

das membranas em uma variedade de processos fisiologicos, como a captacao de
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agua do solo, transporte célula-célula e raiz-caule, homeostase celular e controle do
gradiente osmotico (TYEMAN et al., 2002; MAUREL et al., 2008; UEHLEIN;
KALDENHOFF, 2008; HEINEN et al.,, 2009). Estudos recentes também relatam
membros de aquaporinas com fungdes importantes em outros processos, como a
absorcao e translocacao de nutrientes, remobilizacdo de nitrogénio e transducao de
sinais (KALDENHOFF; FISCHER, 2006; BIENERT et al., 2008; GOMES et al., 2009;
SOTO et al., 2010).

As aquaporinas vegetais formam uma grande e divergente superfamilia de
proteinas com mais isoformas do que em outros organismos. Até o0 momento, foram
identificados mais de 35 membros da superfamilia MIP (Major Intrinsic Proteins) em
Arabidopsis thaliana (JOHANSON et al., 2001), 31 em Zea mays (CHAUMONT et
al., 2001), 33 em Oryza sativa (SAKURAI et al., 2005). Mais recentemente, 23
isoformas foram descritas na briofita Physcomitrella patens (DANIELSON;
JOHANSON, 2008), 55 na arbérea Populus tricocharpa (GUPTA,
SANKARARAMAKRISHNAN, 2009) e 71 em algodao (PARK et al., 2010). O nimero
de diferentes isoformas de aquaporinas nos organismos vegetais implica na
importancia que estas possuem em eventos como o rapido crescimento celular e
adaptacdo a seca por meio da regulacdo da regulacdo do transporte de agua
(ALEXANDERSSON et al., 2005).

Baseando-se na similaridade de suas sequéncias, esta superfamilia € dividida
em cinco subfamilias evolucionariamente distintas: (i) PIP, proteinas de membrana
plasmatica (Plasma Membrane Intrinsic Proteins); (ii) TIP, Proteinas de membrana
de tonoplasto (Tonoplast Intrinsic Proteins); (iii) NIP, Proteinas de membrana de
nodulos (Nodulin26-like Intrinsic Proteins); (iv) SIP, Pequenas proteinas basicas
intrinsecas de membranas (Small Basic Intrinsic Proteins) e a recentemente
descoberta, XIP, uma proteina intrinseca de membrana n&o caracterizada,
denominada de X (CHAUMONT et al., 2001; JOHANSON et al, 2001,
DANIELSON;JOHANSON, 2008; BIENERT et al., 2011).

Estruturalmente esses peptideos apresentam uma estrutura quaternaria
tetramérica, onde cada mondmero consiste em seis hélices transmembranas (H1-
H6) conectados por cinco “loops” (A-E) e duas hemi-hélices transmembranas nos
loops B e E, cada uma contendo os motivos conservados NPA (asparagina-prolina-
alanina), responsaveis pela formacao da constricdo central do poro (CHAUMONT et
al., 2005; KRUSE et al., 2006). A segunda constricdo de seletividade das
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aguaporinas, a regiao arginina/aromatica (ar/R) € formada por quatro residuos de
aminoacidos (R1-R4) que contribuem para o tamanho da barreira de exclusédo e
pontes de hidrogénio necessérias para o transporte efetivo de substrato (MURATA et
al., 2000; LUDEWIG; DYNOWSKI, 2009). Tais residuos sao localizados na hélice
transmembrana 2 (H2), hélice transmembrana 5 (H5) e loop E (LE1 e LE2)
(BIENERT et al., 2011), sendo determinantes para a especificidade de transporte
para diferentes moléculas como amoénia (LIU et al., 2003; JAHN et al., 2004; LOQUE
et al., 2005), acido latico (CHOI; ROBERTS, 2007), B (boro) (TAKANO et al., 2006),
silicio (MA et al., 2006), CO, (F UEHLEIN et al., 2003; LEXAS et al., 2006), entre
outros.

Apesar da sua importancia no transporte de agua tanto em nivel celular
quanto fisiolégico, o entendimento por completo das funcdes fisiolégicas e
mecanismos regulatérios das aquaporinas é de dificil elucidacdo (HACHEZ et al.,
2006), dada sua vasta diversidade na especificidade de substrato, localizagéo,
regulacdo transcricional (em resposta aos estresses) e poés-traducional (MAUREL,
2007). Além disso, algumas aquaporinas sdo expressas constitutivamente, enquanto
outras sao controladas por determinadas condicdes ambientais e possuem
especificidade tecidual (ALEXANDERSSON et al., 2005; BROUSIAC et al., 2005).

Para o completo entendimento das relagdes hidricas e sua associacdo ao
transporte de pequenas moléculas polares em nivel molecular faz-se necessario nao
somente identificar todo o conjunto de aquaporinas, mas também entender como
funcionam seus aspectos de especificidade, bem como tracar o perfil de expresséo
dessas proteinas (DANIELSON; JOHANSON, 2008). Neste sentido, a utilizacdo de
métodos in silico, utilizando bancos de dados de genoma completo ou bancos de
sequéncias expressas (ESTs - Expressed Sequence Tags), tem sido uma estratégia
bastante eficiente tanto na identificacdo de genes codificantes para aquaporinas,
bem como na determinac¢do do conjunto total de aguaporinas de um dado organismo
(CHAUMONT et al., 2001; PARK et al., 2010). Assim, neste estudo objetivou-se a
identificagdo e a caracterizacdo de genes codificadores para aquaporinas no
transcriptoma do feijao-caupi, com vistas a catalogacdo e caracterizacdo de
elementos Uteis para programas de melhoramento contra seca e salinidade desta
importante cultura.

14



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DA AGUA NAS PLANTAS

A agua é uma das mais importantes substancias do nosso planeta, tratando-
se do meio onde a vida evoluiu primordialmente. As plantas adaptaram-se as mais
diversas condicOes terrestres, desenvolvendo mecanismos morfofisioldgicos que
possibilitaram essa adaptacdo, até mesmo em ambientes com baixas condicdes
hidricas (NEPOMUCENO et al.,, 2001). Essas adaptacdes incluiram raizes, que
permitiam a absorcédo de agua e nutrientes a partir de grandes volumes de solo; um
sistema vascular, que permitia um rapido transporte da agua e de produtos da
fotossintese; e uma cuticula bem desenvolvida, com estbmatos, que permitia a
entrada de diéxido de carbono, mas capaz de controlar a perda de agua dos tecidos
(KRAMER; BOYER, 1995).

A disponibilidade de agua impde forte pressdo seletiva aos organismos
vegetais, uma vez que a mesma é fundamental em todos os aspectos fisiolégicos
(BOHNERT, et al., 1995; BRAY, 1997). E componente de muitos processos
fisiolégicos, incluindo a fotossintese, a hidrélise do amido, além do seu papel na
turgescéncia celular e, consequentemente, no crescimento vegetal (SILVA;
FREITAS, 1998). A distribuicdo e abundancia das plantas em sistemas naturais e
agricolas séo incisivamente determinadas pela disponibilidade da dgua (MCKAY, et
al., 2003). Estudar as relacfes entre a agua, o solo, as plantas e a atmosfera, torna-
se importante devido a diversidade de funcdes bioquimicas, fisioldgicas e ecoldgicas

gue a mesma exerce sobre 0 meio e sobre as plantas.

Para extrair os nutrientes do solo necessarios ao seu desenvolvimento, as
plantas precisam de certa quantidade de &gua, a qual serve como veiculo de
transporte destes e de fotoassimilados. A entrada de agua na planta ocorre por meio
da absorcéo em toda a sua superficie, sendo que a maior parte do suprimento vem
do solo (PAIVA; OLIVEIRA, 2006). A quantidade de agua absorvida pelo sistema
radicular depende da quantidade de agua do solo disponivel para a planta, do
arejamento, da temperatura do solo, da concentracdo da solugédo e da taxa de

transpiracdo (KERBAUY, 2004). A agua disponivel refere-se a quantidade de agua
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gue as plantas podem reter ou armazenar entre a capacidade de campo e o ponto
de murcha (BERNARDO et al., 2006). A capacidade de campo corresponde ao
conteudo de agua em um solo depois de ter sido saturado com agua, Cujo excesso
foi drenado (TAIZ; ZEIGER, 2004). J4 o ponto de murcha corresponde a0 momento

em que a planta ndo consegue mais retirar 4gua do solo (BERNARDO et al., 2006).

Entre os recursos que a planta necessita para crescer e se desenvolver, a
agua € o mais abundante e também o mais limitante (KERBAUY, 2004). Embora
amplamente dispersa por toda a planta, a maior parte da agua é perdida para a
atmosfera na forma de vapor, via transpiracao. Através da transpiracdo, a 4gua atua
tanto na refrigeracdo das folhas, como também participa ativamente do metabolismo
vegetal (KLAR, 1991).

A entrada da agua na planta através da superficie radicular ocorre
normalmente através de processos osmoéticos (ndo envolvendo, portanto, gasto de
energia), ou seja, € conduzida do meio menos concentrado para 0 meio mais
concentrado em solutos, sendo importante para o balanco hidrico — a diferenca entre
a agua absorvida e a agua perdida num determinado espaco de tempo (RAVEN et
al., 2007). Entre os principais processos envolvidos no balanc¢o hidrico de uma
planta estdo: a absorcao, a conducgéo e a perda de agua. Assim, para que o balanco
hidrico seja mantido a niveis razoaveis, € necessario que as taxas relativas a estes
trés processos se ajustem (KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Na tentativa de evitar o desbalanco hidrico, algumas plantas otimizam a
absorcdo de &gua; outras reduzem a perda de 4gua aumentando a resisténcia a
difusdo, reduzindo a taxa de transpiracdo (0 que garante maior armazenamento de
agua nos tecidos), sendo que muitas regulam o potencial osmaético por meio de
canais agua-especificos localizados nas membranas celulares. Todos estes
aspectos podem alterar a morfologia das plantas na tentativa de evitar tanto a
dessecacao, bem como a indugéo da expressao de genes associados a tolerancia a
dessecacdo (NEPOMUCENDO et al., 2001; PAIVA; OLIVEIRA, 2006).
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2.2 PLANTAS SOB ESTRESSE

As plantas sao frequentemente expostas a diferentes condicfes de estresses
bidticos ou abidticos, tais como: temperaturas extremas, seca, salinidade, estresse
oxidativo, ataque de insetos, de herbivoros e de patdgenos. Estes fatores afetam o
crescimento da planta, impedindo que alcance todo seu potencial genético e - numa
situacdo extrema e irreversivel - resultem na morte do vegetal (MAHAJAN; TUTEJA,
2005).

Como forma de adaptacédo, as plantas desenvolveram, ao longo da evolucéo,
mecanismos para lidar e se adaptar a estresses impostos por ambientes, sem as
quais sua ocorréncia e sobrevivéncia seria ameacada nestes novos ambientes.
Juntos, o0s estresses abidticos sdo responsaveis por desencadear uma série de
respostas das plantas, que podem ser percebidas através das modificacbes
morfologicas, fisiolégicas, moleculares e metabdlicas, a fim de tolerar estes
estresses, embora 0 custo metabdlico e energético destes mecanismos possa, em
alguns casos, resultar em baixa produtividade (WANG et al., 2001; NOGUEIRA et
al., 2005). Quando tais estresses abidticos ocorrem, varias respostas bioquimicas e
fisiologicas séo induzidas nas plantas, de forma a propiciar a tolerancia ou aumentar
as chances de sobrevivéncia as condi¢cdes adversas (BENKO-ISEPPON et al., 2012;

in press).

Estudos apontam estresses abiéticos como os fatores mais prejudiciais com
relacdo ao crescimento vegetal e a produtividade agricola em nivel mundial
(BROWN et al., 2003; MITTLER, 2006). Perdas devido a estes estresses levam a
gueda do rendimento médio das colheitas em mais de 50%, representando assim
um grande desafio diante de uma populacdo mundial crescente (BRAY, et al., 2000;
MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Dentre os estresses abidticos criticos para a agricultura,
o déficit hidrico e a salinidade destacam-se como 0s principais problemas ambientais

gue limitam a sobrevivéncia, crescimento e produtividade das plantas.
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2.3 ESTRESSES ABIOTICOS E VIAS DE SINALIZACAO EM PLANTAS

Os diferentes estresses abioticos quase sempre induzem a ativacdo de genes
de vias de sinalizacdo celular (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000;
KNIGHT; KNIGHT, 2001; ZHU, 2001, 2002) e respostas celulares semelhantes como
a producdo de proteinas de estresse e a superexpressao de substancias
antioxidantes (CUSHMAN; BOHNERT, 2000). De uma forma geral, 0os estresses
abidticos iniciam com a percepcdo do estresse, desencadeando uma cascata de
eventos moleculares, levando a transmissdo e o processamento de sinais para
geracdo de respostas mediadas por fitormdnios, mensageiros secundarios, fatores
de transcricdo (FTs), genes e ou proteinas sinalizadoras (Figura 1) (BRAY, 1993;
PANDEY, 2008).

A percepcdo e a transducdo de sinais sd0 passos importantes na
determinacdo da sobrevivéncia e reproducdo de plantas frente a diferentes
ambientes (CHINNUSAMY et al., 2004). Dentre os mecanismos de protecdo estdo o
controle redox, a remocdo de espécies de oxigénio reativo, a acumulacdo de

metabolitos e a homeostase ibnica (BOHNERT, et al., 2001).

A regulacdo do potencial osmaético e a compartimentalizagdo de ions ocorre a
custa do gradiente eletroquimico de H® e do controle integrado de diferentes
ATPases e de outros transportadores associados com membranas celulares (BRAY,
1993). Alguns desses transportadores sdo membros das aquaporinas, canais
especificos para agua, ions e outros pequenos solutos. A medida que as proteinas
canal acumulam-se no tonoplasto (membrana do vacuolo) durante o estresse, 0
movimento da agua e dos solutos do vaclolo para o citoplasma é promovido
alterando tanto o teor de &gua quanto o potencial osmético do citoplasma
(NEPOMUCENO et al., 2001).
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(B) PROTEINAS FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS

Figura 1. Esquema geral da resposta vegetal ao estresse abibtico, em especial seca e salinidade. As
células vegetais recebem os varios sinais através de uma variedade de sensores (muitos ainda
desconhecidos), os sinais sdo traduzidos para as diferentes vias por meio de hormdnios vegetais,
transdutores de sinal e reguladores de transcricdo. Genes estresse induzidos sdo regulados por
diversos sinais, e muitos regulados por fatores de transcricdo (TFs) induzidos por estresse (uma
cascata transcricional). Muitos destes genes codificam para proteinas diretamente envolvidas na
toler&ncia ao estresse (Fonte: Benko-Iseppon et al., 2012).

2.4 PLANTAS SOB DEFICIT HIDRICO E SALINIDADE

2.4.1. Déficit hidrico

O estresse causado pela deficiéncia hidrica em plantas inicia um complexo de
respostas, comecando com a percep¢ao do estresse, o qual desencadeia uma
cascata de sinais moleculares induzindo varios niveis de respostas bioquimicas,
fisiologicas e de desenvolvimento (BRAY, 1993). De uma forma geral, tais
modificacdes visam manter o crescimento e a reproducédo da planta em ambientes

onde ha pouca disponibilidade de agua.
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A maioria dessas mudangas envolve um aumento na resisténcia difusiva ao
vapor de 4gua, mediante o fechamento dos estdbmatos, reduzindo a transpiracdo e o
suprimento de dioxido de carbono para o processo fotossintético, diminuicdo do
crescimento celular e em alguns casos, aumento da fotorrespiracdo (SHINOZAKI,
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). A sua sobrevivéncia depende, principalmente, da
velocidade de resposta aos estimulos externos (VIDAL et al., 2005). Os mecanismos
fisioloégicos de tolerancia a seca também estdo relacionados ao uso moderado da
agua pela planta, pelo controle da perda de agua pelas folhas e pela habilidade das
raizes em explorar camadas mais profundas do solo (NGUYEN et al., 1997). Tais
respostas envolvem maior relacdo entre raiz e parte aérea, diminuicdo do volume
das células, aumento da concentracdo do protoplasto, diminuicdo do tamanho das
folhas, dissipacdo de energia da folha, ajuste osmoético mais eficiente, regulacéo
estomatica, acumulo de metabdlitos e, consequentemente, uma maior resisténcia a
desidratacéo (KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Ao longo dos anos, muitos estudos tém se voltado para a elucidacdo dos
principais efeitos da seca no crescimento das plantas; entretanto, ainda existe
caréncia de conhecimento sobre os efeitos primarios do déficit hidrico em niveis
bioguimicos e moleculares (ZHU, 2002; CHAVES et al.,, 2003; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). Neste sentido, é necessario entender como séo
ativadas e como ocorrem essas respostas adaptativas, sendo este o ponto principal
para o desenvolvimento de novas cultivares comerciais que sejam tolerantes a seca
(ASSAD, 2002). Adicionalmente, parece existir uma comunicagao cruzada entre
a inducdo dos mesmos genes apdés diferentes tipos de estresses, como seca,
salinidade e baixa temperatura. Tal mecanismo tem sido referido como “cross-talk”
(reacdo cruzada), onde diferentes vias de sinalizacdo compartilham de um ou mais
intermediarios (CHINNUSAMY et al., 2004). Um exemplo de cross-talk apresenta-se
ilustrado na Figura 2 (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).
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Figura 2. Via genérica da resposta vegetal frente ao estresse hidrico, salino e baixas temperaturas,
evidenciando a comunicac¢éo cruzada entre as diferentes vias de sinalizacdo. (Adaptado de Mahajan
e Tuteja, 2005).

2.4.2 Estresse salino

De acordo com Paz et al. (2000) o termo salinidade se refere a presenca de
sais soluveis no solo a ponto de prejudicar o rendimento econémico das culturas.
Além dos fatores naturais, a acdo antrépica pode também induzir tal processo,
principalmente com a utilizacdo de &agua salina associada a uma irrigacao
inadequada, ou com uma drenagem insuficiente em solos com baixa condutividade
hidraulica (ORCUTT; NILSEN, 2000). O manejo inadequado da agua de irrigacao
aliado ao uso intensivo de fertilizantes tém contribuido para o aumento de areas
agricolas com problemas de salinidade. Tais fatores sdo particularmente importantes
nas regides aridas e semi-aridas, principalmente devido a escassez da precipitagdo
pluvial e a alta demanda evaporativa, fatores que dificultam a lixiviagcdo dos sais
localizados na camada aravel do solo. Estima-se que no Brasil existam

aproximadamente nove milhdes de hectares com problemas de salinidade,
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localizando-se a maior parte dessa area nos perimetros irrigados do Nordeste
(CARNEIRO et al., 2002).

Apesar da existéncia de variabilidade genética para tolerancia a salinidade
(SHANNON; GRIEVE, 1998), os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos que
contribuem para tal fator ainda s&o pouco conhecidos (MANSOUR et al., 2003).
Além disso, o limite de tolerancia depende da concentracdo do sal, do tempo de
exposicdo, bem como do estadio de desenvolvimento das plantas (AYRES;
WESTCOT, 1999).

O efeito da salinidade sobre as plantas pode ser restrito a dois componentes
distintos: (I) o componente osmotico — resultante da elevada concentracdo de
solutos do solo, provocando um déficit de agua pela reducéo do potencial osmatico e
(I o componente idnico — decorrente dos elevados teores de Na+ e Cl-, e da
alterada relacdo K+/Na+ (WILLADINO; CAMARA, 2010). Diversos trabalhos tém
evidenciado os efeitos danosos dos ions que contribuem para a salinidade do solo
sobre processos fisiolégicos importantes para o crescimento das plantas, tais como
de reducéo da taxa de absorcdo de agua e osmalitos, ao enrijecimento da parede ou
a queda no turgor celular (BETHKE; DREW, 1992; COSGROVE, 1993; YAHYA,
1998).

Um mecanismo comumente citado para tolerancia a salinidade tem sido a
capacidade das plantas em acumular ions no vacuolo e/ou solutos organicos de
baixo peso molecular no citoplasma - um processo denominado ajustamento
osmatico, permitindo a manutencéo da absorcdo de agua e da turgescéncia celular
(HOPKINS, 1999). O acumulo excessivo de sais pode ser evitado pela excluséo,
suculéncia e redistribuicdo de sais. Por exemplo, algumas plantas retém ions em
Orgdos como raizes, parte superior do caule, pedunculo da flor e peciolo da folha,
reduzindo a quantidade destes que chegam as folhas e aos frutos jovens (LACERDA
et al., 2001).

2.5 AQUAPORINAS: DIVERSIDADE, CLASSIFICACAO E ATIVIDADE

Sabe-se que o crescimento e o desenvolvimento vegetal dependem da

regulacdo entre a captacao e o transporte de agua através das membranas celulares
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e tecidos. Também néo € recente o conhecimento dos mecanismos biofisicos que
participam do transporte de agua através de membranas biolégicas. Entretanto, a
descoberta de proteinas de membranas capazes de facilitar o transporte de agua
e/ou pequenos solutos e gases, tem popularizado o conceito de “canais de agua de
membrana” para membros de uma familia de proteinas, chamadas aquaporinas
(Agre, 2004).

Primeiramente descoberta na década de 90, a aquaporina nomeada de
CHIP28 foi isolada em eritrocitos humanos (PRESTON; AGRE, 1991). Em plantas o
primeiro transportador identificado em A. thaliana, foi caracterizado por Maurel et al.
(1993). Vérios estudos vém indicando que estas proteinas representam uma
importante via seletiva para a movimentacdo da agua através das membranas
(Figura 3), permitindo o maior entendimento de como as plantas regulam o fluxo de
agua em diferentes condic¢des fisioldgicas (JAVOT; MAUREL, 2002).
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Figura 3. Modelo do transporte de moléculas de agua através das aquaporinas nas membranas
celulares. (Adaptada de Zhao et al., 2008).

