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RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) € uma leguminosa cultivada em regides aridas e
semidridas, que contém uma rica composi¢do nutricional. Figura como um dos grdos de
destacada importancia para o cenario socioecondmico mundial. No entanto, a ocorréncia de
condicdes ambientais adversas pode afetar consideravelmente sua qualidade e
produtividade. Neste sentido, estudos direcionados para avaliagdo dos mecanismos de defesa
ou tolerancia vegetal tém sido propostos visando estabelecer estratégias aplicaveis ao
melhoramento e a biotecnologia, a fim de minimizar os danos decorrentes de estresses
abioticos e bidticos. O presente trabalho objetivou identificar e caracterizar as diferentes
classes de osmoprotetores em V. unguiculata sob desidratacdo radicular ou em folhas com
estresses combinados (injuria+inoculacéo viral), inferindo sobre seus padrdes de expressao,
caracteristicas funcionais e estruturais. Para tanto, foram geradas bibliotecas de RNA-Seq
(IMumina HiSeq2500) usando os acessos Pingo de Ouro (tolerante ao déficit hidrico), Santo
Inécio (sensivel ao déficit hidrico), BR14-Mulato (resistente ao Cowpea severe mosaic virus
— CPSMV e susceptivel ao Cowpea aphid-borne mosaic virus — CABMV) e IT85F-2687
(resistente a0 CABMV e susceptivel ao CPSMV). Para o experimento de déficit hidrico, as
coletas dos tecidos vegetais foram realizadas nos tempos de 25 minutos, 75 minutos e 150
minutos apds a imposicdo do estresse. Para 0 ensaio das viroses, foram realizadas coletas
com 30 minutos, 60 minutos e 16 horas ap6s a inoculacdo. Inicialmente, foram realizadas
analises in silico visando selecionar sequéncias sondas das quatro classes de osmoprotetores.
Foram obtidas 664 sequéncias, que foram submetidas a um BLAST local contra o
transcriptoma de V. unguiculata e traduzidas para aminoacidos, totalizando 1325 transcritos
homologos associados a osmoprotetores. A analise de dominios conservados identificou 44
candidatos com dominio P5CS, 2 P5CR, 5 BADH, 7 CMO, 11 IMP, 32 MIPS, 30 TPP, 56
TPS e 22 TPS. A caracterizacdo fisico-quimica indicou que a maioria dos candidatos
estavam localizados no citoplasma. Alinhamentos multiplos realizados com as sequéncias
de V. unguiculata e seus ortélogos permitiram identificar padrées conservados importantes
para o funcionamento dessas proteinas. As arvores fenéticas de de osmoprotetores
demonstraram o agrupamento das sequéncias de V. unguiculata com outras espécies da
familia Fabaceae, comprovando sua similaridade e apontando a conservacdo dessas
proteinas. 31 genes ancoraram nos 11 cromossomos do genoma de referéncia do feijdo-
caupi. A variedade estrutural observada a partir da ferramenta GSDS identificou a

conformacdo de éxons e introns nos genes associados as quatro classes de osmoprotetores.



De acordo com a ferramenta MEME e TOMTOM, os fatores de transcrigao ZF-HD e BHLH
sdo importantes para a regulacdo de genes associados a osmoprotetores sob situagdes de
estresse. O perfil transcricional indicou que a maioria das classes de osmoprotetores
participam do processo de defesa/tolerancia em V. unguiculata sob mdaltiplos estresses.
Entretanto, sua expressdo é mais acentuada sob déficit hidrico em tempos tardios (150
minutos). Os resultados obtidos permitiram ampliar o conhecimento de osmoprotetores em
V. unguiculata sob multiplos estresses e sdo de grande valia para aplicacdo desses candidatos

no melhoramento genético da espécie e de outras leguminosas de importancia agricola.