As aguaporinas definem uma classe funcional de proteinas transportadoras
de agua que pertencem as MIPs (Major Instrinsic Protein; Proteinas Intrinsecas de
Membrana), com 26-30 kDa, presentes em todos os reinos (FORREST; BHAVE,
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2007). Estes transportadores especializaram-se em termos de localizagéo, funcéo
(envolvidos no transporte de uma diversidade de substratos), além de apresentarem
diversos efeitos na fisiologia vegetal (JOHANSON et al., 2001; FORREST; BHAVE,
2007; GOMES et al., 2009).

Ao contrario do que ocorre em animais, as plantas possuem um grande
namero de isoformas para aquaporinas. Segundo CHAUMONT et al. (2005), esta
variedade de isoformas em plantas sugere que as duplicagcbes proporcionam
vantagens adaptativas para o crescimento sob as mais variadas condi¢coes,
possivelmente como resultado das diferentes seletividades e mecanismos
regulatorios. Até o momento 35 aquaporinas foram identificadas na planta-modelo A.
thaliana (JOHANSON et al., 2001; QUIGLEY et al., 2001), 36 em milho (Zea mays)
(CHAUMONT et al., 2001), 33 em arroz (Oryza sativa) (SAKURAI et al., 2005), 55
em Populus tricocharpa (GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009) e 28
isoformas para aquaporinas em uva (Vitis vinifera) (FOUQUET et al., 2008). Estudos
baseados na similaridade entre sequéncias permitiram a classificacdo das
aguaporinas vegetais em quatro subfamilias: proteinas intrinsecas de membrana
plasmatica (PIP — Plasma Membrane Intrinsic Protein); proteinas intrinsecas de
tonoplasto (TIP — Tonoplast Intrinsic Proteins); proteinas intrinsecas de nédulos (NIP
— Nodulin26-like Intrinsic Proteins) e pequenas proteinas basicas intrinsecas de
membrana (SIP — Small and Basic Intrinsic Proteins) (CHAUMONT et al., 2001;
ZARDOYA, 2005; MAUREL, 2007; ZHAO et al., 2008; GOMES et al., 2009).

A diversificacdo desta familia proteica em quatro subfamilias foi estabelecida
na emergéncia das primeiras plantas terrestres. Estas quatro subfamilias foram
identificadas na bridfita Physcomitrella patens, que possui 23 isoformas destes
transportadores de membrana (BORSTLAP, 2002; DANIELSON; JOHANSON,
2008). Recentemente, trés subfamilias adicionais foram reportadas para a primitiva
P. patens, sendo: GIP (Homdloga aos canais de glicerol bacteriano) (GUSTAVSSON
et al.,, 2005) encontrada em bactérias Gram-positivas; HIP (Proteinas hibridas
intrinsecas de membrana) e XIP (Proteinas intrinseca desconhecida X)
(DANIELSON; JOHANSON, 2008). Por se tratarem de novas subfamilias, poucas
informacgdes tém sido disponibilizadas. A Unica informacdo até o momento refere-se

a subfamilia XIP (BIENERT et al., 2011) a qual apresenta funcao similar a subfamilia
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NIP, com afinidade por H,O, boro e glicerol, mas com pouca eficiéncia no transporte
de agua.

Vérias proteinas de membrana da familia MIP transportam outras substancias
gue ndo agua, podendo atuar no transporte adicional de NH3, CO,, H,O, e outros
pequenos solutos (TYERMAN et al., 2002; LUDEWIG; DYNOWSKI, 2009). Membros
da subfamilia PIP atuam no transporte de agua, enquanto que os membros da
subfamilia TIP transportam &gua, amonia, ureia e glicerol. Os membros da
subfamilia NIP estdo associados ao transporte de agua, glicerol ou boro (raizes),
enquanto SIP apresenta afinidade de transporte por pequenos solutos basicos
(MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008).

2.5.1 Proteinas Intrinsecas de Membrana Plasméatica — PIP

As proteinas intrinsecas de membrana plasmética (PIP — Plasma Membrane
Intrinsic Protein) apresentam peso molecular de aproximadamente 30 kDa e um
ponto isoelétrico (pl) de 9,0 em decorréncia de diversos aminoécidos basicos na
extremidade C-terminal (GOMES et al., 2009). De um modo geral, essa subfamilia
localiza-se em tecidos com alto fluxo de 4gua, como tecidos vasculares, células
guarda de estdmatos e flores. Membros da subfamilia PIP sdo altamente expressos
em raizes, elementos de floema e folhas, podendo ter importante papel na

comunicacao célula-a-célula (DYNOWSKI et al., 2008).

Constituem a maior subfamilia de aquaporinas vegetais, primordialmente
localizadas em membranas plasmaticas. Filogeneticamente este grupo pode ser
dividido em PIP1 e PIP2, que diferem entre si com relagdo ao tamanho das
extremidades N- e C- terminal, assim como na permeabilidade a agua
(KALDENHOFF; FISCHER, 2006). Estudo de expresséo heterdloga em odcitos de
Xenopus revelou maior eficiéncia (5-20 vezes maior) no transporte de agua dos
membros pertencentes a PIP2, quando comparados com representantes do grupo
PIP1 (DANIELS et al., 1994).
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Os representantes de PIP1 possuem uma longa extremidade N-terminal, mas
uma cauda C-terminal curta (GOMES et al.,, 2009). Ja os membros de PIP2
apresentam uma cauda amino-terminal curta e uma extremidade carboxi-terminal
longa, além de 4-10 aminoacidos adicionais no primeiro loop extracitosolico. Os
membros de PIP2 apresentam funcdes fisiolégicas associadas ao transporte de
agua em raizes, folhas, 6rgaos reprodutivos e a germinacdo de sementes (LOPEZ et
al., 2003; BOTS et al., 2005).

Todas as PIPs apresentam na regido arginina/aromatica (ar/R) os residuos
Phe-His-Thr-Arg (F..H..T..R). Em contraste, uma variedade de combinagbes nesses
residuos € observada em TIP, NIP e SIP, incluindo diferengas dentro dos subgrupos
nas diferentes subfamilias, onde cada modificacdo esta provavelmente associada a
especializac6es funcionais. Por exemplo, o residuo Arg na segunda posicao do loop
E mostra-se importante no transporte de 4gua (FORREST; BHAVE, 2007).

2.5.2 Proteinas Intrinsecas de Tonoplasto — TIP

A subfamilia TIP de aquaporinas apresenta um peso molecular entre 25 a 28
kDa, com ponto isoelétrico em torno de 6,0. Tratam-se de canais de transporte para
agua, mas gque também podem ser permeaveis para ureia, glicerol e aménia. Em A.
thaliana, as aquaporinas AtTIP1;1, AtTIP1;2 e AtTIP2;3, foram caracterizadas como
capazes de transportar também peroxido de hidrogénio (H.O,) (BIENERT et al.,
2007).

Membros de TIP sdo localizados na membrana do vacuolo celular, sendo
responsaveis pelo fluxo de agua e pequenos solutos através da membrana, atuando
também nos processos de regulacdo do turgor, sinalizagdo e degradacéo celular.
Diversas TIPs estdo relacionadas com a osmorregulacdo, além do transporte de
pequenos solutos e gases, juntamente com o transporte de metabdlitos para vias
importantes como o ciclo da ureia ou de sintese de aminoacidos (KALDENHOFF;
FISCHER, 2006).

A expressao de membros da subfamilia TIP ocorre predominantemente na
membrana de tonoplasto, sendo essencial para a movimentacao intracelular de agua

e outras pequenas moléculas. Tratam-se das proteinas mais abundantes no
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tonoplasto, permitindo o rapido ajustamento osmético, atuando na manutencdo da
osmolaridade e do turgor (GOMES et al., 2009).

2.5.3 Proteinas Intrinsecas de N6édulos — NIP

Em diversos experimentos, membros das NIPs mostraram-se funcionais para
o transporte de agua e glicerol, mas exibem primariamente baixa permeabilidade
para a agua. Seus transcritos sao identificados em sementes, caules e raizes, além
das membranas do simbiossomo, quando estas existem (KALDENHOFF; FISCHER,
2006; GOMES et al., 2009). Esta subfamilia é considerada como a detentora das

aguagliceroporinas vegetais.

Estruturalmente as NIPs podem ser divididas em dois grupos com relacéo ao
filtro ar/R, o primeiro grupo relacionado ao transporte de agua e de glicerol, e 0
segundo associado ao transporte de solutos maiores, como a ureia. A expressao dos
membros desta subfamilia € inferior & de PIP e TIP, estando associada a
especializacbes celulares, tais como zonas de elongacédo radicular. Devido a sua
localizacdo e expressao particulares, 0s processos em que este grupo atua,

permanecem em grande parte desconhecidos (GOMES et al., 2009).

2.5.4 Pequenas Proteinas Basicas Intrinsecas de Membrana - SIP

A subfamilia de pequenas proteinas béasicas intrinsecas de membrana
representa o menor grupo dentre as MIPs, sendo identificado primariamente por
meio de mineracdo de dados nos bancos de sequéncias, associado a analise
filogenética. As proteinas desta familia sdo pequenas como as integrantes da

subfamilia TIP, mas altamente basicas (KALDENHOFF; FISCHER, 2006).

Esta familia proteica possui um ponto isoelétrico basico e alta divergéncia
com relagéo as outras MIPs, incluindo uma modificacdo no motivo NPA localizado no
loop B e uma extremidade N-terminal curta. Essas modificagbes nos aminoacidos
conferem uma maior abertura no poro, havendo uma potencial especificidade por
substratos diferentes (GOMES et al.,, 2009). A funcdo das SIPs vegetais ainda

encontra-se indefinida, entretanto, estudos in vitro indicam que estas atuam no
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transporte de 4gua através da membrana do reticulo endoplasmatico, regulando o
volume e a concentracdo idnica do lumen, assim como a morfologia da organela
(FORREST; BHAVE, 2007).

2.6 ESTRUTURA E LOCALIZACAO DAS AQUAPORINAS

As aquaporinas sdo geralmente descritas como sendo tetrameéricas, tanto in
vitro quanto in vivo, onde cada tetramero é formado por quatro canais independentes
(Figura 4) (ENGEL et al., 2000). A tetramerizacdo parece ser resultado da interacao
entre mondmeros vizinhos (MURATA et al., 2000). Embora vérios estudos relatem a
formacdo de homotetrameros, vérias isoformas vegetais apresentam estruturas
heteromorficas, as quais influenciam a afinidade de soluto e eficiéncia de transporte
(CHAUMONT et al., 2005).

Figura 4. Representacdo da estrutura molecular da aquaporina de espinafre (Spinacia oleracea,
Chenopodiaceae). A. Estrutura da conformacdo aberta da SoPIP2;1 [Protein Data Bank ID: 36623],
arranjo tetrameérico tipico; B e C. Estrutura do monémero, conformacéo lateral e superior, em amarelo
evidenciados os dois motivos NPA (Asn-Pro-Ala).

As estruturas das MIPs (Figura 5) séo altamente conservadas, apresentando
caracteristicamente: seis alfa-hélices hidrofobicas que formam os dominios

transmembrana (H1-H6); cinco loops entre as alfa-hélices (A-E, onde os loops B e E
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sdo hidrofobicos, parcialmente inseridos nas membranas e o0s demais sao
hidrofilicos), havendo dois motivos NPA (asparagina-prolina-alanina) altamente
conservados nos loops B e E (FORREST; BHAVE 2007; GOMES et al., 2009).
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(N)
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\j w Intracelular
NH2 LD
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Figura 5. Modelo da estrutura de uma aquaporina, evidenciando as principais caracteristicas
estruturais. Alfa-hélices representadas pelos retangulos azuis. Nela estdo presentes os seis dominios
transmembrana (H1-H6), conectados pelos cinco loops (LA-LE). Dois dominios alfa-hélices nos loops
B e E, contendo os dois motivos NPA, formadores do poro (esquema do autor).

Com base nesta estrutura, as aquaporinas podem ser divididas em duas
metades, cada uma com trés hélices transmembranas H1-H3 ou H4-H6 (TMH,
transmembrane helices) e um loop hidrofébico contendo o motivo NPA, constituindo
o modelo hourglass (FORREST; BHAVE, 2007).

A base molecular para a especificidade de substrato tem sido amplamente
estudada e vem demonstrando que apesar da estrutura geral ser conservada,
existem pontos especificos nas MIPs que determinam diferencas nos canais de
seletividade. Os motivos NPA sdo amplamente reconhecidos como importantes na
atividade transportadora devido a sua conservacdo em diversas MIPs de animais,
plantas, protozoarios, fungos, eubactéria e Archeae (ZARDOYA, 2005). Estes
motivos localizam-se no centro das duas metades, nos loops B e E (LB e LE, Figura
5), formando o poro seletivo, que contribui para a funcao transportadora do canal
(FORREST; BHAVE, 2007).

29




A segunda estrutura associada a seletividade de substrato nas diferentes
MIPs para &gua ou outras moléculas polares sdo os residuos de aminoécidos
conservados, incluindo a regido arginina/aromatica (ar/R). Esta regido compreende
uma tétrade formada por dois residuos conservados localizados nas alfa-hélices H2
e H5, bem como duas no loop E (LE1 e LE2), localizada no centro do poro,
formando uma segunda constricdo, separada do motivo NPA, atuando na afinidade
por substratos (FORREST; BHAVE, 2007). O residuo de arginina altamente
conservado torna-se importante por prover pontes de hidrogénio para o transporte
de moléculas de agua ou glicerol, ou ainda repelir ctions do poro (SUI et al., 2001).
A propriedade desses residuos em controlar a especificidade de substrato, pode ser
um eficiente modelo de predicdo funcional para essas proteinas, definindo a
afinidade de transporte das mesmas (THOMAS et al., 2002).

As aquaporinas vegetais localizam-se em todos 0s compartimentos
subcelulares. Este padréo de localizagao reflete a alta compartimentalizagao celular
nas plantas, sendo necessario para o controle do transporte de agua e pequenos
solutos ndo apenas na membrana celular externa, mas também, através das
membranas intracelulares (MAUREL et al., 2008).

De um modo geral, as aquaporinas das subfamilias PIP e TIP estao
localizadas nas membranas plasmaticas e vacuolos, respectivamente. J4 o0s
membros das subfamilias NIP e SIP possuem localizacdo subcelular incerta
(CHAUMONT et al., 2005), embora tenha sido evidenciada a localizacdo desses
membros em membranas do reticulo endoplasméatico e na membrana plasmética de
células do simbiossomo, nos nodulos radiculares (Figura 6) (MAUREL, 2007;
MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008).
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Figura 6. Diagrama esquematico da localizacé@o das diferentes familias de aquaporinas nas organelas
vegetais. PIPs: localizadas na membrana plasmatica; TIPs: localizadas no vacuolo; NIPs: localizadas
no reticulo endoplasmético e membrana plasmatica; SIPs: Localizada no reticulo endoplasmaético.
Adicionalmente ao transporte de 4gua, transportam: PIP (CO2 e ureia), TIP (ureia, amdnia, glicerol e
H202), NIP (ambnia, ureia, glicerol, boro e lactato). Adaptado de Maeshima e Ishikawa (2008).

2.7. FUNCAO FISIOLOGICA E EXPRESSAO

Monitorando o perfil de expressdo génica para aquaporinas em diversas
espécies, tecidos, tipos celulares ou em resposta a fitorménios e fatores ambientais,
verificou-se que as MIPs controlam o transporte extensivo de agua das raizes para
as folhas durante o processo de transpiragdo, bem como no transporte de
assimilados nos elementos de floema, apresentando atividade na abertura e
fechamento estomatico, movimentos foliares e no controle da homeostase (Figura 7)
(TYERMAN et al., 2002; SANTONI, 2006; UEHLEIN; KALDENHOFF, 2008).
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Figura 7. Func¢des integradas das aquaporinas vegetais. Fatores enddgenos e ambientais atuando no
organismo, ativando a funcionalidade das aquaporinas nos diferentes érgéos e tecidos. Adaptado de
Maurel et al. (2008).

A regulacéo de diferentes processos por parte das aquaporinas representa o
mecanismo basico de modulacdo da permeabilidade hidrica frente as diferentes
condicbes ambientais e a disponibilidade hidrica. Em plantas, por exemplo, a
atividade das MIPs pode ser influenciada por estresse salino e pelo estresse
osmatico, os quais tém efeito no seu estado de fosforilagdo, em seus niveis de
transcricdo e/ou nos niveis de degradacdo dessas proteinas. Além desses
mecanismos, a realocagdo dessas proteinas em resposta ao sal tem sido
demonstrada em diversos membros das subfamilias TIP e PIP, onde transportadores
inicialmente localizados nas membranas do tonoplasto sdo realocadas em
invaginagdes intravacuolares ou outras membranas vesiculares (GOMES et al.,
2009).

De um modo geral, a expressao de MIPs €& regulada durante o

desenvolvimento vegetal através de sinalizacdo hormonal e condicbes ambientais
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adversas (ex. seca, infeccdo por nematoides, baixas temperaturas, salinidade),
sendo que esta regulacdo da expressao (super expressao / repressao) pode variar
conforme os estimulos e/ou 6rgaos analisados (HACHEZ et al., 2006). Ja, quando
analisada a expressdo de diversos membros das subfamilias PIP e TIP nos
diferentes 0rgdos vegetais sob condi¢cdes normais (sem estresse), observa-se uma
maior prevaléncia destes transportadores em raizes do que em folhas (JA VOT,;
MAUREL, 2002; HACHEZ et al., 2008; ZHANG et al., 2008), apesar de alguns
estudos apontarem membros das MIPs como sendo exclusivos em folhas quando

comparadas a raizes (HEINEN et al., 2009).

Varios genes de aquaporinas tém sido caracterizados em diferentes espécies,
como sendo importantes desde a germinacdo até a reproducdo vegetal. A
germinacao de sementes representa uma etapa crucial do desenvolvimento vegetal,
na qual a presenca de aquaporinas pode regular o transporte de agua requerido
durante a embebicdo, o crescimento embrionario e a protrusdo da radicula. Dois
genes de aquaporinas isolados de sementes de canola (Brassica
napus), BnPIP1 e BnTIP2, foram relacionados a etapas distintas do processo
germinativo. O gene BnPIP1 atuaria preferencialmente no transporte de &agua
necessario para a ativacdo das enzimas e mobilizacdo das reservas nos estagios
iniciais da germinacdo, enquanto a expressdo de BnTIP2 estaria relacionada ao

alongamento celular associado a protruséo da radicula (GAO et al., 1999).

Estudos realizados em sementes de ervilha (Pisum sativum) evidenciam o
envolvimento de aquaporinas no fluxo de 4gua e solutos através da membrana das
células parenquimaticas do tegumento, responsaveis pelo fornecimento de
nutrientes, tanto para o desenvolvimento dos tecidos, quanto para a sintese de
compostos de reserva. Além da funcéo de transporte, uma aquaporina do tipo NIP,
expressa no tegumento da semente, apresentou alta capacidade de transporte de
glicerol quando testada em sistema heter6logo (SCHUURMANS et al., 2003). Uma
analise mais ampla do perfii de expressdo de diversas aquaporinas
de Arabidopsis pela técnica de microarranjo demonstrou que dois genes TIP3 e
um TIP5 sdo altamente expressos na semente quiescente, mas durante a
germinacao estes tem sua expressao reduzida, sendo expressos preferencialmente

genes das subfamilias TIP1 e TIP2. Membros do tipo PIP em sementes de
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Arabidopsis apresentaram expressao discreta, elevando seus niveis de expressao

apenas na fase final de crescimento embrionario (WILLIGEN et al., 2006).

Diversas aquaporinas se mostram importantes no processo reprodutivo,
estando relacionadas com o desenvolvimento das estruturas de reproducéo, ou com
a propria viabilidade do grdo de pdlen. Em tabaco, genes de aquaporinas de
membrana plasmatica (PIP1 e PIP2) foram identificados durante o desenvolvimento
da antera, além disso, plantas de tabaco transgénicas com silenciamento do
gene PIP2 apresentaram desidratacdo mais lenta e atraso na deiscéncia das anteras
(BOTS et al. 2005). Em Arabidopsis, foram identificados dois genes de aquaporinas
de tonoplasto, denominados TIP5;1 e TIP1;3, com alta expressdo nos graos de
polen maduros e capazes de transportar agua e uréia. Mutantes deficientes desses
genes possuem tubos polinicos mais curtos quando germinados em meio com
baixas concentragbes de nitrogénio, sugerindo que nestas condicdes estes genes
sdo importantes para o alongamento do tubo polinico (SOTO et al., 2008). Ainda em
Arabidopsis, oito genes PIP foram detectados nos botdes florais, sugerindo o

envolvimento das aquaporinas no desenvolvimento floral (QUIGLEY et al., 2001).

Nas plantas, o movimento de 4gua e solutos é altamente regulado, sugerindo
a presenca de aquaporinas em quase todos os processos fisiologicos relacionados
ao crescimento e desenvolvimento vegetal. Estudos com Arabidopsis e tabaco para
0os genes PIP1 e PIP2 demonstraram que estas subfamilias estdo diretamente
relacionadas ao transporte de agua em raizes, sobretudo em situacdo de déficit
hidrico (KALDENHOFF et al.,1998; SIEFRITZ et al., 2002). J4 em arroz (Oryza
sativa), a super-expressao de PIP2;1 levou a um aumento de aproximadamente
150% na biomassa de raizes e na condutividade hidraulica. No entanto, o cultivo em
100 mM de NacCl levou a uma diminuicdo do crescimento apds duas semanas,
sugerindo uma maior sensibilidade das plantas transgénicas ao estresse salino
(KATSUHARA et al., 2003).