Palavras-chave: Vigna unguiculata; solutos compativeis; seca; CABMV; CPSMV; RNA-

Seq.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is a legume grown in arid and semi-arid regions, which
contains a rich nutritional composition. Figures as one of the grains of great importance for
the world socioeconomic scenario. However, the occurrence of adverse environmental
conditions can considerably affect its quality and productivity. In this sense, studies aimed
at evaluating defense mechanisms or plant tolerance have been proposed with a view to
establishing strategies applicable to breeding and biotechnology, in order to minimize the
damage resulting from abiotic and biotic stresses. The present work aimed to identify and
characterize the different classes of osmoprotectors in V. unguiculata under root dehydration
or in leaves with combined stresses (injury + viral inoculation), inferring about their
expression patterns, functional and structural characteristics. For this purpose, RNA-Seq
libraries (Illumina HiSeq2500) were generated using the accessions Pingo de Ouro (tolerant
to water deficit), Santo Inécio (sensitive to water deficit), BR14-Mulato (resistant to Cowpea
severe mosaic virus - CPSMV and susceptible Cowpea aphid-borne mosaic virus -
CABMV) and IT85F-2687 (resistant to CABMYV and susceptible to CPSMV). For the water
deficit experiment, the collections of plant tissues were performed within 25 minutes, 75
minutes and 150 minutes after the imposition of stress. For the viruses test, collections were
performed at 30 minutes, 60 minutes and 16 hours after inoculation. Initially, in silico
analyzes were carried out in order to select probe sequences from the four classes of
osmoprotectors. 664 sequences were obtained, which were subjected to a local BLAST
against the transcriptome of V. unguiculata and translated into amino acids, totaling 1325
homologous transcripts associated with osmoprotectors. The analysis of conserved domains
identified 44 candidates with P5CS domain, 2 P5CR, 5 BADH, 7 CMO, 11 IMP, 32 MIPS,
30 TPP, 56 TPS and 22 TPS. The physicochemical characterization indicated that most of
the candidates were located in the cytoplasm. Multiple alignments carried out with the V.
unguiculata sequences and their orthologs allowed the identification of conserved patterns
important for protein functioning. The phenetic trees of osmoprotectant orthologs
demonstrated the grouping of V. unguiculata sequences with other species of the Fabaceae
family, proving their similarity and pointing out the conservation of these proteins. 31 genes
anchored in the 11 chromosomes of cowpea’s reference genome. The structural variety
uncovered by the GSDS tool revealed the conformation of exons and introns in the genes of
the four classes of osmoprotectors. According to the MEME and TOMTOM tools, the

transcription factors ZF-HD and BHLH are important for the regulation of genes associated



with osmoprotectors in situations of stress. The transcriptional profile indicated that most
classes of osmoprotectors participate in the defense/tolerance process in V. unguiculata
under multiple stresses. However, its expression was more pronounced under water deficit
in later times (150 minutes). The results obtained allowed to expand the knowledge of
osmoprotectors in V. unguiculata under multiple stresses and are of great value for the
application of these candidates in the genetic improvement of the species and other legumes

of agricultural importance.

Keywords: Vigna unguiculata; compatible solutes; drought; CABMV; CPSMV; RNA-Seq.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], também conhecido como feijao
fradinho, é uma leguminosa de cultura anual, com importancia significativa no cenario
socioecondémico. No Brasil, o cultivo desta espécie esta predominantemente situado nas regiées
Norte, Nordeste e tem continuamente se expandido para a regido Centro-Oeste do pais
(BEZERRA et al., 2014).

Por apresentar uma rica composicdo nutricional (FROTA; SOARES; AREAS, 2008) e
um grande potencial adaptativo a condi¢6es climaticas (como por exemplo em longos periodos
de estiagem), qualidade do solo e a varios ambientes, o feijao-caupi pode ser considerado uma
cultura versatil (FERREIRA et al., 2017). Os seus grdos sdao comumente utilizados como um
dos principais componentes da dieta alimentar de varias familias, bem como tem gerado
empregos diretos e indiretos, principalmente em areas rurais onde estao localizadas grande parte
das familias de baixa renda (FREIRE-FILHO et al., 2011).

No entanto, assim como outras culturas de interesse agricola, o feijdo-caupi tem
sido acometido constantemente por varios estresses. Em condi¢des naturais 0s vegetais estdo a
todo momento expostos a diferentes tensdes, sejam elas de natureza abidtica originadas por
mudancas climéticas e acdo humana ou bidticas, ocasionadas por agentes patogénicos como
virus bactérias e protozoarios (ENEBE; BABALOLA, 2018; ATKINSON; URWIN, 2012).

No atual cenario agricola o aparecimento de tais estresses se intensifica e compromete
direta e indiretamente a maquinaria celular dos vegetais e consequentemente o seu cultivo e
produtividade (HUSSAIN et al., 2013; SHARMA et al., 2018). Agentes patogénicos como 0
virus do mosaico severo do feijao-caupi (CPSMV) e o virus do mosaico severo transmitido por
afideos (CABMV) sdo viroses conhecidas por punir severamente o feijdo-caupi colaborando
consideravelmente para a diminui¢do da producéo e da qualidade dos gréos (LIMA, 2015).

A seca por sua vez € dos estresses abidticos que comprometem mais severamente a
producdo agricola mundial, desta forma proporcionando danos severos de ampla proporcéo para
o cultivo de diversas espécies vegetais de interesse agricola de todo o globo (RAO;
RAGHAVENDRA; REDDY, 2006). Além disso, as mudancas climéaticas em paralelo
influenciam no aparecimento de varios patdgenos, que por sua vez acometem o vegetal ja
enfraquecido pelos danos ocasionados por outros fatores originados anteriormente.

Contudo, ao longo dos processos evolutivos, as plantas desenvolveram e aperfeicoaram
estratégias para driblar e se adaptar as condi¢Ges impostas pela escassez hidrica, sendo capazes

de realizar diversos processos que respondem sistemicamente ao estresse, com o intuito de
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adquirir tolerancia e sobreviver até o término do seu ciclo de vida (BARRETO; BARBOSA,
2001).

Entre os diversos mecanismos de tolerdncia aos estresses, a maquinaria
molecular da planta utilizada na modulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas
induziveis tem sido eficaz e promissora para melhorar a tolerancia a seca em plantas (KU et al.,
2013; WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003; ZHANG; CREELMAN; ZHU, 2004). Dentre as
proteinas induziveis a estresses abidticos estdo os solutos compativeis ou osmoprotetores, que
sdo moléculas pequenas, eletricamente neutras, de baixo peso molecular, e atdxicas, que estdo
intimamente relacionadas com a tolerancia a seca nos vegetais (YANCEY, 2001).

Os osmoprotetores (prolina, glicina betaina, mio-inositol e trealose) compreendem uma
série de representantes essencialmente importantes para a sobrevivéncia do vegetal em
condicdes adversas, como seca e salinidade. O acumulo desses compostos esta frequentemente
associado a altos niveis de tolerancia das plantas ao déficit hidrico, e considerando que seus
efeitos benéficos ndo sdo geralmente espécie-especificos, a identificacdo de agentes envolvidos
na sintese de osmoprotetores atuantes nas vias de tolerancia a estresses compreende uma
importante fonte de candidatos para uso em programas de melhoramento genético e outras
inferéncias biotecnologicas (KHAN; AHMAD; KHAN, 2015; MELLACHERUVU;
TALAKAYALA; GARLADINE, 2019).

Nesse sentido, levando em consideracdo que as tensdes que acometem 0s
vegetais podem aparecer de forma isolada ou de forma simultanea em condicdes de campo
sendo a ultima situacdo mais provavel (SUZUKI et al., 2014), o presente trabalho visou
identificar genes envolvidos na sintese de osmdlitos compativeis nos transcriptomas do feijao-
caupi sob desidratacdo radicular e estresses combinados (injuria mecanica+inoculagéo viral),
avaliando a diversidade estrutural e funcional, bem como o perfil de expressao diferencial de
transcritos que codificam as principais categorias de osmoprotetores atuantes nos estresses

aplicados.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar genes e transcritos codificantes de osmoprotetores das classes prolina, glicina-
betaina, mio-inositol e trealose, inferindo sobre seu perfil de expressdo, estrutura e
funcdo, mediante a resposta vegetal relacionada ao déficit hidrico e a estresse por injaria
mecanica seguida de inoculacdo com o0s agentes patogénicos CPSMV e CABMV em

Vigna unguiculata.

1.1.2 Objetivos Especificos

1.

Selecionar genes codificantes de osmoprotetores diferencialmente expressos em feijao-
caupi desvendando as possiveis classes atuantes frente a maltiplos estresses;

Definir a estrutura génica e funcéo de proteinas associadas a sintese de osmoprotetores
presentes em V. unguiculata e em espécies relacionadas, a fim de esclarecer questdes
evolutivas entre as classes comparado a outros organismos;

Analisar o perfil da expresséo in silico dos transcritos modulados sob as condi¢Ges de
estresse avaliadas;

Identificar padrbes de conservacdo em niveis primarios, secundarios e terciarios da
forma proteica dos candidatos, analisando aspectos relacionados a estabilidade e fung¢éo
dos modelos proteicos.

Estabelecer um painel da estrutura, modulacdo e aspectos funcionais de proteinas

atuantes na sintese de osmoprotetores do feijdo-caupi.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Classificacgdo, aspectos bioldgicos e importancia de Vigna unguiculata

Vigna unguiculata (L.) Walp, é uma espécie representante da familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, secdo Catiang
(BOUKAR et al., 2019), originalmente domesticada nas regides tropicais e subtropicais da
Africa (GOMEZ, 2004), de onde seu cultivo foi disseminado. Sua ampla distribuicio por todo
o0 globo fez com que o feijdo-caupi pudesse ser cultivado rapidamente em paises da América
Central, América do Sul e no Sudeste asiatico (LEMMA; WORKU; WOLDEMICHAEL, 2009;
SINGH; CHAMBLISS; SHARMA, 1997).