Assim como em raizes, o fluxo radial de agua em folhas, que é controlado
pela evapotranspiracdo, implica no transporte de agua através das membranas e,
consequentemente, na presenca de proteinas de canais de agua. Também em
folhas, a expresséo de diferentes aquaporinas obedece a um padrdo de regulagéo
temporal e espacial. Enquanto algumas isoformas sao expressas em folhas jovens

em expansao, outras sdo expressas preferencialmente em folhas completamente
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expandidas, sendo que as aquaporinas expressas nas folhas maduras estao
provavelmente envolvidas em processos fisiolégicos como carregamento do floema
e do xilema, abertura e fechamento estomatico, transporte de CO, na fotossintese e
movimento foliar (HEINEN et al., 2009).

Sarda et al. (1997) identificaram dois genes de aquaporina expressos em
folnas de girassol, mais especificamente nas células-guarda dos estématos,
denominados SunTIP7 e SunTIP20. A variacdo no nivel de transcritos de SunTIP7
acompanhava as alteracdes de condutancia estomatica ao longo do dia e
aumentava em plantas submetidas ao déficit hidrico, sugerindo o papel desta
aquaporina na modulacdo da abertura e fechamento estomatico (SARDA et
al. 1997). Em cevada, uma aquaporina funcional, a HvPIP1;6, & expressa
especificamente na epiderme foliar, com maior expressdo na zona de alongamento,
sugerindo a atuacdo dessa proteina no transporte de agua associado ao
crescimento celular (WEI et al., 2007).

2.7.1 Aquaporinas e resposta a estresses

Embora as aquaporinas tenham um papel chave na regulacdo do transporte
de &gua, resultados contrastantes tém sido observados em situacdes de estresse.
Como relatado acima, a condutividade hidraulica de raizes € regulada parcialmente
por aquaporinas, no entanto, ndo € possivel encontrar uma resposta comum dessa
classe de proteinas em raizes submetidas a uma situacdo de déficit hidrico. A
expressédo de genes PIP foi analisada em condicdo de seca, mostrou que, de 37
genes PIP estudados, 15 tiveram sua expressdo diminuida, 13 tiveram aumento de
expressao e nove mantiveram seus niveis de transcritos inalterados, indicando que
cada gene PIP deve ter uma fungéo especifica na resposta ao estresse (AROCA et
al., 2011).

Da mesma forma, respostas diferenciais a seca foram observadas em plantas
transgénicas com inibicdo ou inducdo de determinadas isoformas de PIP. Plantas
de Arabidopsis com silenciamento de genes PIP apresentaram queda na capacidade
de recuperagdo apos imposicdo de déficit hidrico (MARTRE et al., 2002), enquanto
plantas de arroz com aumento de expressao de aquaporinas PIP2, se mostraram

hipersensiveis aos estresses hidrico e salino (KATSUHARA et al. 2003). Com
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relacdo as aquaporinas de tonoplasto, comportamentos diferenciais das plantas
transformadas também foram observados. Sade et al. (2009) demonstraram que a
expressao constitutiva de TIP2;2 em plantas de tomate foi capaz de modular a
transpiracdo em diferentes situaces ambientais e manter as funcdes fisiologicas,
crescimento e produtividade em niveis normais, mesmo em condi¢des de estresse

hidrico e salino.

Contrariamente ao observado em tomate, plantas de Arabidopsis super-
expressando uma TIP de soja se mostraram mais suscetiveis a desidratacdo
(WANG et al, 2011). Segundo Hussainet al. (2011), existem atualmente
interpretacdes divergentes dos resultados obtidos com plantas transgénicas. Para
alguns autores, o aumento nos niveis de aquaporina melhora a capacidade das
plantas em lidar com o estresse hidrico, enquanto outros acreditam que as plantas
evitam perdas excessivas de agua ao "desligar" as aquaporinas durante a

desidratacgao.

Além da seca, diversas isoformas de aquaporinas sdo moduladas por
estresse salino e osmotico, por frio e por fitorménios, com grande variedade de
respostas, como observado para o déficit hidrico (SAKURAI et al., 2005; PENG et al.
2007). No entanto, é importante ressaltar a complexidade dos mecanismos de
resposta a seca e aos demais estresses, assim, em conjunto com as aquaporinas,

outros fatores sdo responsaveis pela resposta de tolerancia (MAUREL et al., 2008).

2.8 IMPORTANCIA DAS “OMICAS” NA PROSPECGAO E ANALISE DE GENES

A gendmica pode ser definida como a parte da biologia molecular responsavel
pelo estudo dos genes dos organismos vivos, ou seja, todo conjunto de DNA que ele
carrega em suas células (DELOUKAS et al., 1998). A partir da década de 90, com o
sequenciamento completo do primeiro organismo de vida livre em 1995
(FLEISCHMANN et al., 1995) e, logo em seguida o sequenciamento do genoma de
seres complexos, incluindo plantas, animais e seres humanos, acreditava-se que a
gendmica seria a solucdo para todos os problemas. Entretanto, a constatacdo de
que os dados trazidos pelo sequenciamento das moléculas de DNA genbmico,
embora indiscutivelmente relevantes, eram limitados, ndo sendo possivel elucidar

muitos dos processos bioldgicos, em especial, 0 que ocorre ap0s a duplicacdo, a
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transcricdo e a traducado do material genético (PANDEY; MANN, 2000; PIMENTA,
2003).

E preciso ter conhecimento, por exemplo, sobre quais proteinas estio
realmente sendo expressas, quando estdo sendo expressas e em quais hiveis esta
expressao ocorre, assim como as possiveis modificagdes pds-transcricionais. Tanto
dados de genomas, como a identificacdo dos genes e suas fungdes num
determinado organismo sao fundamentais para a compreensdo dos processos
biologicos tais como: a diferenciacdo celular, a morfogénese, a determinacao
fenotipica, a resisténcia a patdgenos e a adaptabilidade. Neste sentido, a grande
guantidade de informacdes geradas para espécies de plantas-modelo como A.
thaliana, arroz e Populus deram inicio a era das “Omicas” em plantas. Esta nova era
na genética molecular compreende o estudo de transcritos (transcriptomica), de
proteinas (protebmica) (CHEN; HARMON, 2006), dos metabdlitos celulares
(metabolémica) (BHALLA et al.,, 2005), com o objetivo maior de tracar perfis
funcionais da célula e/ou tecido, fornecendo uma visdo holistica da interacdo genes-

fendtipo.

2.8.1 TRANSCRIPTOMICA

A transcriptdmica (gendémica funcional) refere-se ao conjunto de transcritos de
uma célula ou tecido, expressos em um dado momento, representando o primeiro
passo na caracterizagao funcional dos genes e identificagcdo de grupos de genes
funcionalmente associados. O transcriptoma reflete os genes ativos e inativos em
determinado tempo e condi¢cdo ambiental, tornando-se importante no entendimento
de diversos processos biolégicos, tanto na identificacdo, como na compreensao das
complexas redes metabdlicas a que estdo sujeitos (ALBA et al, 2004,
SUBRAMANIAN et al., 2005). Assim, com base na identificacdo dos genes, é

possivel estabelecer os padrées de expressao e suas fungodes.

Apesar de serem bem definidos, sensiveis e robustos, os métodos
tradicionais de analise da expressdo génica (Northern Blot, Hibridizacdo in situ,
Polymerase Chain Reaction, etc.) sdo restritos a analise de um numero pequeno de
genes. Assim, o estabelecimento de perfis transcricionais tem proporcionado um

enorme avancgo, pois estes permitem uma analise eficiente em alta escala (high-
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throughput) de um grande numero de genes ao mesmo tempo (DONSON et al.,
2002; MEYERS et al., 2004).

As metodologias utilizadas para estabelecer perfis transcricionais baseiam-se
na geracdo de populacdes de cDNA a partir da populacdo de RNAm, as quais
podem ser divididas em métodos de andlise abertos (globais) e métodos fechados.
Os métodos globais permitem o acesso a potencialmente todos os transcritos
expressos em um determinado momento porque nao requerem informacdes prévias
sobre o numero de transcritos para a espécie. Ja os métodos fechados sédo limitados
pela quantidade de informacdo disponivel para a espécie, uma vez que utilizam

sondas e/ou primers especificos (ALBA et al., 2004).

Tais metodologias sdo amplamente utilizadas em genomas com grandes
regides nao codificadoras, a exemplo dos eucariotos, onde sdo sequenciadas
apenas as regides expressas. Uma destas metodologias baseia-se na geracao de
bibliotecas de Etiquetas de Sequéncias Expressas (Expressed Sequence Tags -
ESTs), cuja base consiste no fato de que o nivel de mRNA tecido-especifico
presente em uma espécie é refletido pela frequéncia da ocorréncia de seu EST
correspondente em uma biblioteca de cDNA (ADAMS et al.,1991). Os ESTSs, no
entanto, ndo representam qualitativamente o conjunto de RNAmM expressos ja que
transcritos com baixo nimero de cépias ndo sdo representados nas bibliotecas
(BHALERAO et al., 2003; SUN et al., 2004). Por outro lado, o sequenciamento de
ESTs e o acumulo de informacdes gendmicas sdo fundamentais em outras
abordagens como, por exemplo, para a construcdo de plataformas de andlise

baseadas em arranjos de DNA (ex. Microarrays).

Entre as metodologias disponiveis de analise de transcriptomas a
metodologia de microarrays (compreendendo conjuntos de cDNA ou de
oligonucleotideos), também conhecidos como plataformas de chips de nucleotideos,
tem sido a mais amplamente utilizada em analise de transcritos em plantas
(MOREAU et al.,, 2005; ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006). No caso dos
microarrays de cDNA, a plataforma pode ser preparada diretamente a partir de
sequéncias de cDNA disponiveis nos bancos de dados publicos (DRMANAC;
DRMANAC, 1999), além poder utilizar a mesma plataforma na hibridizagéo de duas
ou mais amostras diferentes, usando florescéncias de cores diferentes para

producdo de perfis comparativos (AHARONI; VORST, 2001). De outra forma, os
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microarrays de oligonucleotideos possibilitam a analise de um ndmero muito maior
de genes com hibridizac@o especifica de um Unico gene com cada oligonucleotideo,
além de apresentarem-se bastante uniforme em termos de temperatura de
anelamento e concentracdo, sendo a variagcdo experimental reduzida, aumentando

assim a preciséo e confiabilidade estatistica (ALBA et al., 2004).

Além de bibliotecas de ESTS, outras metodologias estdo atualmente
disponiveis, permitindo uma analise global do transcriptoma, tais como: a tecnologia
SAGE (Andlise serial da expressdo génica; Serial Analysis of Gene Expression -
SAGE) (VELCULESCU et al.,, 1995), e seus derivados, a Expressdo génica
diferencial (Differential display — DD) (LIANG; PARDEE, 1992), Biblioteca subtrativa
suprimida (Supression Subtractive Hybridization - SSH) (DIATCHENKO et al., 1996),
Amplified Fragment Length Polymorphism baseado em cDNA (cDNA-AFLP)
(BACHEM et al.,, 1996), bem como o Sequenciamento Massivo de Assinatura
Paralela (Massively Parallel Signature Sequencing - MPSS) (BRENNER et al., 2000).

2.8.1.1 Anédlise Serial da Expressao Génica (SAGE) e seus derivados

A técnica de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), desenvolvida por
Velculescu et al. (1995) permite identificar quais genes sdo expressos em um dado
momento, possibilitando uma andlise quantitativa acurada da expressdo de um
grande numero de transcritos simultaneamente, inclusive daqueles ainda néo
conhecidos, com a exclusividade de permitir que o perfil dos transcritos seja
apresentado na forma de dados digitais (MATSUMURA et al., 1999).

Nesta metodologia, um fragmento de DNA de 9-11 pares de base (tag)
adjacente ao sitio de restricdo Nla lll, localizado préximo a extremidade 3’ de cada
cDNA, é extraido por uma série de ligacbes com adaptadores e digestdo com
enzimas de restricdo. As tags geradas sdo amplificadas por PCR, concatenadas,
clonadas em um vetor plasmidial e por ultimo sequenciadas (Figura 8). Devido a
concatenagdo, o sequenciamento de uma biblioteca SAGE proporciona maior
economia quando comparado ao sequenciamento de bibliotecas de ESTs, que se
baseiam na clonagem de sequéncias expressas que representam apenas um Unico

transcrito por clone. Dessa forma, a partir de um mesmo numero de clones
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sequenciados, na técnica SAGE é possivel identificar um nimero muito maior de
transcritos (SUN et al., 2004).

O ponto critico do método € a associacdo de cada tag ao transcrito de origem
que deve ser realizada através de um banco de dados de sequéncias, processo
denominado de tag mapping. Essa associacéo é feita através de um banco de dados
de sequéncias, onde somente devem ser considerados os resultados nos quais a
tag encontra-se posicionada imediatamente apds o Ultimo sitio de reconhecimento
da enzima utilizada, antes da cauda poli(A), na extremidade 3". As tags devem,
preferencialmente, ser mapeadas em bancos de ESTs 3" ou em sequéncias
completas de cDNA, o que é muito dificil no caso de plantas e principalmente para
espécies arboreas, uma vez que o0s investimentos concentram-se principalmente nos

estudos envolvendo plantas herbaceas e humanos (LASH et al., 2000).

Dessa forma, algumas alternativas tém sido utilizadas na tentativa de se
realizar o tag mapping. Uma delas € o SAGEmap disponivel no site do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sage), que extrai tags “virtuais” a partir de sequéncias
expressas (ESTs e cDNAs) depositadas que contenham a terminacao poli(A) ou o
sinal de poliadenilacdo e as compara com o0 conjunto de tags obtidas
experimentalmente (PLEASANCE et al., 2003). Uma alternativa adicional envolve o
uso de bancos gendmicos, onde as possiveis tags “virtuais” sdo extraidas do
genoma de uma espécie e comparadas com um conjunto das tags obtidas
experimentalmente, permitindo ndo sé uma maior porcentagem de identificacdo dos
genes, como também evidenciando a regulacéo por splicing (FIZAMES et al., 2004;
ROBINSON et al., 2004).
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Figura 8. Representacdo esquematica da constru¢do da biblioteca de SAGE. 1. Preparacdo do
MRNA; 2. Sintese de cDNA; 3. Clivagem do cDNA "biotinilado"; 4. Ligacdo do cDNA "biotinilado" as
esferas magnéticas; 5. Ligacao dos adaptadores ao cDNA (to bound cDNA); 6. Liberagdo das tags de
cDNA utilizando a enzima "Tagging"; 7. Liberagdo das extremidades cegas das tags (blunt ending
release); 8. Ligacdo de tags para formar ditags; 9. Amplificacdo das ditags via PCR; 10. Isolamento
das ditags; 11. Purificacdo das ditags; 12. Ligacdo das ditags para formacdo do concatamero; 13.
Clonagem e sequenciamento dos concatameros. Adaptado de Velculescu et al. (1999).

Adicionalmente, o uso do SAGE propicia uma maior sensibilidade a analise,
permitindo o acesso a transcritos de baixa abundancia, 0s quais muito
provavelmente devem representar reguladores essenciais da expressao génica,
atuantes tanto na transcricdo quanto na traducéo, os quais sao facilmente perdidos
em outras abordagens metodologicas (SUN et al.,, 2004). Além disso, as tags de

SAGE podem ser utilizadas como oligonucleotideos (primers) ou como “sondas” na
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identificacdo de genes desconhecidos em genomas (Figura 9). (COEMANS et al.,
2005). Por outro lado, é importante salientar que a sensibilidade, precisdo e
potencial de identificacdo da SAGE séo limitados pela quantidade de clones / tags
sequenciados e pelo processo de tag mapping, ou seja, pela disponibilidade de
sequéncias para a espécie em questdo ou uma espécie proxima. Assim, embora o
método ndo necessite do conhecimento prévio de sequéncias para geracdo das
tags, outras metodologias devem ser agregadas a técnica para possibilitar a

identificacdo de genes para 0s quais ainda nao ha informacao disponivel.

SuperSAGE Analise do Transcriptoma

CAT
CATGNN NNNN
CAT
CATGNN NNNNNN

CAT N N2

ooy Tags de 26 pb selecionadas
(100-10.000 tags)

SuperSAGE array

SampleA B C D E F G

Analise da expressao de
maltiplas amostras

CAT l

CATGY Tags que apresentaram perfis
R de expressao relevantes

.k

tag primer
I'TTTTTTT-adapter

Descoberta de genes a
partir das tags (26 pb) e
analise da expressao

Figura 9. Fluxograma da analise de dados de SuperSAGE, visando & descoberta de genes-
candidatos a partir de tags de 26 pb. Tags diferencialmente expressas sdo selecionadas e seu perfil
de expressao é analisado. Um subgrupo de Tags, as quais apresentavam um perfil de expressao
diferencial significativo (reposta rapida e/ou expressédo tecido-especifica) foi utilizado na descoberta
de genes de interesse por metodologias especificas (ex. RACE-PCR), sendo sua expressao
confirmada por RT-PCR.
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Apesar de todas as vantagens e das aplicacdes que a técnica oferece, alguns
autores ainda questionam o potencial de uso das tags geradas pela SAGE na
identificacdo de genes unicos, principalmente para genes que pertencem a familias
génicas, uma vez que nesse caso, uma Unica tag pode identificar mais de um gene
(GE et al., 2006). Para aumentar a fidelidade do tag mapping, diversas modificacbes
vém sendo propostas e incorporadas a técnica, buscando aumentar a eficiéncia da
clonagem e tamanho dos insertos. Saha et al. (2002) melhoraram o SAGE
convencional utilizando a enzima de restricdo Mmel, obtendo uma tag com 21pb,
nomeando esta técnica de LongSAGE. Por sua vez, o SuperSAGE é baseado no
uso de uma enzima de restricdo tipo Il para gerar tags maiores que 25 pb
(MATSUMURA et al., 2003), produzidas tanto a partir da regido 5’, quanto da regiao
3’ dos transcritos, aumentando assim a especificidade de identificacdo dos genes
(WEI et al., 2004).

Sem duvida, a aplicacdo mais importante da SAGE € a identificacdo da
expressdo diferencial de genes, tratando-se de um método efetivo para o
reconhecimento de genes que séo expressos em tecidos especificos em resposta a
estresses ou doencgas e, portanto, bastante indicado para estudos evolvendo
vegetais superiores (MATSUMURA et al.,1999).

O primeiro trabalho empregando SAGE no estudo da expressao génica em
plantas foi realizado por MATSUMURA et al. (1999), em arroz (O. sativa) usando a
técnica de SuperSAGE. Com base na eficiéncia desta metodologia, outros trabalhos
com a mesma técnica foram conduzidos na identificagdo de genes envolvidos na
resisténcia a doencas (MATSUMURA et al., 2003), bem como na caracterizacao do
padrdo de expressdo génica em diferentes tecidos tais como folhas, sementes
(GIBBINGS et al.,, 2003) e plantulas (MATSUMURA et al., 1999) de arroz. Em
leguminosas, analises de SuperSAGE para a identificacdo de genes relacionados a
seca em raizes de grao-de-bico (Cicer arietinum), identificaram uma variedade de
genes diferencialmente expressos, dentre eles diversas aquaporinas, que
apresentavam membros superexpressos e reprimidos, relacionados a
resisténcia/tolerancia (MOLINA et al., 2008). Em soja (Glycine max) mais de 5.000
sequéncias unicas relacionadas a seca foram superexpressas (up-regulated) quando
comparadas ao controle, estando primordialmente relacionadas como genes de

resposta a hormonios, reposta aos estresses hidricos, salinos, e estresse oxidativo,
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atuando na resisténcia/tolerancia a seca nesta cultura (FERREIRA-NETO et al.,
2012; in press).

Experimentos de SuperSAGE para o entendimento da interacdo planta-
patdgeno em soja, permitiram a identificacdo de mais de 100.000 tags Unicas, sendo
estas sequéncias caracterizadas como genes relacionados a regulacdo da
transcricdo, fotossintese e resposta a estresse abibtico, envolvidos principalmente
com mecanismos regulatérios e de sinalizacdo ligados a resisténcia vegetal a
doenca, tratando-se de elementos importantes para programas de melhoramento
(KIDO et al., 2012; in press).

2.9 BIOINFORMATICA: BANCO DE DADOS E FERRAMENTAS

Um dos aspectos decisivos para o0 grande avanco da genética é 0 uso
intensivo de técnicas computacionais. A bioinformatica surgiu na segunda metade da
década de 80, quando ocorreu um expressivo aumento na quantidade de
sequéncias geradas a partir dos primeiros projetos de sequenciamento em larga
escala, exigindo recursos computacionais cada vez mais eficientes para o
armazenamento e interpretacdo dos resultados obtidos (ROUZE, et al., 1999;
PROSDOCINI et al.,, 2002). Esta ciéncia surgiu como resultado da unido entre
diversas linhas de conhecimento (Figura 10), entre elas, a engenharia de softwares,
matematica, estatistica, ciéncia da computacéo e a biologia molecular, com objetivo
de gerar novos conhecimentos a partir do eficaz acesso e manuseio de grande
quantidade de dados (SABBATINI, 1999; CARRARO; KITAJIMA, 2002).

A bioinformatica, de um modo geral, surgiu como um novo ramo da ciéncia
gue tem por objetivo responder a questdes biolégicas através de analises com
ferramentas computacionais. O potencial desta abordagem tem mudado a maneira
de fazer ciéncia basica e aplicada, auxiliando pesquisas realizadas em laboratorio
(BAXEVANIS, 2001). Por meio das ferramentas de bioinformatica € possivel
manipular uma grande diversidade de dados biologicos; sendo o0s programas e
algoritmos desenvolvidos capazes de armazenar, processar, analisar, decifrar
estruturas, tracar relagdes entre moléculas e vias e interpretar grande quantidade de
informagdes (BOREM; SANTOS, 2001).
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Figura 10. A bioinformatica como uma ferramenta integradora da informacdo gerada por diversas
ciéncias. Fonte: Malone et al. (2006).

Esta vasta quantidade de dados biolégicos gerados levou ao desenvolvimento
e evolugcéao de uma diversidade de ferramentas computacionais que vém facilitando a
interpretacdo e analise de dados gendmicos e pés-gendmicos, permitindo a
integracdo das informacBes relacionadas a transcriptbmica, protedmica,
metabolédmica e outras “Gmicas”. Assim, a bioinformatica tem ocupado papel
significante na integragdo de varios dados gerados por estas diferentes tecnologias

(EDWARDS; BATLEY, 2004).

Dada a grande quantidade de informacdes (sequéncias de nucleotideos,
aminoéacidos e/ou proteinas) produzidas ao longo das ultimas décadas, bem como a
necessidade de acesso a tais dados, grandes bancos de dados publicos e privados,
e de redes de acesso, tém sido disponibilizados & comunidade cientifica, permitindo
interacdo entre diferentes grupos, bem como acesso e depdsito continuo de dados e

ferramentas Uteis para sua manipulacdo (MORAIS, 2003).

Um dos principais bancos de dados é o GenBank (Banco de Genes — sediado
nos EUA) o qual armazena e disponibiliza todas as sequéncias publicamente
disponiveis de DNA (de sequéncias pequenas a genomas inteiros), RNA e proteinas,
estando acessivel no NCBI (National Center for Biotechnology Information; Centro

Nacional para Informacdo Biotecnoldgica). Atualmente, este banco concentra
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98.868.465 sequéncias, contabilizando mais de 99.116.431.942 bases, incluindo
sequéncias de mais de 435.810 organismos (NCBI, 2011). Além de sequéncias
primarias de genes e proteinas, o GenBank oferece informagdes sobre a taxonomia,
genomas completos, mapas génicos, informacdes sobre estruturas proteicas, etc.,
além de um amplo sistema de busca bibliografica - o PubMed, um servico da
Biblioteca Nacional de Medicina (BENSON, et al., 2000).

Junto com o Genbank, fazem parte do INSD (International Nucleotide
Sequence Database; Banco de Dados Internacional de Sequéncias de Nucleotideos)
o DDBJ (DNA Database of Japan; Banco de Dados de DNA do Japéo)
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/) e o EMBL (European Molecular Biology Laboratory;
Laboratério Europeu de Biologia Molecular; http://www.ebi.ac.uk/embl/) que também
compartilham informacdes, além de manter um importante acordo de cooperacédo e
de intercambio de dados com o NCBI (TATENO et al., 2002).

Entre os bancos que buscam informacdes acerca de funcfes proteicas esta o
InterPro  (http://www.ebi.ac.uk/interpro), onde ¢é feita uma combinacdo das
assinaturas proteicas mais comuns encontradas nos bancos especificos, as quais
sdo reunidas em um mesmo banco, possibilitando a caracteriza¢do Unica e néo-
redundante de familias proteicas, dominios ou sitios funcionais (MULDER et al.,
2002). Também estdo integradas ao InterPro bases de dados especificas, como o
Pfam (Protein families database of alignments and HMMs; Banco de dados de
familias proteicas de alinhamentos e HMMs), um banco de familias de dominios
(STUDHOLME et al., 2003); o PROSITE, um banco de dominios e familias proteicas
mais sensivel na deteccdo de organismos divergentes (FALQUET et al., 2002), bem
como o PRINTS, um banco que abriga uma colecdo de assinaturas, motivos e
dominios de familias proteicas (ATTWOOD ET AL., 2003). Além desses, destacam-
se o PDB (Protein Data Bank; Banco de Dados de Proteinas), o PIR (Protein
Information Resource; Recursos de InformagOes Proteicas) e o KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto)
gue também mantém um constante intercambio de dados com os demais bancos
(PROSDOCINI et al., 2002; TATENO et al., 2002).

Paralelamente a criacdo dos bancos de dados, varias ferramentas que
permitem o acesso e analise deste grande numero de dados foram desenvolvidas

pela bioinformética. Tais ferramentas permitem, por exemplo, uma analise de
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predicéo in silico de sequéncias desconhecidas e novos genes, por meio de analises

de alinhamentos comparativos (KENT et al., 2002).

A ferramenta mais comum de comparacdo de sequéncias de DNA com os
bancos de dados genémicos é o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
Ferramenta de Busca por Alinhamento Local) (ALTSCHUL et al.,, 1990). Este
algoritmo permite comparar uma sequéncia (DNA ou proteina) qualquer
(denominada “Query”) com todas sequéncias gendmicas de dominio publico. O
resultado desta busca (cuja pesquisa pode ser limitada a um dado organismo, por
exemplo) retorna aquelas sequéncias (DNA ou proteinas) depositadas na base de

dados (“Subject”) com maior homologia.

O BLAST é subdividido em diferentes modalidades, dependendo do tipo de
molécula de interesse e da resposta que se deseja nesta comparacdo. Na
modalidade tBLASTx, por exemplo, tanto a “Query” como a base de dados “Subject”
sdo sequéncias de nucleotideos. Neste caso, séo feitas as seis traducfes possiveis
de cada sequéncia de nucleotideos. O resultado € o alinhamento do par proteina
(Query) - proteina (Subject), uma vez que proteinas de dois organismos sdo mais
parecidas entre si que os nucleotideos que as codificam. No caso de tBLASTNn,
sequéncia de aminoacidos em um banco de dados de nucleotideos, também
traduzido nos seis quadros de leitura. Outras modalidades buscam homologia entre
sequéncias de nucleotideos (BLASTnN), sequéncias de proteinas (BLASTp) ou entre
sequéncias de nucleotideos e proteinas (BLASTx) (ALTSCHUL et al., 1990; GIBAS;
JAMBECK, 2001).

Outra ferramenta disponivel no NCBI é o ORF-Finder (Open Reading Frame
Finder; Identificador de Quadros Abertos de Leitura), uma ferramenta de analise
gréfica, responsavel pela traducdo de sequéncias nucleotidicas (DNA/RNA) em

todos os seis quadros abertos de leitura (NCBI, 2011).

Enquanto o BLAST esta envolvido em andlises locais de similaridade, o
programa CLUSTAL € responsavel por executar alinhamentos multiplos
biologicamente informativos, onde as sequéncias envolvidas, tanto de nucleotideos
como de aminoéacidos, sado analisadas em niveis globais de similaridade. Além disso,
0 programa permite a construcdo de cladogramas e fenogramas, para inferéncia
filogenética e fenética, podendo ser visualizados, por exemplo, no programa
TreeView (PAGE, 1996; THOMPSON et al., 1997), visto que — apesar de possuir o
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algoritmo para gera-los — o CLUSTALX ndo possui uma interface para sua
visualizacdo. O TreeView €& um programa simples para visualizacdo de
dendrogramas, sendo capaz de ler diferentes formatos de arquivos, como Nexus,
Phylip, Nona, Mega e ClustalW/X. O programa gera opc¢Oes para visualizar as
arvores de diferentes formas, como radialmente, em forquilha, em paralelo, etc.
(PAGE, 1996; MORAIS, 2003).

A andlise comparativa de sequéncias tornou-se essencial ndo sé pela
possibilidade de avaliar as similaridades entre sequéncias de varios organismos,
como por proporcionar a reconstrucdo da histéria evolutiva das espécies e das
familias multigénicas, estimando as taxas da evolugdo molecular e inferindo sobre a
natureza e a extensao das forcas seletivas que atuaram no curso da evolucao dos
genes e dos genomas (KUMAR et al.,, 2004). Neste sentido, foi desenvolvido o
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Analises Genéticas de
Evolucdo Molecular), um programa para andlise de caracteres evolutivamente
informativos, podendo ser usado para analises com sequéncias nucleotidicas,
proteicas e marcadores moleculares (Tamura et al., 2007). Além disso, ele permite
calcular matrizes de distancia genética e analisar a composicdo de sequéncias
nucleotidicas e proteicas. O programa também disponibiliza algoritmos como
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means; Método nao
polarizado de Agrupamentos aos Pares com Médias Aritméticas) (SNEATH; SOKAL,
1973), NJ (Neighbor-Joinning; Agrupamento por Vizinhanga) (SAITOU; NEI, 1987) e
maxima parciménia (ECK; DAYHOFF, 1966; FITCH, 1971), permitindo a realizacdo
de inferéncias filogenéticas e fenéticas através da constru¢cdo de dendrogramas
(KUMAR et al., 2004).

O CLUSTER, amplamente utilizado na avaliacdo do padrdo de expressao de
genes, transformou-se em uma ferramenta importante para investigar como e onde o
organismo responde as condi¢cdes adversas do ambiente. Através desta ferramenta,
sequéncias gendmicas e dados gerados por experimentos de Microarray, SAGE,
EST, entre outros, podem ser avaliados, incluindo a geracdo de mapas,
agrupamento de meédias K (K-Means Clustering) e clusterizacdes hierarquicas
(EISEN et al., 1998). Permite também a visualizacdo dos padrdes de expressao

relativa dos genes estudados nos diferentes tecidos e condi¢fes testadas.
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2.10 FEIJAO-CAUPI

2.10.1 CLASSIFICACAO, ORIGEM E DISTRIBUICAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma dicotiledonea
(Magnoliopsida) que pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae (leguminosas),
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea e género Vigna (APG
[ll, 2009). Trata-se de uma cultura autdgama, possuidora de um dos menores
genomas deste grupo (450-500 Mb), com nivel diploide de 2n=22 cromossomos
(BENKO-ISEPPON, 2001; TEOFILO et al., 2001).

O feijdo-caupi é uma planta herbacea anual, propagada por sementes, de
crescimento morfologico diversificado, apresentando variacao de porte, desde ereto
até prostrado e habito de crescimento determinado a indeterminado (OLIVEIRA,
CARVALHO, 1998). As flores, completas, tém os 6rgdos masculinos e femininos
bem protegidos pelas pétalas, em niamero de cinco, de coloracdo branca, amarela
ou violeta (TEOFILO et al., 2001).

O género Vigna compreende 170 espécies, das quais 120 ocorrem na Africa
(66 espécies endémicas), 22 na india e sudeste da Asia (16 espécies endémicas),
havendo poucas espécies descritas para as Américas (FARIS, 1965; GHAFFOR et
al., 2001). Andlises deste género quanto a variacdo morfolOgica, citogenética,
molecular e fitogeogréafica situam o feijdo-caupi entre as espécies mais primitivas
ocorrentes na Africa (STEELE E MEHRA, 1980; NG; MARECHAL, 1985). Contudo,
através de analises moleculares Simon et al. (2007) sugerem que o género tenha se
originado no sudoeste da Asia (reconhecido berco das subtribos Phaseolinae,
Galegeae, Loteae, Trifolieae e Vicieae), enquanto o sul da Africa representaria sua

regido de diversificacéo.

Na América latina, o feijdo-caupi foi provavelmente trazido da Europa e do
Oeste da Africa pelos colonizadores europeus e pelos escravos africanos durante os
séculos 16 e 17. O processo ocorreu primeiramente nas colénias espanholas e logo
apos no Brasil, possivelmente no estado da Bahia e posteriormente para outras
regides do nordeste brasileiro (FREIRE-FILHO et al., 1988; 1999). Por outro lado,
Simon et al. (2007) sugerem que mais de eventos de introducdo de diferentes
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regibes da Africa devam ter ocorrido, especialmente considerando que houve
migracao de escravos africanos de diferentes regides para nosso pais.

2.10.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

O feijdo-caupi (também conhecido como feijdo macassar, fradinho, ou de
corda) constitui uma das principais leguminosas cultivadas no Brasil e no mundo.
Estima-se que ocupe uma area mundial de, aproximadamente, 14 milhdes de ha,
sendo 9.3 milhdes na Africa e o restante distribuido na América do Sul, América
Central e Asia, com pequenas areas espalhadas pelo sudoeste da Europa, sudoeste
dos Estados Unidos e Oceania. Os principais produtores mundiais sao Nigéria, Niger
e o0 Brasil (LANGYINTUO et al., 2003; SINGH et al., 2003). No Brasil, € cultivado
predominantemente nas regifes Norte e Nordeste, onde é utilizado para fins
alimentares (subsisténcia ou comercial), representando 95 a 100% do total das

areas ocupadas nessas regides (LIMA et al., 2007).

Esta leguminosa possui um elevado valor nutricional, sendo fonte de
proteinas (média de 23-25%), apresentando todos o0s aminoacidos essenciais,
carboidratos (média de 62%), vitaminas, minerais, além de possuir quantidade
significativa de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura (teor de 6leo em torno
de 2%). Por ndo apresentar colesterol, o feijdo-caupi pode ser utilizado na
substituicdo ou complementacdo dos alimentos derivados dos animais, tornando-a
extremamente importante para populacdes de baixa renda, onde muitas pessoas
ndo tém acesso a outras fontes de proteinas (BRESSANI; ELIAS, 1980;
PRINYAWIWATKUL et al., 1996; MAIA et al., 2000; FROTA et al., 2009).

O sucesso de seu plantio se deve a sua consideravel tolerancia a seca e ao
calor, a alta salinidade nos solos, bem como a temperaturas elevadas, além de
proporcionar uma excelente cobertura vegetal, inibindo o crescimento de ervas
daninhas, ajudando no combate a erosdo e contribuindo para a melhoria da
fertilidade do solo, aumentando a disponibilidade de fosforo e contribuindo para a
fixacdo de nitrogénio, através da associacdo com bactérias fixadoras de N
atmosférico (SILVEIRA et al., 2001; VALENZUELA; SMITH, 2002). Assim, por sua

capacidade de fertilizar naturalmente o solo, suportar condigbes ambientais
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desfavoraveis e impedir a infeccdo e reproducdo de organismos oportunistas, o
feijdo-caupi destaca-se como uma cultura de exceléncia para a agricultura (FERY,
1990; EHLERS; HALL, 1997).

Em estimativas realizadas, a producdo média anual do feijado-caupi no Brasil
(terceiro produtor mundial desta leguminosa) foi superior a 420.000 ton., com
produtividade de 366 Kg/ha (SILVA, 2009), perfazendo 32% da area plantada com
algum tipo de feijdo em nivel nacional (FREIRE-FILHO et al., 1999; 2005). Trata-se
do unico feijdo capaz de sobreviver com sucesso na regido norte (alta umidade,
muita chuva e solo argiloso) e no Nordeste (seca, solo arenoso, por vezes salino e
muito sol) (BARRETO, 1999). Com relagé&o ao aspecto socioecondmico, a cultura do
feijdo-caupi representa a geracdo de quase 1.500.000 empregos/ano no Brasil, com
o valor de produc¢éo estimado em US$ 250.000.000/ano (IBGE, 2010).

Apesar disso, a cultura do feijdo-caupi estd muito aquém do seu potencial
produtivo, principalmente em fung¢ao de fatores de estresses. Dentre os fatores que
limitam o desenvolvimento do feijdo-caupi pode-se citar a deficiéncia hidrica,
causada pela escassez e irregularidade das chuvas; a salinizacdo dos solos;
plantios predominantemente de subsisténcia; utilizagdo de cultivares com potencial
genético reduzido, além da grande incidéncia de doencas e pragas (CASTRO,
2000).

2.10.3 MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJAO-CAUPI

Durante muito tempo os programas de melhoramento do feijdo-caupi
baseavam-se apenas em métodos tradicionais de cruzamento, com selecdo de
genatipos adaptados as condigOes especificas de cada regido (XAVIER et al., 2005).
Neste sentido, esforcos foram direcionados para a geracao de cruzamentos visando
a obtencdo de caracteres como aumento do tamanho dos grdos, aumento da
produtividade média, porte ereto das plantas, floragcdo precoce, bem como para a
identificacdo de linhagens resistentes a salinidade e as doencas que mais
prejudicam a producéo do feijdo-caupi (BARRETO, 1999; FREIRE-FILHO et al.,
1999). De fato, a resisténcia multipla a doencas e pragas, melhoria do porte, da
tolerancia ao calor, ao frio, a salinidade e a seca néo se limita a um problema local,
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ou regional, mas sim, objetos de estudo de programas de melhoramento em nivel
mundial (TIMKO; SINGH, 2008).

No Brasil, os primeiros trabalhos visando ao melhoramento do feijdo-caupi
foram iniciados na década de 1960 e tinham como objetivo o aumento da
produtividade da cultura (PAIVA et al., 1970). Nos ultimos anos cresceram as
perspectivas de colheita e melhoria da qualidade do feijdo-caupi através de
programas de melhoramento que visam o desenvolvimento de cultivares com alta
qualidade de gréaos, alto potencial produtivo, adaptado aos sistemas de cultivo e com
elevada qualidade nutricional (EHLERS; HALL, 1997).

O uso de ferramentas biotecnoldgicas modernas pode proporcionar nao s6
condicbes de competitividade e caracteristicas que atendam as necessidades
comerciais internacionais do feijao-caupi (TIMKO, 2002), mas também informacdes
sobre a estrutura e a composicdo do seu genoma e proteoma, auxiliando na
interpretacdo de sua evolugdo e, definitivamente, contribuindo substancialmente
para o melhoramento dessa cultura (SIMON et al., 2007; TIMKO et al., 2008).

Nos ultimos anos o sequenciamento do genoma e do transcriptoma do feijao-
caupi foi desenvolvido por alguns grupos e disponibilizado em bancos de dados
publicos, como o CGKB (Cowpea Genomics Knowledge Base; Base de
Conhecimentos Gendmicos de Feijdo-Caupi), um banco de dados de sequéncias
gendbmicas baseado em informacfes derivadas de 298.848 sequéncias ricas em
genes (GSS - Cowpea Genespace Sequences), geradas através da filtragem de
DNA gend6mico metilado (CHEN et al., 2007). Outro grande banco de dados de
feijdo-caupi € o HarvEST, um banco de dados internacional, com mais de 180.000
ESTs geradas a partir de 17 bibliotecas oriundas de diversos tecidos, estando

disponivel ha mais de cinco anos para acesso publico (HARVEST, 2010).

Outro banco de dados de feijdo-caupi teve inicio em 2004, através da Rede
Nordestina de Biotecnologia (ReNorBio) e sob coordenacéo da Universidade Federal
de Pernambuco. Nesta rede, foi realizada a andlise gendmica funcional, estrutural e
comparativa em V. unguiculata, o projeto NordEST, o qual teve como objetivo
identificar genes candidatos potencialmente Uteis para fins de melhoramento desta
cultura. O projeto integra 10 instituicdes e 11 Laboratorios, onde foram obtidas
27.453 sequéncias de EST e mais de 21 milhGes de sequéncias de SuperSAGE
relacionadas a expressdo de genes de resisténcia a fatores bidticos e abidticos
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importantes para o melhoramento do feijao-caupi (BENKO-ISEPPON et al., 2010). O
banco NordEST representa um dos mais elaborados para a espécie, com 12
bibliotecas de EST sob condi¢cdes de estresse bidtico (virus do mosaico severo e
potyvirus) e abiotico (salinidade), capacitando o acesso a informacgdes transcricionais
de uma diversidade de genes em varios momentos de resposta vegetal frente as

situacdes contrastantes aplicadas experimentalmente (BENKO-ISEPPON, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar, quantificar e caracterizar as estruturas das aquaporinas e de seus
genes codificantes, bem como analisar o padrédo de expressao desses genes no
feijdo-caupi (Vigna unguiculata), concentrando-se em elementos com potencial

filogenético e biotecnoldgico.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar e caracterizar genes relacionados ao transporte de 4gua no banco
de dados NordEST, reconhecer seus dominios conservados, comparando-0s
agueles de genes anteriormente caracterizados;

e Efetuar alinhamentos multiplos amplos e parciais, inferindo sobre a estrutura e
as relagbes dos citados genes ao nivel de nucleotideos e de proteinas;

e Avaliar regibes filogeneticamente informativas com programas de analise
filogenética;

e Estabelecer um perfil da expresséao in silico dos genes analisados, a partir da
analise de sua presenca/auséncia nos diferentes tecidos e condicbes de
isolamento efetuados na montagem do banco de ESTs da cultura;

e Realizar modelagem comparativa para os diferentes membros identificados,
visando a obtencdo de modelos tridimensionais viaveis para estudos

relacionados a especificidade e eficiéncia de transporte;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ldentificacdo e Anélise das Aquaporina de Feijdo-caupi

A triagem de genes codificantes para aquaporinas em feijao-caupi foi
realizada, inicialmente, no banco NordEST (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/vigna/) -
um banco de dados do transcriptoma do feijdo-caupi - utilizando modelos
probabilisticos baseados no Modelo Oculto de Markov (EDDY, 1996), através do
pacote de ferramentas HMMERS3, inferéncia que permite maior eficiéncia na
identificacdo de homdlogos pela geracdo de modelos a partir de alinhamentos
multiplos de proteinas (EDDY, 2009). Para o desenho do modelo foram utilizadas
sequéncias proteicas completas das 35 aquaporinas descritas em A. thaliana
(JOHANSON et al.,2001). O alinhamento foi realizado para as sequéncias
candidatas, através da ferramenta hmmalign, incluida no HMMER. Com base neste
alinhamento foi realizada a constru¢cdo do modelo, com auxilio da ferramenta
hmmbuild, também incluida no pacote, seguindo-se pela busca de sequéncias
ortélogas via hmmsearch, em um banco de dados local, traduzido nos seis quadros
(frames) de leitura, correspondente a todos os transcritos de Vigna unguiculata

disponiveis, utilizando um ponto de corte “cut-off” menor ou igual a e ™.