As cultivares desta espécie apresentam germinacdo epigeal, podem crescer de 80 cm a
2 m de altura, a forma das folhas é indispensavel tanto na realizacdo das func¢des bioldgicas
guanto para a diferenciacdo taxondmica das variedades de feijdo-caupi. As folhas estdo
dispostas de forma trifoliar (Figura 1.F) porém, a depender da cultivar, aspectos como a forma
da folha mudara. De acordo com o Instituto Internacional de Agricultura Tropical (lITA;
http://genebank.iita.org), uma das maiores instituicbes com bancos de germoplasma do feijéo-
caupi, as folhas desta espécie séo classificadas em quatro categorias, sub-globosa, sub-hastato,
globosa e hastate/lanceolate (HEUZE et al., 2015; POTTORFF et al., 2012).

Algumas cultivares tem a caracteristica de produzir varias flores, nas quais a cor de sua
corola se estende de branco amarelado a branco violeta (Figura 1 A). As vagens estao dispostas
em pares, formando um V, sendo pendentes e verticais ou eretas (Figura 1.B), contendo cerca
8 a 20 sementes que chegam a pesar entre 80 e 320 mg, de forma arredonda ou em formato de
rim. Além disso, podem se diferenciar na textura (lisa, aspera ou amassada), cor (branco, creme,
verde, amarelo, vermelho, marrom, preto) e uniformidade (sélida, salpicada ou estampada)
(Figura 1.C) (HEUZE et al., 2015; SIMION, 2019).

Tendo em vista que a arquitetura do sistema radicular € uma das caracteristicas
importantes presentes em um vegetal, sendo responséavel pela aquisicdo de Vvarios recursos
provenientes do solo (LYNCH, 2013; LYNCH; BROWN, 2001), o feijdo-caupi detém de um
sistema radicular bastante desenvolvido, composto por uma raiz primaria e raizes basais, bem
como de raizes laterais que se desenvolvem de outras raizes (raizes em forma de torneira, raizes
basais e hipocélitas) (LYNCH; VAN BEEM, 1993), Neste contexto, a quantidade e o padréo

do angulo de crescimento das raizes serdo variaveis (BASU et al., 2007).


http://genebank.iita.org/
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Figura 1. Principais 6rgdos de Vigna unguiculata. (A) flor; (B) vagens; (C) sementes de
diferentes cultivares; (D) e (E) raizes com nédulos; (F) folhas

N A S

Fontes: OECD (2019); POTTORFF et al. (2012b); SEBIDOS (2015); THE NATIONAL
GARDENING ASSOCIATION (2011).

Além de ser potencialmente funcional na captacéo de nutrientes do substrato, a interacéo
simbidtica que o feijdo-caupi exerce com outras bactérias permite a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (BNF), a partir do processo denominado nodulacéo (Figura 1.D,E), e mesmo que o
solo ndo apresente condi¢Oes adequadas de cultivo, seu crescimento continua sendo satisfatério
(SANGINGA et al., 2003). Além desses atributos, essa espécie colabora para o controle de
erosoes e para a fertilidade do solo de forma a favorecer o ambiente para o cultivo de outros
vegetais (MAGRINI et al., 2016; FOYER et al., 2016), o que a coloca como um componente
valioso para a agricultura de subsisténcia.

O feijdo-caupi € um vegetal que apresenta uma rica composicdo nutricional, sendo
considerado como a “carne do homem pobre”, por conter uma quantidade significativa de
proteinas, além de minerais, fibras e aminoacidos essenciais (BOUKAR et al., 2019;
MURANAKA et al., 2016). A presenga de antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados
(PUFFA) e polifendis faz com que o feijao-caupi seja denominado como alimento nutracéutico
(PHILLIPS et al., 2003; BAPTISTA et al., 2017).

Mediante os beneficios destacados, juntamente ao seu potencial de suprimento de gréos
em condicdes adversas, seu cultivo se torna interessante para milhdes de pessoas, especialmente

para paises em desenvolvimento localizados nos tropicos (AMORIM et al., 2018).
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Atividades como forragem verde, feno, ensilagem, uso como farinha para alimentacao
animal e, ainda, adubacdo verde e cobertura do solo, culminaram para a importancia
socioecondmica desta espécie (ISSA, 2019). Por isso, o feijdo-caupi é atualmente uma das
leguminosas mais cultivadas no globo, destinada ao comércio nas modalidades de gréos secos,
grdos imaturos, como sementes, ou como produto da matéria-prima, impulsionando
consideravelmente a economia do pais que a cultiva (BORGES et al., 2018).