As sequéncias anotadas foram entdo confrontadas com o banco de proteinas
nao redundantes do NCBI (National Center for Biotechnology Information —
www.ncbi.nim.nih.gov) através de alinhamentos reciprocos com a ferramenta
BLASTx (ALTSCHUL et al.,, 1990). Os candidatos obtidos no banco de dados
NordEST foram traduzidos no quadro de leitura indicado pelo BLASTX, por meio do
programa ORF-finder (disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Tais
polipeptidios preditos foram, entdo, submetidos a ferramenta BLASTp, para a
identificacdo de proteinas homodlogas com fungcdo conhecida e, em paralelo, foi
avaliada a integridade de seus dominios, via ferramenta CD-search, vinculada ao

algoritmo rpsBLAST.

Levando em consideracdo integridade do dominio conservado MIP, um
alinhamento mdltiplo para as sequéncias que apresentassem dominios

completamente integros foi conduzido por meio do ClustalW (THOMPSON et al.,
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1994). Nesta analise foi possivel observar a integridade dos motivos funcionais NPA,
a integridade e posicdo dos residuos de aminoacidos responsaveis pela formacao
do filtro seletivo (ar/R) das aquaporinas, e as posi¢cdes de Froger’s, responsaveis

pela distincdo entre aquaporinas e aquagliceroporinas.

Para determinar a nomenclatura das aquaporinas de feijdo-caupi e analisar a
relacdo das diferentes aquaporinas nas subfamilias propostas para o grupo, foram
construidos dendrogramas, utilizando o método de Neighbor-Joining, com valores de
bootstrap ao nivel de 1000 replicacdes, com a utilizacdo do programa MEGA4
(TAMURA et al., 2007) e visualizagédo via TreeView (PAGE, 1996). Como regra, a
nomenclatura das aquaporinas identificadas em feijdo-caupi foi baseada na
homologia de sequéncias e analises filogenéticas, de acordo com a homenclatura ja
utilizada em outros organismos vegetais (JOHANSON et al.,, 2001). Além de
sequéncias proteicas de feijao-caupi, sequéncias de aquaporinas completas
descritas e caracterizadas em Arabidopsis, Z. mays, Ricinus communis e Vitis
vinifera foram utilizadas na construcdo dos dendrogramas, a fim de verificar a

relacdo filogenética entre as diferentes subfamilias de aquaporinas vegetais.

Através da contagem direta das reads (aguaporinas em feijao-caupi), foi
tracado um perfil de expresséo das sequéncias obtidas na plataforma NordEST. Tais
reads foram agrupadas segundo a biblioteca/tecido de expressdo, apos a
normalizagdo dos dados, ou seja, considerando-se o numero de reads em cada
biblioteca e sua frequéncia relativa nas diferentes bibliotecas. A analise do perfil de
expressdo das aquaporinas em V. unguiculata foi realizada através do programa
CLUSTER 3.0 (EISEN et al., 1998), sendo a clusterizacdo hierarquica gerada
visualizada no programa TreeView (PAGE, 1996). Em tal visualizac&o grafica, a cor
amarela indica a auséncia de expressdo e 0s niveis de laranja, a intensidade de
expressao na biblioteca em questéo, objetivando a identificacdo dos principais sitios

de expresséo das aquaporinas no feijao-caupi.

Para elucidar a estrutura e funcdo destes genes, as sequéncias de
aminoacidos das aquaporinas foram submetidas a ferramenta WolLF PSORT
(http://wolfpsort.org/) para a determinagédo de sua localizagédo subcelular, além de
determinar o numero de segmentos transmembrana para cada membro de
aquaporina em feijao-caupi, através do programa Philius
(http://www.yeastrc.org/philius; REYNOLDS et al., 2008)
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4.2 Modelagem Comparativa e Estrutura Tridimensional

As sequéncias de aminoacidos preditas para aquaporinas em feijao-caupi
foram submetidas a uma modelagem comparativa, visando a determinacédo de sua
estrutura terciéria, representando a primeira modelagem para os membros desta

familia de transportadores nesta espécie.

Como modelo (template) para a modelagem tridimensional foi utilizada a
aguaporina SoPIP2-1 [1z98] de espinafre (S. oleracea) depositada no PDB (Protein
Data Bank) e obtida por difracdo de raios-X (TORNROTH-HORSEFIELD et al.,
2006), uma vez que se trata da Unica aquaporina vegetal disponivel no banco, além
de apresentar a maior similaridade com as aquaporinas preditas para feijao-caupi.

A modelagem foi executada no programa MODELLER 9v9 (ESWAR et al.,
2008), através da rotina model, que utiliza para o calculo, as coordenadas atdbmicas
do modelo, o alinhamento gerado entre 0 modelo e as sequéncias submetidas a
comparacao, em conjunto com as coordenadas atdmicas do molde. As estruturas
geradas foram visualizadas e os diversos modos de visualizacdo gerados no
programa NOC 3.01 (CHEN et al., 2007).

A avaliacdo de qualidade foi determinada pela ferramenta online Protein
Structure & Model Assessment, da plataforma SWISS-MODEL Workspace
(http://swissmodel.expasy.org/), onde foram obtidos os dados para a avaliagdo via
Procheck (LASKOWSKI et al., 1993), que determina a qualidade estereoquimica do
modelo através da analise do grafico de Ramachandran e QMEAN (BENKERT et al.,
2009), o qual compara o modelo com estruturas depositadas de mesmo tamanho.
Informacdes acerca da qualidade do modelo também foram determinadas via ProSA
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), uma ferramenta online que
compara os padrdes de energia e estrutura do modelo com outras proteinas
depositadas no banco de dados do PDB (SIPPL, 1993; WIEDRSTEIN; SIPPL, 2007).
Por fim, as sequéncias de aminoacidos também foram submetidas a uma
eletroforese  bidimensional in  silico via  ferramenta web  JVirGel
(http://www.jvirgel.de/), que determina os provaveis pesos moleculares e pontos
isoelétricos das sequéncias proteicas analisadas (HILLER et al., 2006). A hieraquia

das andlises computacionais encontra-se descrita abaixo na figura 11.
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Figura 11. Diagrama do processo geral de prospeccao, caracterizacdo e modelagem de aquaporinas
no genoma expresso de feijao-caupi via ferramentas de bioinformatica.

4.3 Validacéao dos Transcritos por Clonagem e Sequenciamento

4.3.1 Desenho de Primers

Realizada a caracterizacéo in silico das sequéncias candidatas, as mesmas

foram sequenciadas para confirmagcdo como sendo aquaporinas. Para tal, pares de
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primers foram desenhados com base em 15 sequéncias (ESTs) de provaveis
aguaporinas. As sequéncias selecionadas para desenho de primers foram aquelas
com os valores de expressao mais significativos e que contemplassem membros de
todas as subfamilias (Tabela 1). Os primers foram desenhados através da
ferramenta web Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/; ROZEN; SKALETSKY,
2000) levando-se em consideracdo 0s seguintes critérios: tamanho do
oligonucleotideo (minimo: 18 bases; oOtimo: 20 bases; maximo: 22 bases);
temperatura de anelamento (minimo: 57° C; 6timo: 60° C; maximo 63° C); e

contetdo em GC (minimo: 40%; 6timo: 50%; maximo: 60%).

4.3.2 Obtencdo do cDNA e clonagem das sequéncias relacionadas a

aguaporinas

4.3.2.1 Obtencédo do material vegetal

Sementes de gendtipos contrastantes de feijdo-caupi, com caracteristicas de
tolerancia (Pitilba) e suscetibilidade (Canapu Amarelo) ao estresse salino e
osmatico, foram semeadas em vasos contendo areia lavada (cinco sementes por
vaso), utilizando-se trés vasos por tratamento (Controle, 2 horas e 8 horas apos
estresse salino). A rega inicial foi constituida de agua (primeira semana), sendo que
apos o inicio da germinacdo foram realizadas regas com solucdo nutritiva de

Hoagland trés vezes por semana com %2 concentragao.

Cerca de um més apos a semeadura foi aplicado tratamento com 200 mL de
NaCl 100mM Os vasos controles foram regados com o mesmo volume de solugao
nutritiva desprovida de NaCl. Os tempos de coleta (2 e 8 horas) foram escolhidos
considerando-se dados da literatura, especialmente estudos realizados com A.
thaliana que demonstram um pico de ativagdo entre duas a trés horas da introducao
do estresse salino, bem como outro pico de ativagdo (de um segundo grupo de
genes) oito horas apos o estresse (SEKI et al., 2002). Nos tempos estabelecidos as
raizes das plantas tratadas foram separadas da parte aérea, rapidamente lavadas
para a retirada da areia e imediatamente colocadas em nitrogénio liquido. Ao final da
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coleta as amostras foram armazenadas em ultra-freezer (-80°C) até serem

submetidas a extracdo do RNA.

Tabela 1: Conjunto de primers selecionados para a validacdo das aguaporinas de feijdo-caupi.
Fw: foward; Rv: reverse.

Tamanho Tamanho

Gene Sentido Primers .
Primer Fragmento

Fw 5-TGTTCCACAGTTGGTGTTCAAG-3' 22

VuPIP11 143
Rv 5-AGAGATAACTTGCGTGCCAAGA-3' 22
Fw 5-CCCTCAGAGCTTACTTCATGGT-3' 22

VuPIP13 151
Rv 5-AAGCGATTCCTTGAATACCAAC-3' 22
Fw 5-CGCTAGAGACTCACACGTTCCT-3' 22

VuPIP14 151
Rv 5-GCCAAGGTCTTTGTTGAAGATG-3' 22
Fw 5-AAGGACTACCATGACCCTCCTC-3' 22

VuPIP21 150
Rv 5-CTGGCTCTTGTAACCAATGACA-3' 22
Fw 5-ACCGAGGTACGAACTGAGTTGA-3' 22

VuPIP23 148
Rv 5-TGGTGACGTAGAGGAAGAGGAG-3' 22
Fw 5-ATAAGGGCGTTGTTGTACATGG-3' 22

VuPIP24 160
Rv 5-TAATCTCAGCACCCAAAGCAGT-3' 22
Fw 5-GTTAGCTGGACCTGGGACAAC-3' 21

VuTIP11 130
Rv 5-AGTAGTCAGTGGTTGGGAGCTG-3' 22
Fw 5'-CCCTCCTAACCGGTTTCTTCTA-3' 22

VuTIP23 149
Rv 5'-AATCTCAAACACCACACCTTGG-3' 22
Fw 5-TTTAGCAGCAGGACCATTCTCT-3' 22

VuTIP21 151
Rv 5-CACATTGCCATAGATGAGACCA-3' 22
Fw 5-TACATTGCCGAGTTCATCTCAA-3' 22

VuTIP22 152
Rv 5-ACAGCAACGAAGAGAGCAAAAC-3' 22
Fw 5-TCCGACTCCTTTGTCTCTGTTC-3' 22

VuNIP11 149
Rv 5'-CAAACAATTGCTATCCCAGGAA-3' 22
Fw 5'-GCAGTTGGATCTACGGTACTGC-3' 22

VuNIP12 147
Rv 5-TCCAAGAGTTGTTGACACCAGA-3' 22
Fw 5-CTCGTGATGCTCTTTCAGGACT-3' 22

VuUNIP71 154
Rv 5-GCAAGCTTTGACACTCTGCTCT-3' 22
Fw 5-CTCATCATGATCAAGGGTCCTC-3' 22

VuSIP11 156
Rv 5'-GTCGTGCCATTTCTCAACGTAT-3' 22

VUSIP21 Fw 5-CGCTTCAACAGAGGTAGCACTT-3' 22 155
Rv 5-AAACTGTGGTTGAAGGGTTGAA-3' 22
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4.3.2.2 Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

Aproximadamente 200 mg de material vegetal (raizes de feijdo-caupi de
ambos os gendtipos, e em todos os tratamentos) foram usados para a extracao de
RNA total através do kit “SV Total RNA Isolation System” (Promega) de acordo com
recomendacdes do fabricante. Apds tratamento com DNase, 1 pug de RNA foi
utilizado para a sintese de cDNA utilizando o kit “QuantiTect® Reverse Transcription
Kit” (Qiagen).

4.3.2.3 Obtencéo dos produtos da PCR

As amostras de cDNAs foram utilizadas para a amplificacdo dos segmentos
relacionados a aquaporinas em feijao-caupi, utilizando os primers desenhados com
base nas sequéncias de EST descritas previamente (Tabela 1). As condi¢cbes da
PCR foram as seguintes: 50 ng de cDNA, 3,5 puL de MgCI2 (25 mM), 1,6 pyL de
dNTPs (10 mM), 1 pL de cada primer (10 mM), 1.0 U Taq polimerase (Fermentas),
2,5 pyL de solucédo tampao 10x (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH8.3 e 1,4 mM
MgCI2) e agua Milli-Q num volume final de 25 pL. A reacédo foi programada para: 10
min a 95°C (desnaturacédo inicial), seguido de 38 ciclos de 1 min a 95°C
(desnaturacéo), 1 min a 54°C (anelamento) e 1 min a 72°C (extensao) e finalizando
com uma extensdo final de 10 min a 72°C. As reacBes foram realizadas em
termociclador “Techne TC-412” (Barloworld Scientific). Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,8 % a 4 V/cm por 3 horas, usando
como padrao de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega). Com auxilio de um
bisturi, fragmentos entre 300 e 500 pb foram excisados do gel, purificados de acordo
com o kit "GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, USA).Os
fragmentos foram quantificados através de gel de agarose 1,2 % comparando-se
com o padrao de peso molecular DNA de fago lambda (A-DNA) em diferentes

concentracgdes (20, 50 e 100 ng/uL).

4.3.2.4. Clonagem e Sequenciamento

A clonagem dos fragmentos foi realizada em pGEM, através do Kit “pGEM-T
Easy vector System |I” (Promega). Aproximadamente 150-300 ng de cada fragmento
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purificado foi utilizado para ligagdo em 50 ng de vetor pPGEM-T-easy. Uma aliquotas
de 4 uL da mistura de cada reacédo de ligacao (fragmento + vetor) foi utilizada para
transformacdo em 100 pL de células quimiocompetentes “MAX Efficiency DH10B™
Competent Cells (Invitrogen) por choque térmico (incubacdo da reacdo no gelo, por
30 min, choque térmico a 42°C por 45 s, seguido por incubacdo em gelo novamente
por um periodo de 2-5 min). Realizada a transformacao, foram adicionados 500 pL
de meio de cultura S.O.C (triptona 2 %; extrato de levedura 0,5 %; NaCl 5M; MgCI2
1 M; KCI1Me MgSO4 1 M) a suspenséo de células, que foram entdo incubadas a
37°C, sob agitacéo (240 rpm), durante 1 h. Uma aliquota de 150 pL da suspenséo de
células transformantes foi plagueada em placas de Petri contendo meio LB sdlido,
suplementado com ampicilina 1,2 % (100 mg/L). Aproximadamente 30 min antes do
plaqueamento, foram adicionados ao meio de cultura sdélido 100 L de X-Gal (20 mg/
mL) e 40 uL de IPTG (100 mM). As culturas foram incubadas a 37°C durante 16 h,
sendo posteriormente transferidas para 4°C para melhor identificacdo das col6nias
recombinantes. A selegcdo das colbnias recombinantes foi realizada a partir da
diferenciacdo de sua cor na presenca do IPTG (isopropil tiogalactosideo) e X-GAL

(5-bromo-4-cloro-3-indol-beta-D-galactopiranosideo

Os clones positivos (recombinantes) foram multiplicados em microplacas de
cultivo de 96 pocgos, contendo 1 mL de meio de cultura LB suplementado com
ampicilina 1,2 % (100 mg/ L), e incubadas a 37°C, 320 rpm, por 22 h. Aliquotas de
100 pL de cada cultura foram transferidas para uma nova microplaca contendo 100
uL de glicerol 50 % e armazenadas a -80°C. O restante da cultura foi utilizado para a
extracdo do DNA plasmidial (Miniprep) através do método de lise alcalina para
microplacas, conforme descrito em: http://sucest.lad.ic.unicamp.br/public. ApGs esse
processo, os fragmentos de DNA obtidos foram quantificados em comparacédo com o

marcador molecular pGEM (100 ng).

A reagdo de sequenciamento foi realizada com 150 ng de DNA plasmidial, 0,7
puL de Big-dye versdo 3.1, 3,2 pmoles de primer T7, 150 pL de tampéao de
sequenciamento e completado para 10 pL com agua Milli-Q estéril. A reacdo de PCR
de sequenciamento foi realizada em equipamento ABI9700 (GeneAmp PCR
SYSTEM Applied Biosystems). Ao final desta etapa, a reacgéo foi precipitada com 90
ML uma solucdo composta de 3uL de acetado de potassio a 3M, 62,5 uL etanol
absoluto, 24,5 pL de H20 Milli-Q estéril em cada tubo. Apos agitacdo suave por 15
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s, as placas foram incubadas em gelo por 20 min, sendo em seguida centrifugadas
por 30 min / 3.000g / 4°C. Descartado o sobrenadante, os pellets foram lavados em
100 pL de etanol 70 % gelado e centrifugados por mais 10 min, nas mesmas
condicBes. ApOs esse processo, a placa foi seca no escuro por 1 h. Em seguida,
foram adicionados 10 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) em cada
amostra, sendo a placa submetida a eletroforese capilar no sequenciador automéatico
ABI 3100 (Applied Biosystems).

4.3.3 Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas via BioEdit 7 (HALL,
1999), para eliminagdo dos segmentos de baixa qualidade e obtidas as sequéncias
de nucleotideos a serem submetidas ao VecScreen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
VecScreen) para retirada dos trechos de vetor. De posse das sequéncias tratadas,
foi conduzido um alinhamento e montagem de “Contigs” ainda no BioEdit, obtendo-
se assim os candidatos a validadores das aquaporinas obtidas via bioinformatica no
genoma expresso de feijao-caupi.

Apods essa etapa, as sequéncias de nucleotideos foram confrontadas com as
sequéncias obtidas no Banco de Dados NordEST utilizando a ferramenta BLASTnN
do NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Sendo o resultado submetido a
ferramenta web Circoletto (DARZENTAS, 2010) para visualizacdo de similaridades

entre sequéncias.
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5. RESULTADOS

O presente estudo apresenta a primeira descrigdo das “Proteinas Intrinsecas
de Membrana” (MIPs - Major Intrinsic Proteins), também conhecidas de aquaporinas,
no transcriptoma do feijao-caupi. Para este trabalho, ap6s mineracdo no banco de
dados NordEST, através de métodos de buscas em bioinforméatica (HMMER), foram
identificados 37 candidatos a genes codificantes para aquaporinas (Tabela 2) . Das
37 sequéncias candidatas, somente dez (quatro PIPs, trés NIPs, duas TIPs e uma
SIP) deduzidas de aminoacidos apresentaram-se incompletas. As demais 27
candidatas apresentaram sequéncia completa de aminoacidos para aquaporinas de
feijdo-caupi, sendo filogeneticamente analisadas juntamente com 0s membros
descritos para A. thaliana. Esta andlise foi realizada tanto pelo método de Neighbor-
Joining como pelo método de maxima parcimbénia e de maxima verossimilhanca,
cujos resultados foram similares (dados ndo mostrados). Assim, por comparacéo das
sequéncias de aminoacidos, estas aquaporinas foram classificadas em 11 PIPs
(cinco PIP1s e seis PIP2s); 10 TIPs (quatro TIP3s e seis outras TIPs); quatro NIPs e
duas SIPs, ndo sendo encontrado nenhum membro da subfamilia XIP.

As sequéncias preditas para as subfamilias apresentaram um tamanho entre
190 e 302 aminoacidos, mas com variacbes internas a cada subtipo de
transportador. Os 11 membros da subfamilia PIP foram classificados em dois
grupos. O open reading frame (ORF) das sequéncias completas dos transcritos de
PIP1 codificavam para proteinas de 214-290 aminoacidos de comprimento, com 82-
94% de identidade entre as sequéncias. O tamanho das ORFs de PIP2 variou de
279 a 288 aminoacidos e identidade variando entre 75 e 93%. Os agrupamentos
PIP1 e PIP2 quando comparados entre si, mostraram uma identidade variando entre

19 e 78% e tamanhos estimados das ORFs predominantemente similares.

No caso da subfamilia TIP, as sequéncias protéicas com dominios completos
variaram entre 218 e 257 aminoacidos, mostrando 49 a 98 % de identidade. Nesta
subfamilia, o grupo TIP3 apresentou maior identidade entre seus membros, com
valores superiores a 98 % (Tabela 2). A subfamilia NIP apresentou quatro
sequéncias entre 190 e 302 aminoacidos, com identidade minima de 45 % e maxima

de 79%. Ja para a subfamilia SIP, foi observado que os polipeptideos eram
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relativamente curtos, com 248 a 245 aminoacidos e com baixa identidade (45%)

entre suas sequéncias.

Tabela 2. Categorias de aquaporinas identificadas no transcriptoma do feijdo-caupi.