Segundo dados da FAOSTAT (2019) e da Empresa Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2018), o feijdo-caupi ocupa mundialmente cerca de 10,4 milhdes de hectares,
distribuidos principalmente em regides tropicais e subtropicais da Africa, América e Asia
(Tabela 1). Porém, no centro do cenéario produtivo, Nigéria, Niger e Brasil se destacam como
0s trés principais produtores de feijao-caupi, com a marca de 3.410 kt, 1.959 kt e 749 kt
respectivamente. Sua producdo desempenha papel expressivo no que se refere a geracéo de
emprego e renda e fortalece a qualidade de vida da populacéo nessas regides (FREIRE FILHO
etal., 2011; SANTOS et al., 2014; TORRES et al., 2015).

Tabela 1. Producdo mundial de feijao-caupi e sua distribuicdo por continente.

Grao secos, mil toneladas

Regido Producéo
Africa 7107
Américas 819
Asia 204
Europa 27
Oceania O]
Mundo 8157

Fonte: FAOSTAT (2019); CONAB (2018).

No Brasil, o feijdo-caupi é uma espécie tradicionalmente cultivada nas regides Norte e
Nordeste, onde predomina maior parte do seu plantio (LIMA et al., 2012). No entanto, seu
cultivo tem sido direcionado também para o Centro-oeste, 0 que tem resultado em nimeros

expressivos quanto a producdo anual da cultura (Figura 2).
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Figura 2. Producdo anual de feijdo-caupi no Brasil em toneladas, entre os anos de 1985 e 2017

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Fonte: (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2019).

Partindo do principio de que o feijdo-caupi ndo apresenta grande dependéncia de
recursos hidricos ou ambientes especificos para o seu cultivo, devido a sua plasticidade
fenotipica, a espécie apresenta valor estratégico para a agricultura no Brasil (SINGH, 2006;
FREIRE-FILHO et al., 2011). Entretanto, o seu rendimento anual ndo apresenta uma evolucéo
significativa, exceto na regido Centro-oeste, onde o cultivo do feijdo-caupi estd em expansdo
(EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2019) (Figura 3).

Figura 3. Produtividade média da cultura do feijao-caupi nas regides mais produtoras do Brasil

Rendimento (kg/ha) médio por regido
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Fonte: EMBRAPA ARROZ E FEIJAO (2019).
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Considerando que a seca € um fator inerente as regides aridas e semiaridas, o feijdo-
caupi estd constantemente exposto aos efeitos danosos deste tipo de estresse, mesmo sendo uma
cultura moderadamente tolerante a tais intempéries (FATOKUN, 2002; ISHIYAKU; ALIYU,
2013). Contudo, programas de melhoramento genético sdo uma das estratégias viaveis que
apoiariam variedades de alto rendimento e bem adaptadas a estas condic¢des, permitindo o
cultivo nessas regides (OLAJIDE; ILORI, 2017).

3.2 Fatores ambientais que interferem na homeostase vegetal

Ao longo da evolugéo, as plantas sdo constantemente expostas a condi¢cdes ambientais
desfavoraveis ou estressantes para 0 seu crescimento e desenvolvimento, sendo essas
adversidades divididas em estresses de natureza bidtica e abidtica (MADANI; SHEKARI,;
IMAHORI, 2018).

Os estresses de natureza bidtica mediados por organismos vivos, especialmente fungos,
virus, bactérias e nematoides, sdo 0s principais responsaveis por causar doencas aos vegetais,
infectando diversas partes da planta e ocasionando sintomas deletérios para o organismo. Além
disso, esses patdgenos sdo capazes de causar apoptose celular no hospedeiro, podem praticar
herbivoria e servir de vetores para a entrada de viroses, que por sua vez, causam lesdes locais e
danos sistémicos afetando mecanismos funcionais necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento do vegetal (nanismo, clorose e malformacbes) (SCHUMANN; D’ARCY,
2006).

No que se refere aos estresses abioticos, de forma geral, abrangem tensfes dominantes
que incluem salinidade, altas e baixas temperaturas, frio, inundacdes e secas, que constituem
fatores limitantes na agricultura (BAGATI; MAHAJAN; NAZIR, 2018). Tais fatores
influenciam negativamente na quantidade e qualidade de diversas culturas de interesse agricola,
diminuindo o rendimento das plantas cultivadas em até 70 % (BRAY, 2000; KAUR et al., 2008;
THAKUR et al., 2010). Os efeitos nas plantas trazidos por fatores abidticos sdo diversos,

interferindo no crescimento, na fisiologia, e em outros aspectos do vegetal (Figura 4).