No. acesso ___famanho Maior Similaridade (%) Dominio
Nome (NordesT) (nt)  (ad) Caupi NCBI Conservado EStado”
PIPs VuPIP1-1 Contigl5975 858 213 VuPIP1-2 (85.98) ACJ84965 (92.34) MIP superfamily cP
VuPIP1-2  Contig640 600 213 VuPIP1-1 (85.98) DAA33860 (90.46) MIP superfamily CP
VUPIP1-3  Contigl4532 656 289  VuPIP1-4 (94.48) AAB72149 (95.86) MIP superfamily cpP
VUPIP1-4  Contigl6565 492 289  VuPIP1-3 (94.48) ACU20400 (97.58) MIP superfamily cpP
VuPIP1-5 Contig7208 858 287 VuPIP1-3 (85.81) AAY22204 (98.26) MIP superfamily CP
VuPIP2-1 Contig12096 750 285 VUuPIP2-2 (93.21) ACU20229 (96.84) MIP superfamily CP
VuPIP2-2 Contig2737 864 287 VuPIP2-1 (93.21) ABU94631 (97.21) MIP superfamily CP
VuPIP2-3 Contig2789 180 284 VuPIP2-2 (81.60) ABD32807 (90.37) MIP superfamily CP
VUPIP2-4  Contigl057 771 285  VuPIP2-5(89.24) ACU20043 (97.20) MIP superfamily cP
VUPIP2-5  Contigl3160 747 287  VuPIP2-4 (89.24) NP_001105639 (96.52) MIP superfamily cP
VUPIP2-6  Contig2256 870 278  VuPIP2-4 (79.93) BAD90701 (90.390 MIP superfamily CP
VUuPIPa Contigl0897 906 200  VuPIP2-2 (100.00) ACU23034 (94.77) MIP superfamily IC
VUPIPb Contigl0949 735 164  VuPIP1-3 (90.65) CAA06745 (90.57) MIP superfamily IC
VuPIPc Contig16439 642 126  VuPIP2-1 (100.00) ACU20229 (96.45) MIP superfamily IC
VuPIPd Contig736 378 83  VuPIP1-3(97.26) AAB72149 (92.41) MIP superfamily IC
TIPs VuTIP1-1 Contig70 870 250 VuNIP6-1 (80.00) AAF82790 (94.67) MIP superfamily CP
VuTIP1-2 Contig8535 634 252 VuTIP1-1 (75.10) AAA02947 (94.07) MIP superfamily CP
VuTIP2-1 Contig7680 819 248 VuTIP2-2 (87.20) ACU14104 (95.97) MIP superfamily CP
VuTIP2-2 Contig3059 192 248 VuTIP2-1 (87.20) ACU23209 (85.19) MIP superfamily CP
VuTIP2-3 Contig12252 837 249 VuNIP6-1 (80.00) AAZ78659 (94.63) MIP superfamily CP
VUTIP3-1  Contig109 864 219  VUTIP3-3(98.60) ACU18941 (84.46) MIP superfamily cP
VuTIP3-2a  Contig140 855 256  VuTIP3-2b (98.83) P23958 (94.92) MIP superfamily CP
VuUTIP3-2b  Contig7183 747 256  VuTIP3-2a (98.83) P23958 (93.75) MIP superfamily cP
VuTIP3-3  Contig348 744 254  VUTIP3-1(98.60) ACU18941 (84.40) MIP superfamily CP
VuTIP5-1 Contig15230 765 244 VuNIP6-1 (80.00) ACX37451 (62.30) MIP superfamily CP
VuTIPa Contigl6579 344 208  VuNIP6-1(80.00) ACU18235 (91.96) MIP superfamily IC
VuTIPb Contig3907 735 114  VuTIP1-1(92.73) ADQO08684 (79.63) MIP superfamily IC
NIPs VuNIP1-1 Contig16718 534 272 VuNIP1-2 (79.35) ABS72446 (96.34) MIP superfamily CP
VUNIP1-2  Contig7093 642 189  VuNIP1-1(79.35) ACU23597 (92.02) MIP superfamily CP
VUNIP6-1  Contig15045 788 301  VuTIP1-1(80.00) AAT35231 (82.95) MIP superfamily CP
VUNIP7-1  Contig6501 753 263  VUTIP5-1(66.67) ACU23509 (83.52) MIP superfamily CP
VuNIPa Contig137 570 60 VuNIP6-1 (100.00) AAT35231 (80.88) MIP superfamily IC
VuNIPb Contigl6969 771 64  VuUNIP1-2 (81.36) CAB45652 (80.77) MIP superfamily IC
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VUNIPC Contig5471 864 178  VuTIP1-1(80.00) ACJ84850 (76.10) MIP superfamily

SIPs VuSIP1-1  Contig3455 249 247 VuPIP2-4 (80.00) ACU22985 (79.35) MIP superfamily
VuSIP2-1  Contigd744 747 244  VuPIP2-4 (66.67) ACU20408 (78.24) MIP superfamily
VuSIPa Contig14057 759 249 VuPIPa (80.00) ACU23100 (90.73) MIP superfamily

CP
CP

*CP: Dominio completo; IC: Dominio incompleto

5.1 Avaliacéo de residuos conservados

Informacdes a respeito das sequéncias estdo sumarizadas na Tabela 2, onde
sdo evidenciados tais motivos “NPAs”, residuos conservados no filtro “ar/R” e nos
sitios “Froger’s, juntamente com a predicdo dos dominios transmembrana e

localizac&o subcelular das aquaporinas de feijao-caupi.

Os loops B e E apresentam os motivos NPA (Asn-Pro-Ala), reconhecidos
como formadores de uma das duas constricdes do poro. Todos 0s membros da
subfamilia PIP apresentaram os dois motivos NPA conservados (ndo havendo
substituicdo em nenhuma das posicfes). Para os membros da subfamilia TIP, com
excecdo da sequéncia VuTIP3-1 [que no segundo motivo LE apresenta uma lisina
(K) no lugar da asparagina (N)], todas as sequéncias apresentaram motivo integro
nas duas posi¢cées. Como ja estabelecido (CHAUMONT et al., 2001; GOMES et al.,
2009), modificacBes nestes motivos sdo mais acentuadas para as subfamilias NIP e
SIP. Para VuNIP1-1 e VuNIP6-1, o residuo de alanina (A) foi substituido por valina
(V), enquanto que para VuSIPs ocorreu uma modificagdo de alanina (A) por
Treonina (T) no primeiro NPA de VuSIP1-1 e por serina (S) em VuSIP2-1 (Tabela 3)

A segunda constricdo, também conhecida como constricdo arginina/aromatica
(ar/R), tem sido relatada como sendo o maior delimitador de permeabilidade ao
soluto. Alguns residuos desta regido séao responsaveis pelo fornecimento de pontes
de hidrogénio para as moléculas de agua a serem transportadas (WALLACE;
ROBERTS, 2004). Os filtros de seletividade identificados nos representantes
VUuPIPs, VuTIPs, VuNIPs e VuSIPs foram muito similares ao que foi descrito em
outras espécies (LUDEWIG; DYNOWSKI, 2009). Analises de homologia mostraram
que apenas oito membros das MIPs de feijdo-caupi apresentaram filtros de

seletividade ar/R n&o descritos previamente, mas que mesmo assim, compartilham
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de homologia em algumas posic¢des e residuos com outros filtros identificados para
as diferentes subfamilias (Tabela 4).

Tabela 3. Suméario das principais regides e sitios conservados de aquaporinas em Vigna.

Name Motivo Motivo Ar/R selectivity filter Froger's Position -
NPA(LB) NPA(LE) o nH5 LE1 LE2 PL P2 P3 P4 PS5
VUPIP1-1 NPA NPA F H T R Q s T F W 5
VUPIP1-2 NPA NPA F H T R R S A F W 4
VUPIP1-3 NPA NPA F H T R E S A F W 5
VUPIP1-4 NPA NPA F H T R E S A F W 6
VUPIP1-5 NPA NPA F H T R E S A F W 6
VUPIP2-1 NPA NPA F H T R Q S A F W &6
VUPIP2-2 NPA NPA F H T R Q S A F W &6
VUPIP2-3 NPA NPA F H T R Q S A F W &6
VUPIP2-4 NPA NPA F H T R Q S A F W &6
VUPIP2-5 NPA NPA F H T R Q S A Y W &6
VUPIP2-6 NPA NPA F H T R M S A F W 6
VuTIP1-1 NPA NPA H | AV T T A Y W 7
VUTIP1-2 NPA NPA H I AV T S A Y W 6
VuTIP2-1 NPA NPA H | G R T S A Y W 7
VuTIP2-2 NPA NPA H | G R T S A Y W 6
VuTIP2-3 NPA NPA H I G R T S A Y W 6
VUTIP3-1 NPA KPA H | G R T G A S - 5
VuTIP3-2a  NPA NPA H I A L T A S F W 6
VuTIP3-2b  NPA NPA H | A L T A S F W 6
VUTIP3-3 NPA NPA H I G R T A A F W 6
VUTIP5-1 NPA NPA N T A A S S A Y W 6
VUNIP1-1 NPA NPV W V A R F S A Y I 5
VUNIP1-2 NPA NPA -V A R F S A Y L 4
VUNIP6-1 NPA NPV T I G R Y T A Y L 6
VUNIP7-1 NPA NPA A S G R F T A Y F 5
VUSIP1-1 NPT NPA I T P F M A A Y M 6
VuSIP2-1 NPS NPA N T P N M A A Y M 6

(*) TM: Namero de hélices transmembrana preditos via Philius.

A subfamilia PIP em feijdo-caupi destacou-se como a mais conservada,
apresentando o filtro ar/R conservado, com os residuos Phe (F), His (H), Thr (T), Arg
(R) presentes nas posi¢des H2, H5, LE1 e LE2 em todas as sequéncias encontradas
(Tabela 3). Para VUTIPs, o filtro ndo foi conservado em todas as posi¢cdes para as
diferentes sequéncias, apresentando algumas substituicbes. Os membros de TIP1
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apresentam His (H), lle (I), Ala (A) e Val (V), enquanto que os membros de TIP2
apresentam His (H), lle (1), Gly (G) e Arg (R) como padréo de residuos. Entretanto,
0os membros de TIP3 mesmo com His (H), lle (I) como residuos conservados nas
posicbes H2 e H5, apresentaram variacdo nos residuos das posicoes LE1 e LE2,
que podem ser residuos de Gly (G) ou Ala (A) em LE1 e Arg (R) ou Lis (L) em LE2.
Ja TIP5, com seu Unico membro, apresentou os residuos mais variaveis do filtro ar/R
[Asn (N), Thr (T), Ala (A) e Ala (A)]. O filtro de seletividade para VuNIP, apresentou-
se mais conservado para os dois membros de NIP1 que apresentam trés residuos
conservados nas posi¢oes H5, LE1 e LE2, com Val (V) Ala (A) e Arg (R). O sitio H2
apresentou um Trp (T) em VuNIP1-1, sendo que para VuNIP1-2, ndo foi possivel
identificar um residuo nesta posicao. A subfamilia SIP, tida como a mais divergente
guando comparada as demais, apresentou dois padrdes de residuos no filtro ar/R,
ambos ndo observados em outras espécies vegetais (Tabela 4).

Tabela 4: Padrdes de Filtro de seletividade ar/R de feijao-caupi.
Membros MIP H2 H5 LE1 LE2

PIPs
VuPIP1-1; VuPIP1-2; VuPIP1-3;
VuPIP1-4; VuPIP1-5; VuPIP2-1,

VUuPIP2-2; VuPIP2-3; VuPIP2-4; F H T R
VUPIP2-5; VUPIP2-6

TIPs

VUTIP1-1; VUTIP1-2 H I A %
VuTIP3-2a; VuTIP3-2b H I A L
Vu TIP2-1; VuTIP2-2; VuTIP2-3; H | G R
VuTIP3-1; VUTIP3-3

VUTIP5-1 N T A A
NIPs

VUNIP1-1; VUNIP1-2 W v A R
VUNIP6-1 T ' G R
VUNIP7-1 A S G R
SIPs

VUSIP1-1 | T P F
VuSIP2-1 N T P N

* Em itdlico as sequéncias e seus correspondentes residuos nao
identificados em Arabidopsis, milho e arroz.

As posicoes conservadas de Froger's, reconhecidas como residuos
conservados que separam aquaporinas de aquagliceroporinas, provendo
especificidades funcionais, também foram analisadas nas aquaporinas de feijao-
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caupi. A subfamilia PIP apresentou dois dos cinco sitios (P1-P5) conservados em
todas as sequéncias, possuindo uma Ser (S) no sitio P2 e um Trp (W) no sitio P5. O
sitio P1 foi 0 menos conservado para as VUPIPs, com os amino&cidos Glu (E), Met
(M) e GIn (Q) aparecendo nesta posicdo, enquanto que P3 apresentou uma Thr (T)
ao invés de Ala (A) na sequéncia VuPIP1-1 e um Tyr (Y) substituia o residuo de Phe
(F) na aquaporina VuPIP2-5 (Tabela 3).

Os cinco sitios Froger's apareceram conservados em todas as posicoes
preditas para os membros de TIP2, como Thr (T), Ser (S), Ala (A), Tyr (Y), e Trp (W),
mas relativamente variaveis nos demais membros VuTIPs, cuja conservagcao de
aminoacidos ocorreu apenas nos sitios P1 e P5, com uma Thr (T) e um Trp (W),
respectivamente. Adicionalmente, a subfamilia NIP também mostrou variacdo em
termos de residuos de aminoacidos nos sitios Froger's. Nesta subfamilia, houve
conservagao nos sitios P3, com uma Ala (A) e P4 com um Tyr (Y), os demais sitios
mostraram-se variaveis, com Phe (F) ou Tyr (Y) na posi¢éo P1, Ser (S) ou Thr (T) no
sitio P2, e a posicdo P5, onde pode ser encontrado lle (1), Leu (L) ou Phe (F). As
duas sequéncias pertencentes a VuSIP apresentaram similaridade com relacdo aos
residuos de aminoacidos, com Met (M), Ala (A), Ala (A), Tyr (Y) e Met (M) nas
posicdes de P1 a P5.

5.2 Analise comparativa e Filogenia

A analise filogenética das aquaporinas de dominio completo em feijao-caupi
confirmou a classificacdo deste grupo de transportadores em quatro grupos
ortblogos (Figura 12). As diferentes subfamilias foram analisadas
independentemente, e de forma comparativa as MIPs de Arabidopsis (AtMIPS),
agrupando-se em clusters menores de acordo com a similaridade de sequéncia com
as AtMIPs inseridas no alinhamento. Como em outros organismos vegetais, a
subfamilia de aquaporinas PIP apresentou divisdo em dois subgrupos, entretanto, a
divisdo em cinco subgrupos para a subfamilia TIP e sete para NIP, previamente
descritos para Arabidopsis, ndo foi observada em Vigna, pois 0s membros
encontrados foram passiveis de classificacdo em apenas quatro grupos distintos em
TIP e trés em NIP. Os membros da subfamilia PIP foram divididos em PIP1 e PIP2,
TIP foi agrupado em TIP1, TIP2, TIP3 e TIP5, enquanto que trés e dois subgrupos
apareceram para NIP (NIP1, NIP6 e NIP7) e SIP (SIP1 e SIP2). Nos nossos dados
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nao foram identificados membros de alguns grupos ja descritos para outros vegetais,
estes subgrupos incluem TIP4, NIP2, NIP3, NIP4 e NIP5.

VuPIP2 1
VuPIP2 2
59 VuPIP2 3
VuPIP2 4
VuPIP2 5
100 VuPIP2 6 PIP
71 VuPIP1 1

VuPIP1 2
100 VuPIP1 5
VuPIP1 3
VuPIP1 4
VuTIP3 1

VuTIP3 3

VuTIP3 2a
VuTIP3 2b
7 a9 VuTIP11 TIP
58 VuTIP12
VuTIP5 1
64 VuTIP2 3
VuTIP2 1
VuTIP2 2
VuNIP11
VuNIP12
VuNIP6 1
VuNIP7 1
VuSIP11
VuSIP2 1

92
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Figura 12. Analise fenética de membros da familia de aquaporinas de Vigna unguiculata pelo
método de Neighbor Joining, com valores de bootstrap ao nivel de 1000 replicagées.O dendrograma
evidencia as 27 sequéncias de dominio completo e seu agrupamento em quatro subfamilias com
relagdo a similaridade de suas sequéncias. Escala de 0,1 refere-se a 10% de divergéncia entre as
sequéncias. Legenda: PIP (Proteinas de Membrana Plasmatica), TIP (Proteinas de Membrana de
Tonoplasto), NIP (Proteinas de Membrana de Nodulos) e SIP (Pequenas Proteinas Bésicas
Intrinsecas de Membrana).
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Os dados para VuPIP produziram um alinhamento de 305 posi¢des, onde 147
foram variaveis, 106 parciménio-informativos e 158 sitios foram conservados entre
os diferentes membros de PIP, indicando que PIP representa um grupo bastante
homogéneo, comparativamente com baixos niveis de divergéncia. A analise
filogenética suportam a separacdo de VuPIPs em dois grupos distintos: VUuPIP1 e
VUPIP2 (Figura 13), com cinco e seis membros respectivamente (DANIELSON;
JOHANSON, 2010).

Figura 13. Andlise fenética para as VUPIPs de Vigna e PIPs de Arabidopsis. Divisdo em dois grupos
distintos. Escala de 0,02 refere-se a 2% de divergéncia entre as sequéncias. Legenda: PIP (Proteinas
de Membrana Plasmatica).

Em feijdo-caupi, as sequéncias VuTIPs produziram um alinhamento de 270
posi¢cdes, com 210 sitios variaveis, 167 parcimonio-informativos e 48 conservados
para todas as sequéncias (Figura 14). Esta analise confirma tanto a divisdo proposta
para TIPs em quatro subgrupos (ZARDOYA et al., 2005), como para cinco grupos

aceitos para a classificagdo desta subfamilia (JOHANSON et al., 2001,
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DANEIELSON; JOHANSON, 2010). Os grupos encontrados foram TIP1, TIP2, TIP3

e TIP5, com dois, trés, quatro e um membro respectivamente.

\;9 a )_\'\ N

TIPS

1GdILV

0.05

Figura 14. Analise fenética para as VuTIPs de Vigna e TIPs de Arabidopsis. Divisdo em cinco grupos
distintos, onde a escala de 0,05 refere-se a 5% de divergéncia entre as sequéncias. Legenda: TIP
(Proteinas de Membrana de Tonoplasto).

Os dados para VuNIP resultaram em um alinhamento de 335 posi¢des, onde
247 representavam sitios variaveis, 114 sitios parcimonio-informativos e 67 sitios
conservados nas sequéncias analisadas. As sequéncias pertencentes a VuNIPs
foram agrupadas em NIP1 (dois membros), NIP6 (um membro) e NIP7 (um membro)

(Figura 15), classificagdo esta oriunda da dicotiledénea Arabidopsis, que comporta
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sete subgrupos em sua classificagdo (QUIGLEY et al., 2001; JOHANSON et al.,
2001), mas alguns autores observaram que em milho e algumas outras espécies
vegetais sdo apenas identificados 3 grupos na subfamilia NIP (CHAUMONT et al.,
2001; DANIELSON; JOHANSON, 2010).

NIP2 Z NIP4

N
N
v L8

NIP7

LLAINW

Figura 15. Andlise fenética para as VuNIPs de Vigna e NIPs de Arabidopsis. Subfamilia dividida em
sete grupos segundo classificacdo de Arabidopsis. Escala de 0,05 refere-se a 5% de divergéncia
entre as sequéncias. Legenda: NIP (Proteinas de Membrana de N6dulos).

A analise fenética com VuSIPs apontam esta subfamilia como sendo a mais

divergente. Tal alinhamento apresentou 253 posi¢cfes, com 161 sitios variaveis, 83
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conservados, mas nenhum parcimonio-informativo, agrupando-se nas duas divisdes

descritas para monocotiledoneas e dicotiledoneas (Figura 16).

SiP2
SIP1

AP

0.05

Figura 16. Andlise fenética para as VuSIPs de Vigna e SIPs de Arabidopsis. Divisdo em dois grupos
distintos: VuSIP1 e VuSIP2, onde a escala de 0,05 refere-se a 5% de divergéncia entre as
sequéncias. Legenda: SIP (Pequenas Proteinas Basicas Intrinsecas de Membrana).

Para determinar relagdes filogenéticas entre as aquaporinas de V. unguiculata
com as aquaporinas de outras espécies vegetais, sequéncias completas de A.
thaliana, Z. mays, R. communis e V. vinifera foram também analisadas (Figura 17).
Como ja visto em outras espécies (FOUQUET et al, 2008; GUPTA;
SANKARARAMAKRISHNAN, 2009). Pela arvore gerada, a partir dos alinhamentos
pelo método de Neighbor-Joining, pode-se observar uma distribuicdo das MIPs de V.
unguiculata (VuMIPs) nas quatro subfamilias descritas nos vegetais superiores,

excluindo-se a subfamilia XIP, ndo encontrada em nossas analises.
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Figura 17. Relagbes fenéticas entre aquaporinas vegetais. Arvore construida pelo método de
Neighbour Joining, mostrando a comparagéo entre as 27 aquaporinas completas de V. unguiculata
em conjunto com aquaporinas de milho (Zea mays), Arabidopsis thaliana, Ricinus communis e uva
(Vitis vinifera). As quatro subfamilias encontradas e feijdo-caupi estdo indicadas pelas diferentes

cores. A barra indica distancia de 0,05 indica 5% de alteragdo na sequéncia de aminoacidos.

5.3 Expressao das aquaporinas de feijao-caupi

Como em nossas analises foram considerados dados oriundos de diversos
bancos de dados (publicos ou de acesso

desenvolvimentos e condi¢cdes, o nimero de vezes em que um transcrito especifico
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é identificado nas bibliotecas ndo representa toda populacdo, mas apenas uma
estimativa da abundancia deste na populacdo de mRNA.