Figura 4 Estresses abidticos e respostas ao estresse em plantas
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Fonte: Adaptado de BAGATI; MAHAJAN; NAZIR (2018)

Mesmo apresentando um amplo potencial adaptativo a diversas condi¢cdes ambientais,
a producdo do feijdo-caupi é constantemente limitada por tensbes abidticas (DUTRA et al.,
2015; MATOS FILHO et al., 2009; SOUZA et al., 2016). A produtividade do sistema agricola
e ecoldgico depende de uma série de fatores, especialmente da capacidade da planta em tolerar
esses estresses, e com o aumento das mudancas climaticas, as tensfes sao naturalmente
fortalecidas e eventos como a seca sdo constantemente intensificados (ZHANG; LI; ZHU,
2018). Ainda que algumas cultivares apresentem niveis de tolerancia distintos com relagéo aos
estresses abioticos, a auséncia de recursos hidricos € um fator altamente limitante,
principalmente para plantas cultivadas em regifes aridas e semiaridas, que sao caracterizadas
por periodos de chuvas intensas e um longo periodo de estiagem (BRITO, 2012).

Diante do exposto, fica evidente que as mudancas climaticas globais e a taxa sem
precedentes do surgimento de doencas infecciosas representam grandes problemas ecoldgicos
e agricolas que influenciam no declinio da taxa de producdo de diversas espécies vegetais
(ROHR et al., 2011). No que se refere aos agentes patogénicos, 0s virus sdo uma das principais
causas de perda de produtividade em todo o mundo, sendo observadas em todos os tipos de
plantas com sintomas variaveis (YAMAJI et al., 2012).
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3.2.1 Viroses que infectam o feijdo-caupi no Brasil

No que se refere as viroses que acometem o feijdo-caupi no Brasil, os danos ocasionados
pelo Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
podem ser significativos a depender da cultivar plantada, bem como da época do ano que
predomina o seu aparecimento. Ocorrendo a infec¢do, as perdas podem chegar a mais de 75 %
nas lavouras (BOOKER et al., 2005).

O virus do mosaico severo do caupi (CPSMV) é um representante da familia
Comoviridae, do género Comovirus, que geralmente acomete plantas do Caribe, América e
Africa. No Brasil, ele foi relatado primeiramente por Oliveira (1947) no Rio Grande do Sul e,
desde entdo, se disseminou por todo o Brasil, alcancando praticamente todos os estados
produtores de feijao-caupi localizados nas regides Norte e Nordeste (LIMA et al., 2005).

Com sua presenca verificada em vérias leguminosas, o0 CPSMV pode infectar o
hospedeiro através da transmissao por coledpteros, com destaque para espécies da familia
Crysomelidae. Em geral, os sintomas que aparecem em plantas infectadas sdo severos,
expressos em bolhosidades no limbo foliar, subdesenvolvimento das nervuras principais
ocasionando enrugamento e reducdo do limbo, intenso nanismo, e desta forma, limitando a
producdo de determinada cultivar (MATTHEWS, HULL, 2002; PIO-RIBEIRO et al., 2005).

Por sua vez, o CABMV pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e infecta
células parenquimatosas do hospedeiro, podendo ser transmitido facilmente por inoculagéo
mecanica via extrato de planta infectado ou naturalmente através de insetos vetores, como Aphis
gossypii, que infecta células parenquimatosas. Apds infectadas, as plantas exibem diversos
sintomas como: formacdo de mosaico, deformacdo foliar, inchaco e espessamento e
endurecimento do pericarpo (NARITA, 2007; OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, a area
foliar do vegetal é reduzida, interferindo diretamente na taxa fotossintetizante do hospedeiro e
influenciando na formacdo e no desenvolvimento do fruto, espessamento e enrijecimento do
pericarpo e reducdo do contetdo da cavidade pulpar, estdo entre os danos que podem aparecer
no fruto, tornando a espécie depreciada e indesejada no cenario comercial (NASCIMENTO et
al., 2006).

Dentre as espécies vegetais que podem servir como hospedeiras estdo representantes da
familia Passifloraceae e Fabaceae, além de casos pontuais de outras familias, a exemplo de
Arachis hypogea L., Glycine max L., e certas variedades de feijdo (Phaseolus vulgaris L. e V.
unguiculata) (BARROS et al., 2007; NARITA, 2007).
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3.2.2 Deficiéncia hidrica e seus efeitos subjacentes

Estresses abioticos sdo responsaveis por ocasionar varias tensdes bioldgicas ao vegetal,
sendo a seca uma das principais tensdes. O impacto da deficiéncia de recursos hidricos no
cultivo de plantas tem sido evidenciado ao longo dos anos. Em 2012, por exemplo, o fenémeno
climatico La Nifia impulsionou a seca norte-americana, reduzindo em 30 % a producdo do
milho nos EUA (BOYER et al., 2013). No sul da China, em 2015, uma forte onda de calor
acarretou em danos considerdveis que reduziram a producao priméaria bruta (YUAN et al.,
2016).

Dependendo da severidade e do tempo da deficiéncia hidrica, o estresse pode ocasionar
a desidratacdo ou dessecagdo de 6rgdos especificos ou na planta como um todo (ZHANG,;
BARTELS, 2018). A desidratagdo pode alterar aspectos fisiologicos e bioquimicos
influenciando na taxa de fotossintese e no equilibrio osmoético e oxidativo das células,
danificando quantitativamente e qualitativamente a colheita (CHAKRABORTY; DUTTA;
CHAKRABORTY, 2002; RAO; CHAITANYA, 2016; SINGH et al., 2015; UPADHYAYA;
PANDA, 2004; UPADHYAYA; PANDA; DUTTA, 2008).

De acordo com Larcher (2000), o organismo passa por fases caracteristicas durante o
estresse. A fase de resposta, retrata o inicio do estresse, ocorrendo um desvio na condi¢do
favoravel. A fase de restituicdo é caracterizada como o estagio de resisténcia, na qual o
organismo tenta se adaptar ao estresse, e dependendo da duracdo do estresse, seu
prolongamento leva o vegetal a entrar na fase final, estando debilitado o suficiente para ser
acometido por outras adversidades, causando sua morte prematura. Caso ndo haja o
prolongamento do estresse, 0 vegetal entra na fase de regeneragdo, na qual suas funcbes
bioldgicas séo estabelecidas parcialmente ou por completo.

Estresses abidticos primarios, como a seca, acarretam tensGes secundarias, como o
estresse oxidativo (CARVALHO; AMANCIO, 2019). A producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em proporcdes adequadas estd relacionada a processos importantes, que
envolvem fungdes bioldgicas relevantes no metabolismo, na geragédo de energia por adenosina
trifosfato (ATP), na fertilizacdo, ativacdo de genes e no mecanismo de defesa do organismo
(DIETZ, 2008; GAPPER; DOLAN, 2006). Entretanto, durante o estresse hidrico pode ocorrer
uma producdo exacerbada de radicais livres, conduzindo danos oxidativos aos componentes
celulares, como o DNA, RNA, proteinas e lipidios, acarretando na morte celular (FANG;
XIONG, 2015; HUSSAIN et al., 2019).

Além da quebra do equilibrio redox das plantas, a escassez de agua também promove o

estresse osmotico, caracterizado como uma tensdo secundaria e um sinal primario ocasionado
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pela seca (ZHU, 2016). Neste periodo, a auséncia hidrica ocasiona a mudanca de volume nas
células, 0 mesmo altera o potencial de pressao (que equivale ao turgor) e o potencial osmético
(concentracdo). Essas alteracGes acarretam em danos nas membranas e em VArios outros
componentes da célula (SOPORY, 2019).

No cenério atual, as mudancgas climaticas induzidas pelo efeito estufa influenciam nos
padrdes de temperatura e precipitacdo, aumentando globalmente as condic¢des severas de seca
(MIYAN, 2015), e consequentemente, acarretando em diversas tensdes que ameagam Varias
culturas agricolas, entre elas, o feijdo-caupi. Contudo, frente a esses estresses, 0s vegetais
desenvolveram e aprimoraram ao longo do seu processo evolutivo mecanismos para tolerar e
se adaptar a esses ambientes com poucos recursos hidricos (BOHNERT; NELSON; JENSEN,
1995; DAI, 2013).

3.3 Mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico

As plantas expostas a varias condi¢des estressantes desencadeiam uma rede de resposta
as mudancas adversas em seu ambiente. A principio, uma cascata de eventos € iniciada,
envolvendo varias mudancas na morfologia, fisiologia e metabolismo das plantas com o intuito
de combater e adaptar-se a situacdo de estresse, mantendo a homeostase (HASEGAWA,
BRESSAN, 2000; HAZEN; WU; KREPS, 2003; SHAO et al., 2007; AGRAWAL etal., 2011).

Tendo em vista que a raiz é o principal 6rgao de captacdo e reserva de agua, ela se torna
0 primeiro orgdo a sofrer e perceber os efeitos da deficiéncia hidrica, tornando-a importante
ferramenta para a tolerancia ao estresse (ABOBATTA, 2019). Estes efeitos danosos podem
posteriormente se alastrar para outros 6rgdos do vegetal ou serem sessados antes mesmo de
afetar outras partes do vegetal.