Os transcritos de aquaporinas em feijdo-caupi correspondem a 2.225 reads
distribuidas em oito bibliotecas. Destas, as sequéncias mais abundantes nas
diferentes bibliotecas foram VuTIP1-1 e a maioria dos membros de VuPIP, tanto
VUPIP1 e VUuPIP2 (Tabela 5). Para 11 transcritos foram encontrados menos de
10membros nas bibliotecas, fazendo com que algumas familias fossem fracamente
representadas. Para a subfamilia NIP, o transcrito VuNIP1-1 representou o Unico
membro com contagem superior a 10 vezes e VuSIP1-1 e VuSIP2-1 apareceram

seis e quatro vezes, respectivamente.

Utilizando os dados de expressdo obtidos para os oito érgdos, um perfil de
expressao por clusterizacdo hierarquica foi construido baseado na abundancia de
transcritos (Figura 18a). Em geral as VuMIPs apresentaram expressdo nos diversos
orgdos vegetais, como pode ser observado na biblioteca Mil, onde apenas 0s
membros VuTIP3-1, VuTIP3-2a, VuTIP3-2b, VuTIP3-3, VuNIP1-1, VuNIP7-1 e
VUPIP1-1 ndo apresentaram niveis de expressao significativos apos a normalizacéo
dos dados. Tais transcritos apresentaram expressao diferencial em tecidos/6rgéos
especificos, sugerindo uma expressdo sitio-especifica. Os membros VuTIPs,
ausentes constitutivamente, apresentaram uma expressao preferencial em sementes
nos estagios iniciais de desenvolvimento, ja VuNIP1-1 e VuNIP7-1 foram mais
expressos em raiz e folha, respectivamente. O membro VuPIP1-1, diferentemente
dos demais membros desta subfamilia, apresentou expressdo apenas em tecidos
radiculares, com expressao suprimida (down-regulated) quando submetida ao

estresse salino, em comparagao ao controle (raizes sem estresse com NacCl).

Com excecdo da biblioteca Mil (mix de tecidos), entre as bibliotecas
analisadas, a que apresentou um maior numeros de transcritos relacionados a
aguaporinas foi a biblioteca de raiz, que corresponde a um dos principais 0rgao
vegetais relacionados a absorcédo de agua, seguido da biblioteca de folha, 6rgdo

responsavel pelo controle da perda de &gua pelo processo de transpiracao vegetal.

As raizes apresentam membros de todas as quatro subfamilias sendo
expressos, em especial VuNIPs que sao caracteristicos no processo de nodulacao
em Leguminosas (WALLACE et al., 2006), e VuPIPs, familia com alta eficiéncia no
transporte de dgua (CHAUMONT et al., 2000).
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Tabela 5: Distribuicdo ndo normalizada das reads nas diferentes bibliotecas de feijdo-caupi.
Mil: mix de tecidos; Lfm: folha e meristema apical; Dsd: sementes em desenvolvimento; Rt3:
raiz; Lf3: folha; Bud: botao floral; RtS: raiz sob salinidade.

Trancrito Mil Lfm Dsd Rt3 Lf3 Bud RtS Total
VUuPIPs 1061 27 3 11 5 0 62 1169
VuPIP1-1 0 0 0 2 0 0 2 4
VUuPIP1-2 5 1 0 0 0 0 0 6
VUuPIP1-3 387 1 1 0 0 0 17 406
VuPIP1-4 25 1 0 0 0 0 12 38
VUuUPIP1-5 122 6 0 0 4 0 2 134
VuPIP2-1 27 6 0 4 0 0 5 42
VUuPIP2-2 123 4 0 2 0 0 2 131
VUuPIP2-3 2 0 0 0 0 0 3 5
VuPIP2-4 76 7 0 0 1 0 9 93
VuPIP2-5 159 1 2 3 0 0 9 174
VUPIP2-6 135 0 0 0 0 0 1 136
VuTIPs 866 8 76 14 0 2 42 1008
VuTIP1-1 656 1 19 0 0 2 26 704
VUuTIP1-2 6 0 0 5 0 0 0 11
VuTIP2-1 98 2 0 4 0 0 1 105
VuTIP2-2 25 0 0 1 0 0 27
VuTIP2-3 75 1 0 4 0 0 14 94
VuTIP3-1 0 0 2 0 0 0 0 2
VuTIP3-22 0 2 6 0 0 0 0 8
VuTIP3-2b 0 2 36 0 0 0 0 38
VuTIP3-3 1 0 13 0 0 0 0 14
VuTIP5-1 5 0 0 0 0 0 0 5
VuNIPs 5 6 4 2 1 0 20 38
VuNIP1-1 1 0 0 0 0 0 18 19
VuNIP1-2 1 2 0 0 0 0 1 4
VuNIP6-1 3 0 0 0 0 0 0 3
VuNIP7-1 0 4 0 0 0 0 1 5
VuSIPs 8 2 0 0 0 0 0 10
VuSIP1-1 6 0 0 0 0 0 0 6
VuSIP2-1 2 2 0 0 0 0 0 4

Para as VUPIPs os principais 6rgaos de expressdo também foram as raizes
(em especial para os transcritos VuPIP1-1, VuPIP1-4 e VuPIP2-3) e folhas
(sequéncias VuPIP1-2, VuPIP1-5 e VuPIP2-1). A expressdo de membros desta
familia ndo foi observada em botdes florais. Entretanto, em sementes foi verificada a
expressdo da aquaporina VuPIP2-5. Os membros da subfamilia VuTIPs
clusterizaram de forma semelhante a andlise filogenética, ficando a expressao de

TIP3 situada em sementes e folhas (membros VuTIP3-2a e VuTIP3-2b). Para as
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demais VUTIPs, a expresséo foi situada tanto em tecidos radiculares (VuTIP1-2 e
VuTIP2-3) como em botbes florais (VuTIP1-1). Os menores niveis de expressao
foram os da subfamilia VuSIP, que se restringiram ao tecido foliar para VuSIP2-1,
nao sendo possivel a determinacdo de outros sitios de expressao O0rgao-especifica
(Figura 18b).
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Figura 18. Perfil de expressdo obtido apds clusterizacdo hierarquica realizada pelo programa
CLUSTER 3.0 dos transcritos de aquaporinas de feijdo-caupi. Os quadrados em laranja indicam alta
expressao, em laranja mais claro indicam baixa expressdo e em amarelo, auséncia de expressao.
Abreviacdes: Mil: mix de tecidos; Lfm: folha e meristema apical; Dsd: sementes em desenvolvimento;
Rt3: raiz; Lf3: folha; Bud: bot&o floral; RtS: raizes sob salinidade.

5.4 Modelagem comparativa

A modelagem comparativa foi baseada na utilizacdo de um modelo conhecido
(com estrutura determinada experimentalmente), alinhado com as sequéncias para
as gquais se desejava determinar a estrutura terciaria. Esta analise permitiu uma
visualizagdo da arquitetura geral destes transportadores de membrana. A estrutura
terciaria de uma proteina se da pelo dobramento de suas estruturas secundarias e
dominios. Dada a similaridade ao nivel secundario, semelhancas estruturais podem

ser consideradas tdo eficientes quanto os meétodos experimentais (Difracdo de
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Raios-X e Ressonancia Magnética Nuclear). Neste estudo, os modelos foram
construidos a partir do modelo “template” 1298 de espinafre (S. oleracea, SoPIP2;1),
com 2.10 A de resolucao, disponivel no Banco de Dados de Proteinas - PDB(Protein
Data Bank), que apresenta a melhor similaridade com as aquaporinas de feijao-
caupi, além de representar a Unica aquaporina vegetal disponivel. Todas as
aguaporinas com dominio completo foram submetidas a modelagem computacional,
apresentando variacfes na similaridade apds o alinhamento contra o modelo, cujos
valores de identidade foram de 84 % (VuPIP2-6) e 25 % em VuSIP1-1 (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de similaridade entre o modelo de espinafre (SoPIP2-1) e os diferentes
membros de aquaporinas de feijdo-caupi.

VUPIPs Simil(i/zi)dade VUTIPs Simil('zl/;i)dade VUNIPs Similg/zi)dade VUSIPs Simil(il/[)i)dade
VuPIP2-6 84.34 VuTIP2-1 42.53 VuNIP1-1 31.28 VuSIP2-1 26.67
VuPIP2-1 79.34 VuTIP2-2 41.85 VuNIP6-1 30.53 VuSIP1-1 25.85
VuPIP2-4 77.82 VuTIP1-1 40.43 VuNIP1-2 30.34
VuPIP2-2 77.19 VuTIP3-3 39.74 VuNIP7-1 27.78
VuPIP2-5 76.22 VuTIP3-2a 39.55
VuPIP2-3 75.18 VuTIP3-2b 39.55
VuPIP1-2 74.88 VuTIP2-3 39.37
VUuPIP1-5 74.81 VuTIP3-1 38.58
VuPIP1-1 71.70 VuTIP1-2 37.61
VuPIP1-3 70.74 VuTIP5-1 34.82
VuPIP1-4 69.63

Os modelos propostos para as aquaporinas de V. unguiculata (gerados via
MODELLER; Figura 19) apresentaram, para a maioria de seus membros, todas as
caracteristicas principais: seis dominios transmembrana (H1-H6) conectados por
cinco loops (LA-LE), juntamente com os dois dominios alfa-hélice portadores dos
motivos conservados NPA, que interagem internamente, formando o poro seletivo
(GOMES et al.,, 2009). Como estabelecido para as aquaporinas, os modelos
apresentam extremidades carboxi- e amino-terminal, juntamente como os loops A, C
e E, voltados para a regido citoplasmatica, além de exibirem a conformacao
“hourglass”, evidenciando a simetria dos segmentos transmembranas e alfa-hélices
portadoras dos motivos NPA. As estruturas protéicas modeladas apresentaram peso
molecular predito variando entre 31, 08 kDa e 20,16 kDa e pontos isoelétricos entre
5,36 e 9,96.
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Para a analise de confiabilidade dos modelos propostos para as aquaporinas
de feijdo-caupi, diversos programas de avaliagdo de qualidade foram aplicados,
visando a validacdo dos desenhos computacionais. Os modelos analisados via
Procheck (LASKOWSKI et al., 1993), QMEAN (BENKERT et al., 2009) e ProSA
(SIPPL, 1993; WIEDRSTEIN; SIPPL, 2007) apresentaram para 0s modelos
propostos, valores dentro dos padrdes de confiabilidade (Tabela 7), com score
QMEAN variaveis dentro do espectro 0,62 - 0,30 (valores mais préximos a um

representam modelos com maior qualidade).

A estrutura estereoquimica dos modelos (via grafico de Ramachandaran,
programa Procheck) apresentou valores superiores a 83 % na quantidade de
residuos localizados nas regifes energeticamente mais favoraveis para um modelo
de qualidade, em todos os modelos propostos para as VUMIPs. As inferéncias com
relacdo a qualidade da geometria dos modelos revelaram que estes apresentaram z-
scores entre -1,97 e -4,77 (quanto mais negativos, maior nivel de confiabilidade para

0 modelo).

Embora z-score negativos sejam a indicacdo de um bom modelo, também
deve ser considerada a plotagem do modelo no grafico dos scores de todas as
estruturas protéicas depositadas no PDB, a qual deve estar situada dentro da area
azul (clara ou escura), a qual reflete o método de identificacdo, que pode ser
cristalografia de raios-X ou ressonancia magnética nuclear RMN). Com base nesta
analise, as diferentes subfamilias de aquaporinas modeladas situam-se dentro da
area referida a padrdes de qualidade desejada, muitas delas préximas ao modelo
estrutural utilizado na modelagem comparativa (Tabela 7 e Figura 20A-D).
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Tabela 7: Valores de qualidade e energia para os modelos estruturais de aquaporinas de
feijdo-caupi obitidos via plataforma SWISS-MODEL e ferramenta Procheck.

Name  Mass ., Length ;o e QMEAN Ramachandran*

(kDa) (aa) RMF RPA RGP RNP
SoPIP21 29,90  9.03 251 -4,36 0,52 90,0% 9,3% 0,7% 0,0%
VUPIP11 22,57  9.69 213 -3,69 0,41 91,4% 7,4% 06% 0,6%
VuPIP12 2252  9.65 213 -3,62 043  926% 62% 06% 0,6%
VuPIP13 30,82  8.79 289 -4,64 054  933% 59% 08% 0,0%
VuPIP14 30,80  7.79 289 -4,37 055  924% 59% 1,7% 0,0%
VuPIP15 30,87 8.98 287 -4,61 0,57 929% 54% 08% 0,8%
VuPIP21 30,40 8.27 285 -4,77 056  929% 67% 04% 0,0%
VuPIP22 30,72  8.78 287 -4,41 0,59 91,7% 7,1% 1,2% 0,0%
VuPIP23 30,93  8.77 284 -3,99 0,57 92,0% 67% 1,3% 0,0%
VuPIP24 30,61 6.5 285 -4,69 0,57 929% 54% 08% 0,8%
VuPIP25 30,78  7.66 287 -4,77 0,62 922% 7,0% 0,9% 0,0%
VuPIP26 29,57 9.31 278 -4,36 056  928% 55% 1,3% 0,4%
VuTIP11l 25,48 5.6 250 -2,00 0,51 87.2% 11,3% 05% 1,0%
VuUTIP12 25,94 5.7 252 -3,34 053 892% 80% 24% 0,5%
VuTIP21 2511  5.75 248 2,77 0,51 87,9% 11,1% 05% 0,5%
VuTIP22 25,19 6.1 248 -2,90 053 884% 10,1% 15% 0,0%
VuTIP23 2549  5.36 249 -2,95 0,51 87,9% 10,7% 1,0% 0,5%
VuUTIP31 22,70 8.6 219 -3,36 050 87,4% 104% 1,1% 1,1%
VuTIP32a 27,13  6.58 256 -3,54 050 883% 85% 23% 0,9%
VuTIP32b 27,05  6.78 256 -3,65 050 859% 10,8% 2,8% 0,5%
VuTIP33 26,74 6.14 254 -4,49 055 87,6% 9,0% 1,0% 24%
VuTIP51 25,75  9.19 244 -3,48 0,49 89,3% 92% 1,0% 0,5%
VuNIP11 2887  9.16 272 -1,97 0,37 85,1% 11,0% 2,6% 1,3%
VuNIP12 20,16  9.74 189 -2,29 030 832% 124% 3,1% 1,2%
VuNIP61 31,08  8.25 301 -4,18 0,41 86,6% 10,5% 2,0% 0,8%
VuNIP71 27,26  6.17 263 -3,43 048  858% 114% 1,8% 0,9%
VuSIP11 26,67 7.1 247 -2,76 0,39 86,8% 10,8% 1,9% 0,5%
VuSIP21 26,15  9.96 244 -3,62 044  866% 86% 29% 1,9%

(*) RMF: Regido Mais Favoravel; RPA: Regido Permitida Adicional; RGP: Regido Generosamente
Permitida; RNP: Regido Nao Permitida.
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via modelagem comparativa, a partir do modelo SoPIP2-1 disponivel ho PDB.
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Figura 20. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados, comparativamente aos
modelos de cristalografia de raios-x (em azul claro) e ressonancia magnética (em azul escuro)
depositados no PDB. Os pontos em preto referem-se aos modelos gerados para as subfamilias PIP
(A), TIP (B), NIP (C) e SIP (D); os pontos em vermelho referem-se ao Z-score do modelo de
aguaporina de espinafre (SoPIP2-1).
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5.5. Validagcé&o dos transcritos

Através do uso de 15 pares primers desenhados para aquaporinas de Vigna
unguiculata, foi possivel isolar 13 fragmentos a partir do cDNA da variedade Canapu
amarelo, ndo sendo obtidos amplicons apenas para os primers (VuSIP21F,
VuSIP21R, WVUTIP21F e VUTIP21R). Os 13 obtidos

sequenciamento e montagem dos contigs possuem de 49 a 160 nucleotideos de

fragmentos apos
comprimento, apresentando similaridades com os transcritos de feijdo-caupi ao nivel
de nucleotideos superior a 91% de identidade no BLASTn (Tabela 8). Todos os
fragmentos gerados a partir do cDNA correspondem a sua sequéncia (transcrito) de
origem (Figura 21), confirmando (validando) a existéncia destes genes inicialmente
preditos apenas por ferramentas de bioinformatica, bem como confirmando a
expressdo destes no tecido radicular, visto que o cDNA foi construido a partir do
conjunto total de mMRNA deste tecido.

Tabela 8: Valores de similaridade dos fragmentos amplificados do cDNA de feijdo-caupi
contra os bancos NordEST e NCBI, seus respectivos primers e tamanhos da sequéncia.

Similaridades (%)
Transcritos de

Contig Pimerspara - Tamanho - TEECIENT neel LasTY
(BLASTn)

ContigPIP11  VuPIP11F / VuPIP11R 119 VUPIP11 (91.00) ACF74346 (85.00)
ContigPIP13  VuPIP13F / VuPIP13R 151 VUPIP13 (100.00) ACF74346 (92.00)
ContigPIP14  VuPIP14F / VuPIP14R 145 VUPIP14 (97.00)  XP_003552478 (96.00)
ContigPIP21  VuPIP21F / VuPIP21R 63 VUPIP21 (100.00) AAK83979 (100)
ContigPIP23  VuPIP23F / VuPIP23R 103 VUPIP23 (97.00) AAY22203 (74.00)
ContigPIP24  VUuPIP24F / VuPIP24R 160 VUPIP24 (99.00) ADK25057 (96.00)
ContigTIP11  VuTIP11F / VuTIP11R 49 VUTIP11 (96.00) CAD33928 (92.00)
ContigTIP22  VuTIP22F / VuTIP22R 151 VUTIP22 (94.00) EFH59247 (67.00)
ContigTIP23  VuTIP23F / VuTIP23R 151 VUTIP23 (97.00) AAZ78659 (89.00)
ContigNIP11  VuNIP11F / VuNIP11R 121 VUNIP11 (94.00) ABS72446 (92.00)
ContigNIP12  VuNIP12F / VUNIP12R 65 VUNIP12 (100.00) AES64037 (95.00)
ContigNIP71  VuNIP71F / VUNIP71R 156 VUNIP71 (100.00) NP_001240190 (83.00)
ContigSIP11  VuSIP11F / VuSIP11R 127 VUSIP11(91.00)  XP_003548052 (79.00)
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Figura 21: Visualizacdo da similaridade dos fragmentos isolados do cDNA de Vigna unguiculata e
seus respectivos primers contra 0s transcritos caracterizados como aquaporinas no banco de dados
NordEST utilizando o resultado do BLASTn no programa Circoletto. Regifes coloridas representam
os niveis de similaridade baseando-se nos scores: Azul — score menor que 100; Verde — score entre
100 e 170; Laranja — score entre 170 e 240; Vermelho — score superior a 240.
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6. DISCUSSAO

A importancia das aquaporinas como uma grande familia multigéncia esta
ficando cada vez mais evidente em estudos que visam a otimizacdo do uso da agua
e nutrientes nos organismos vegetais. Por se mostrar bastante diversa nas plantas,
acredita-se que nela estejam elementos funcionalmente diversificados e
especializados, atuantes no crescimento vegetal nas mais variadas condi¢cdes
ambientais. Entdo, o entendimento das relagbes hidricas vegetais a nivel molecular,
€ dependente da identificagcdo do conjunto total de MIPs, juntamente como suas
especificidades de substratos e perfis de expressao.

O numero de aquaporinas completas descrito nesse estudo é inferior ao
observado em outras espécies vegetais, tal como Arabidopsis (35 membros) e arroz
(33 membros), se devendo este fato provavelmente a indisponibilidade de
sequéncias gendmicas, ou mesmo pelas limitacbes do banco de EST, néao
abrangente a toda diversidade de transcritos existente em feijdo-caupi, mas ainda
assim superior ao niumero de isoformas identificadas em outros organismos. Este
aumento do namero de isoformas em organismos vegetais aponta para a amplitude
de funcbes que estes transportadores exercem, bem como as diferentes
seletividades e afinidades por solutos (LIU et al., 2009).

Apesar de possivelmente existirem outros genes codificantes para
aguaporinas ainda nao identificados em feijao-caupi, a propor¢cédo observada entre
os membros das diferentes subfamilias (PIP, TIP, NIP e SIP) é similar ao que é
encontrado em outras plantas, onde a auséncia da recém descoberta subfamilia XIP
se deve provavelmente ao baixo nivel de expressao dos membros e provavelmente
a um baixo numero de isoformas para este grupo, que ainda permanece
desconhecido em termos de localizacao e especificidade de soluto (BIENERT et al.,
2011).

A diversidade das aquaporinas nos organismos multicelulares reflete a
necessidade destes transportadores na osmorregulacdo e movimento de agua
através das membranas nos diferentes tecidos, 6rgdos e estagios de
desenvolvimento. A localizag&o subcelular de todos os membros de aquaporinas em
feijdo-caupi foi predita como sendo de membrana plasmatica, onde o compartimento

s

subcelular ndo foi determinado. A abundancia destes canais € importante para a
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movimentacdo de agua e de outras pequenas moléculas, facilitando as atividades
regulatérias relacionadas ao transporte de agua e pequenos solutos (KRUSE et al.,
2006).

6.1 Avaliacdo de residuos conservados

As aquaporinas possuem uma estrutura conservada dentro dos diferentes
reinos (Azada et al., 2011), apresentando motivos funcionais e residuos conservados
com importante papel na atividade e seletividade do poro. A base molecular para a
seletividade das aquaporinas € decorrente dos dois filtros formadores do poro, onde
0 primeiro corresponde ao conservado motivo NPA e o segundo é formado pela
regido ar/R, sendo este o principal determinante da seletividade por diferentes
substratos.

Os residuos conservados dos motivos NPA encontram-se, de um modo geral,
altamente conservados nas subfamilias PIP e TIP, com substituicdes de residuos
encontradas apenas em NIP e SIP. Os motivos NPA para a subfamilia NIP parecem
apresentar pouco efeito na seletividade do substrato, observando-se que a
substituicdo da alanina (A) por valina (V) no motivo presente no loop E é compativel
com o transporte de formamida, uréia e glicerol, apresentando baixos niveis de
transporte de &gua, indicando que esta substituicdo de residuos afeta mais a
capacidade de transporte de agua, ndo sendo o determinante da seletividade pelo
soluto (FORREST; BHAVE, 2007).

Por sua vez, as VuSIPs sdo divergentes quando ao motivo NPA, mostrando
um assinatura diferente no loop B onde Asn-Pro-Ala (NPA) foi substituida por Asn-
Pro-Thr em VuSIP1-1 ou Asn-Pro-Ser em VuSIP1-2, indicando que as VuSIPs
podem apresentar especificidade, seletividade e eficiéncia de transporte diferente
das demais aquaporinas (MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008).

Os residuos da regido arginina/aromatica altamente conservados tém se
mostrado funcionalmente importantes na determinacdo da afinidade de substrato e
passagem destes através das membranas bioldgicas (MAUREL et al., 2008). Assim,
as regides ar/R e sitios Froger's possibiltam o entendimento do espectro da
atividade das aquaporinas em feijdo-caupi. A regido ar/R € o ponto critico para
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seletividade de transporte, as plantas geralmente possuem mais de uma composi¢cao
para este filtro, indicando grande diversidade estrutural e propriedades funcionais
para cada uma dessas proteinas (WALLACE; ROBERTS, 2004).

Baseando-se na homologia de sequéncias, a subfamilia PIP corresponde ao
grupo mais conservado dentro das aquaporinas, possuindo da regido ar/R um
residuo de histidina (H) na posicdo H5, que prové uma alta especificidade pelo
transporte de agua gracas as pontes de hidrogénio geradas, entretanto a eficiéncia
de transporte € maior para os membros de PIP2, que formam canais de agua com
alta condutancia (CHAUMONT et al., 2000; WALLACE; ROBERTS, 2004;
FORREST; BHAVE, 2007; MAUREL et al., 2008). O fato de PIP1 e PIP2
apresentarem a mesma configuracdo ar/R com eficiéncias dispares levanta uma
guestdo importante, que mesmo sendo a regido arginina/aromatica o principal
determinante da afinidade de transporte, existem outras regides que devem
contribuir para o controle do transporte de agua e outros pequenos solutos.

Em contraste, uma variedade de assinaturas para filtros seletivos ar/R séo
encontrados nas subfamilias TIP, NIP e SIP, divergindo da estrutura classica de
aquaporinas, incluindo diferencas nos diferentes grupos de uma mesma subfamilia,
sugerindo especializa¢des funcionais das diferentes isoformas, onde - por exemplo -
a substituicdo de arginina (R) por valina pode modificar a funcédo de transporte de
agua (BANSAL; SANKARARAMAKRISHNAN, 2007; FORREST; BHAVE, 2007).

Na maioria das MIPs a posicdo H2 corresponde a um residuo aromatico
hidrofébico como triptofano (W) ou fenilalanina (F), mas para a subfamilia TIP um
residuo hidrofilico ocupa esta posicdo, que na grande maioria dos membros de V.
unguiculata corresponde a uma histidina (H). A histidina e a isoleucina conservadas
nas posicdes H2 e H5 constituem a configuracédo de especificidade de transporte por
dgua nesta subfamilia de transportadores (WALLACE; ROBERTS, 2004).
Conservacdes nos filtros ar/R e nos sitios Froger's nos trazem evidéncias que as
aquaporinas pertencentes a TIP2, provavelmente compartilhham similaridades
funcionais, tanto pelo produto transportado, quanto pela eficiéncia de transporte,

diferindo muito provavelmente no tecido em que se expressam.

Em Arabidopsis foi observada a presenca de dois tipos de filtros ar/R para a
subfamilia NIP, também observada em feijdo-caupi. A regido caracterizada como Trp
(W), val (V) ou lle (1), Ala (A) e Arg (R), identificada para as NIP1 é sabidamente
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transportadora de agua, glicerol, &cido latico. A segunda conformacéo, apresentando
Thr (T) ou Ala (A), Ala (A)/lle (1) ou Val (V), Gly (G) ou Ala (A) e Arg (R) forma poros
de maior diametro, permeéaveis a solutos maiores, assim como o silicio (LIU et al.,
2009).

O filtro ar/R para os membros VuNIP1-1 e VuNIP1-2 indica que estes
transportadores estdo relacionados ao transporte primario de glicerol, onde a
arginina na posicdo LE2 fornece as pontes de hidrogénio para a interagdo com o
glicerol e os demais residuos fornecem a hidrofobicidade necesséria, além de
aumentar o diametro do poro, permitindo a passagem de solutos maiores
(WALLACE et al., 2002). Segundo experimentos de Wallace et al. (2002), quando se
substitui por mutacao o triptofano por histidina na posicdo H2 o transporte passa a

ser de agua e ndo mais de glicerol.

6.2 Anélises comparativas e filogenia

Para feijdo-caupi, as aquaporinas agrupam-se em quatro grupos em termos
de similaridade. A separacdo das aquaporinas vegetais em subfamilias distintas é
reflexo da diversificacdo deste grupo em termos de especializacdo de funcéo,
expressao e localizacdo. As subfamilias PIP, TIP, NIP e SIP, identificadas em feijao-
caupi, sao conhecidas, tendo tais categorias sido identificadas desde a bribfita
Physcomitrella patens até as plantas superiores. Diferencas nas diversas subclasses
e suas subdivisbes sao resultado de eventos de duplicagcdo recentes durante a
evolucao, evidentes em estudos filogenéticos (DANIELSON; JOHANSON, 2008).

As analises fenéticas realizadas indicam que as VuMIPs apresentam baixa
divergéncia entre si (Figura 12), bem como entre membros deste grupo nas outras
espécies analisadas (Figura 17), tanto com monocotiledoneas e dicotiledéneas,
indicando que a diversificagcdo deste grupo de transportadores € anterior a esta
separacdo, com indicacbes que € anterior mesmo a separacdo das plantas
vasculares, sendo resultado de eventos de duplicacdo génica (ZARDOYA, 2005).
Neste contexto, a subfamilia PIP apresenta a menor divergéncia em termos de

sequéncia quando comparada as demais, esta elevada similaridade mesmo nos dois
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grupos obtidos (PIP1 e PIP2) se deve provavelmente a diversificacdo mais recente
deste grupo, que possivelmente ocorreu pouco antes da separacao entre
monocotiledéneas e dicotiledéneas, refletindo antes modificacbes em sitios de
nucleotideos que diferencas na sequéncia protéica, visto que esta € bastante
conservada dentro do grupo (JOHANSON et al.,, 2001). Em contraste, 0s grupos
encontrados para a subfamilia TIP descritos paras as plantas superiores, divergiram
mais tardiamente, diversificando-se nas plantas vasculares, em vista de sua baixa
diversidade de isoformas nos vegetais inferiores (DANIELSON; JOHANSON, 2010).

Os primeiros estudos apontavam a subfamilia NIP como sendo presente
apenas em plantas formadoras de nédulos radiculares. Porém, atualmente sabe-se
que este grupo esta presente em plantas leguminosas e nao-leguminosas,
apresentando diversas isoformas em todos 0s organismos vegetais estudados até o
momento, observacdo que indica que a funcdo desta subfamilia ndo é restrita
apenas aos nodulos radiculares. A presenca de membros deste grupo na bridfita P.
patens, sugere que este grupo surgiu na passagem das plantas do ambiente
aguatico para o terrestre, com alguns autores sugerindo transferéncia vertical a partir
das aquagliceroporinas bacterianas (WALLACE et al., 2006). Andlises filogenéticas
sugerem a existéncia de diferentes subgrupos para NIP. Em Arabidopsis esta
subfamilia apresenta sete subgrupos, em milho apresenta trés, enquanto em arroz
cinco grupos podem ser identificados com relacdo a similaridade das sequéncias. As
vias fisiologicas em que estes grupos atuam, permanecem obscuras, mas estudos
recentes (DANIELSON; JOHANSON 2011) indicam diferencas nas propriedades
funcionais para esta separacao.

6.3 Expresséo e Localizagdo Subcelular

Estudos anteriores sugerem que as aquaporinas sado presentes em todos o0s
tecidos vegetais, sendo reguladas espacial e temporalmente a depender do estagio
de desenvolvimento e condigbes ambientais, sendo importantes componentes de
adaptacdes a estresses salinos e hidricos (WALLACE et al., 2006; WUDICK et al.,
2009; HEINEN; CHAUMONT, 2009). Embora a expressao das aquaporinas ocorra

na maioria dos tecidos (Tabela 5 e Figura 18), a distribuicdo de cada isoforma de

96



aquaporina estd controlada pelas condi¢des fisioldgicas e desenvolvimento vegetal,
sugerindo papéis especificos para cada uma dessas proteinas. Por exemplo, varias
aguaporinas da subfamilia TIP tém padrbes associados com alongamento e
diferenciacéo das células (MAUREL, 1997). A variedade dessas isoformas e padroes
de expressdo pode muito bem refletir a necessidade de diferentes tipos celulares e
tecidos para acomodar diferentes necessidades hidricas em determinadas condi¢cfes
fisiologicas.

Um perfil de expresséo geral para as MIPs ndo pode ser efetuado, pois as
diferentes isoformas podem ser super-expressas ou reprimidas a depender dos
estimulos ambientais ou do 6rgéo estudado. Esta auséncia de um padrdo geral de
expressao € o0 que acaba por permitir que as plantas estejam aptas a se adaptar a
condicbes desfavoraveis. No caso da seca e da salinidade, enquanto alguns
membros sdo expressos para garantir o transporte de agua e alguns outros solutos
(KAWASAKI et al., 2001) outros séao reprimidos em sua expressao (BOURSIAC et
al., 2005), esta diferenca sugere gque as diferentes isoformas possuem vias distintas
de resposta aos diferentes estresses. Além de fatores ambientais, diversos
hormbnios, como o &cido abscisico e giberelinas podem atuar no controle da
expressado das aquaporinas nos vegetais (GOMES et al.,, 2009; PARENT et al.,
2009).

O perfil de expressdo de aquaporinas para feijado-caupi nos diferentes érgaos
e estagios trazem consigo informacdes a respeito das vias fisiologicas que o0s
diferentes membros atuam. Muitos transcritos mostram claramente especificidade
por alguns tecidos, alguns até por certos estagios de desenvolvimento (Figura 17),
essa especificidade reflete as diferentes atividades fisiolégicas que as VuMIPs
apresentam (SAKURAI et al., 2005). A coexisténcia dos membros PIP subfamilia TIP
levanta as questdes das suas funcbes especificas e sua possivel colaboracdo em
diferentes condicdes fisioloégicas (FLEURAT-LESSARD et al., 2005). PIPs e TIPs sao
geralmente encontradas nas membranas plasmatica e do tonoplasto
respectivamente, estando envolvidas diretamente em vias de diferenciacao
fisiologica (ZARDOYA, 2005). Apresentam expressao em folhas e raizes, sendo sua
expressdo em folhas menor que seu nivel de expressdo em raizes,variacdo esta
relacionada diretamente com a fase de desenvolvimento vegetal (HEINEN et al.,
2009).
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Em Phaseolus vulgaris, foi observado um aumento na expressdo de
aquaporinas PIP no tecido foliar quando estas sdo submetidas a condi¢éo de seca,
favorecendo a diminuicdo na taxa de transpiracdo vegetal, por controlarem a
abertura e fechamento estomatico (AROCA et al., 2006). Diversos estudos afirmam
que niveis elevados de expressdo para aquaporinas, principalmente PIPs e TIPs,
estdo associados com expansdo e diferenciacdo celular, células com intensa
mudanca de volume (ex. células guarda) ou com intenso fluxo de agua, além de

células com grandes vacuolos (TYERMAN et al., 2002).

As subfamilias NIP e SIP estdo mais relacionadas no que diz respeito a
estrutura e funcdo, estando ambas relacionas ao tranporte de pequenos solutos.
Sendo sua expressao menos abundante nos diferentes tecidos, quando comparada
as subfamilias PIP e TIP (PARK et al., 2010).

Comparando-se as aquaporinas mais expressas PIP e TIP, a subfamilia NIP é
geralmente expressa em baixos niveis (ALEXANDERSSON et al.,, 2005) e em
células/érgdos especializados, como nodulos fixadores de nitrogénio nas raizes,
indicando que este grupo apresenta expressao tecido-especifica restrito a alguns
tipos celulares vegetais (WALLACE et al.,, 2006). Além do transporte de agua
verificado nas membranas do simbiossomo, para a subfamilia NIP é conhecido o
transporte de glicerol, amoénia, de forma semelhante as aquagliceroporinas
(NIEMIETZ et al., 2000).

Os membros da subfamilia SIP s&o membros menos abundante nos tecidos,
restrindindo-se de um modo geral aos tecidos foliares (MAUREL et al., 2008). A
funcdo da subfamilia SIP ainda € incerta, mas supfe-se que esta estja mais
intimamente relacionada ao transporte de pequenos solutos em vias de sinalizagao
celular, estando situada nas membranas do reticulo endoplasmatico (ZARDOYA,
2005). Os memebros da subfamilia NIP possuem fung¢des distintas, em leguminosas
atuam no processo de formacdo do simbiossomo, mas pode atuar em outros

processos, como a elongacéo e diferenciacao celular.

Aquaporinas sao diferencialmente expressas em membranas de tecidos
especificos, possuindo nos organismos vegetais um consideravel numero de
ortélogos, sendo altamente controladas ao nivel transcricional, modificando sua

expressao sob uma variedade de sinais e estresses (MAATHUIS et al., 2003).
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Apesar dos métodos de predigdo ndo elucidarem a localizagdo subcelular nas
diferentes membranas internas, sabe-se que a localizagdo das aquaporinas reflete o
alto grau de compartimentalizacdo das células vegetais, levando a uma maior
necessidade de controlar o fluxo de agua e pequenos solutos ndo somente atraves
das membranas bioldgicas, mas também nas membranas internas. Em outros
organismos vegetais tem-se proposto que membros da subfamilia SIP encontram-se
predominantemente localizados em membranas do reticulo endoplasmatico
(MAUREL et al., 2008). Outro ponto levantado recentemente refere-se ao fato de
muitos membros estarem situados em sitios diferentes dos tidos como padréo,
sendo necessarios estudos histoquimicos ou de fluorescéncias para elucidar os
sitios de localizacdo dos diversos membros das aquaporinas em feijao-caupi e

outras espécies.

6.4 Modelagem comparativa

A analise da similaridade de sequéncias entre o modelo (1z98) e as
aguaporinas de V. unguiculata variou de 25% a 84%. A modelagem comparativa &
frequentemente restrita a sequéncias com similaridade acima de 30%, onde valores
de identidade inferiores a este nivel acarretam problemas no alinhamento do modelo
com a sequéncia alvo, resultando em erros mais significantes na modelagem
(KHALED et al.,, 2011). Nos nossos dados as identidades inferiores a 30%
resultaram em modelos dentro dos principais parametros de validacéo, tais como
Procheck, QMEAN e Z-score, indicando que por ser uma familia extremamente
conservada em termos de sequéncias, as aquaporinas — mesmo com baixa
similaridade em relacdo ao modelo — tém na modelagem comparativa uma
ferramenta eficiente na determinacao da estrutura tridimensional.

Outro ponto a ser levando em consideracdo é o fato de que pequenas
alteracbdes ao nivel de sequéncia secundaria resultam em poucas alteracdes na
estrutura terciaria, sendo as estruturas tridimensionais de familias protéicas mais
conservadas entre si que a estrutura secundaria propriamente dita. De um modo

geral, alinhamentos como valores entre 30% e 50% tendem a gerar alteragdo nos
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angulos e posicdoes em no maximo 3,5 A da posicdo correta, enquanto que
identidades acima de 50% s&o comparaveis a um modelo estrutural obtido por raios-
X de 3 A de resolugao, podendo ser aplicados em estudos onde um modelo
estrutural é requerido (ZHANG; SKOLNICK, 2005; ZHANG, 2008).

As andlises via gréfico de Ramachandran mostraram que os modelos
encontravam-se como pelo menos 83% dos residuos de aminoéacidos localizados
nas regides energeticamente mais favoraveis, implicando assim, que os modelos de
aguaporinas gerados para feijdo-caupi apresentam uma boa qualidade
estereoquimica. Na analise do desvio total de energia via Z-score foi possivel
visualizar que os modelos VuMIPs gerados encontravam-se nas posicoes referentes
aos modelos obtidos via raios-X e ressonancia magnética (Figura 19), indicando que
0os modelos estdo intimamente relacionados as estruturas tercidrias de proteinas

obtidas experimentalmente.

6.5 Validacédo dos transcritos

Os fragmentos obtidos apés a amplificacdo, clonagem e sequenciamento
apresentaram elevados niveis de similaridade com aquaporinas disponiveis no
banco de dados do NCBI (Tabela 8), o que sugere que as regides amplificadas
correspondem a este tipo de transportador de membrana. A similaridade foi ainda
maior quando o alinhamento ocorreu contra 0s transcritos caracterizados como
aguaporinas de feijao-caupi (Figura 21), confirmando a existéncia destes transcritos
inicialmente caracterizados apenas por ferramentas computacionais, descartando
assim, a possibilidade dos transcritos identificados serem resultado de erros no

processo de clusterizacdo do banco NordEST.

Todas as subfamilias identificadas via métodos in silico, foram também
identificadas no cDNA construido a partir do tecido radicular de individuos de feijao-
caupi submetidos a salinidade. Segundo Vandeleur et al. (2009) a expressédo de
aguaporinas permite um aumento na eficiéncia e capacidade de transporte de agua

nos diferentes tecidos vegetais. No caso do estresse salino, a exposicao ao sal
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resulta em uma regulacéo diferencial da expressédo. Em linhagens tolerantes, muitas
aguaporinas apresentam expressdo aumentada (KAWASAKI et al. 2001). Pelo uso
de diferentes amostras de cDNA obtidas em diferentes tempos de desenvolvimento
e sob diferentes condi¢cdes de salinidade encontram-se expressos membros de
todas as familias de aquaporinas, relacionadas o transporte 4gua e outros pequenos

solutos.

Aquaporinas vegetais sdo modelos Unicos para o estudo do transporte
especifico de agua, possibilitando o incremento do conhecimento a respeito destes
mecanismos. Os estudos in silico permitem a identificacdo de um grande ndamero de
isoformas destes transportadores em organismos vegetais, a partir de dados
gendmicos e de ESTs. Apesar da existéncia de diversos estudos baseados apenas
em metodologias de bioinformatica, existe a necessidade de validacdo destes dados
por meio de técnicas moleculares, tanto no que se refere a sequéncia, quanto ao
nivel de expressdo e sitios especificos de cada isoforma identificada. Estas
informacBes contribuem para o delineamento do mecanismo de acdo destes
transportadores frente a estresses bibticos e abioticos, possibilitando a otimizacéo

deste processo em futuros melhoramentos.
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. CONCLUSOES

A cultura do feijao-caupi apresenta em seu transcriptoma representantes das
quatro subfamilias de aquaporinas caracterizadas em diversos organismos
vegetais, estando ausentes apenas 0s representantes na subfamilia recém
descoberta XIP, apontando para a existéncia de mecanismos de transporte de
agua e pequenos solutos similares aos processos amplamente conhecidos em

plantas modelo, como A. thaliana.

Considerando cada subfamilia de transportadores de membrana, a maioria das
proteinas apresenta alto grau de conservagdo, especialmente na regido dos
motivos e dominios, confirmando a ancestralidade destes transportadores nos

principais grupos de organismos.

No feijdo-caupi a maior expressao de aquaporinas se da em tecidos radiculares,
tecido este que primeiro percebe e responde as mudancas nas condicfes de
solo, seguido de folha, érgdo responsavel pelas trocas gasosas e, dependente do

fluxo de &gua e pequenos solutos.

O numero de aquaporinas encontradas no NordEST foi inferior ao encontrado em
outras espécies vegetais. Apesar disso, pdde-se perceber que o estudo baseado
em no banco de ESTs disponivel é satisfatério no que se refere a identificacdo de
aquaporinas completas de todas as classes procuradas, identificando-se o0s

principais transportadores de membranas.

A topologia dos dendrogramas gerados com as diferentes isoformas de
aquaporinas indica que o elevado numero de isoformas, bem como a distribuicao
heterogénea destes nos organismos vegetais, € resultado de processos seletivos
e adaptativos em resposta as pressdes ambientais com relacdo a necessidade
de eficiéncia do transporte de agua e de outras moléculas. Os dados confirmam
proposicbes de que a maioria das isoformas ja existia antes da divergéncia

evolutiva de mono e dicotiledbneas.

Os modelos tridimensionais gerados mostraram-se satisfatérios com relagdo aos

principais valores estatisticos, apontando para a possibilidade da utilizagéo
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destes em outras andlises, tal como modelos gerados por cristalografia de raios-x
ou ressonancia magnética. Indicam também que as aquaporinas identificadas
tem todas as estruturas necessarias para permitir sua funcionalidade,

apresentando potencial para inferéncias biotecnologicas.
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