Em situacdes mais severas, onde o ambiente é predominantemente seco, 0s vegetais
dispdem de estratégias que possibilitam a evasdo, o retardo ou a tolerancia ao estresse (Figura
5), mantendo as taxas de perda de captacdo de agua equilibradas (DODD; RYAN,2016;
VERSLUES et al., 2006). Na evasao do estresse, espécies com o ciclo de vida curto conseguem
escapar dos danos ocasionados pela seca. Por outro lado, algumas espécies precisam utilizar
mecanismos de dorméncia , impedindo a germinacao até que o solo esteja apto para tal processo
(IZANLOO et al., 2008).
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Figura 5 Estratégias de resisténcia ao deficit hidrico

Resisténcia ao
deéficit hidrico
[ |
Evitar o déficit Toleréincia ao déficit
hidrico hidrico
| |
|
Escapar completando
o ciclo de vida em Tolerar baixo
uma estacdo chuvosa potencial de agua,
mantendo a pressdo
Evitar o déficit hidrico de turgor
usando estratégias de
aquisicdo maxima de agua
— Tolerar desidratacdo celular
Evitar o déficit usando estratégias bioquimicas
hidrico realizando a

e morfologicas para proteger

manuten(;ao de aguas as células de lesdes

nas células

Fonte: DODD; RYAN (2016).

O retardo ou prevencdo corresponde a plantas que utilizam de seu sistema radicular bem
desenvolvido para aumentar a captacdo de agua pelo solo para posterior armazenamento no
tecido vegetal, plantas conhecidas como suculentas sdo um exemplo de espécies que empregam
esse tipo de estratégia (DODD; RYAN, 2016). O fechamento estomatico de forma precoce
também se caracteriza como uma estratégia de prevencdo da planta parar manter o potencial
hidrico préximo ao de condicdes fisiolégicas normais (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Com o aumento da severidade do estresse, as plantas dificilmente conseguem manter o
potencial hidrico ideal para a sua sobrevivéncia, bem como o equilibrio osmético e a producao
de (ROS), que séo alterados consideravelmente. Contudo, as plantas tolerantes a seca utilizam
estratégias de ajuste osmotico, além da producdo de moléculas que estabilizam proteinas,
diminuindo e/ou impedindo a oxidacéo de lipidios e outros componentes celulares (SAKHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016).

Para a aquisi¢do de uma resposta evasiva ou de tolerancia ao estresse por déficit hidrico,
as plantas necessitam de mecanismos que s6 sdo acessados a partir da expressao diferencial de
genes especificos atuantes nesse processo (SMIRNOFF, 2014). A nivel genémico, essas
respostas moleculares conferem uma intensa regulacdo de multiplas transduces de sinais, afim

de ativar a rede de resposta para a sobrevivéncia do vegetal (TRIPATHY et al., 2019).
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A regulacdo desta rede de sinais tem como maior enfoque a regulacéo transcricional,
envolvida em modificages e remodelages da cromatina, e recrutamento de elementos cis
regulatorios, que estdo préximos a regides codificadoras de genes e estdo intimamente
relacionados a um grupo de proteinas denominadas fatores de transcricdo (FTs) (KUMAR et
al., 2018).

A partir do desenvolvimento de diversos estudos fisiologicos e/ou moleculares foi
possivel realizar a categorizacao de dois grupos de proteinas codificadas por genes envolvidos
na resposta ao estresse hidrico, as proteinas reguladoras e as funcionais (Figura 6). As proteinas
regulatérias, assim como os FTs, sdo atuantes na orquestracdo molecular, induzindo ou
reprimindo moléculas. Este grupo também compreende quinases, fosfatases, acido abcisico
(ABA) e elementos regulatdrios (SEKI et al., 2002; ROYCHOUDHURY; DATTA; DATTA,
2011; BENKO-ISEPPON et al., 2011).

Por sua vez, as proteinas funcionais estdo envolvidas diretamente na resposta ao estresse
e este grupo compreende proteinas antioxidantes e desintoxicantes, bem como enzimas que
participam da sintese de osmolitos compativeis. Essas proteinas sdo algumas das mais
importantes a participar da maquinaria contra os efeitos danosos do ambiente, em especial
salinidade e seca (REIS et al., 2012).

Figura 6. Principais grupos de genes envolvidos na resposta a estresses abi6ticos, como seca e
salinidade. (A) proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo, (B) proteinas funcionais,

envolvidas diretamente na resposta ao estresse.
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Fonte: BENKO-ISEPPON et al. (2011)
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A rede de sinais que séo regulados para sessar diretamente os danos oxidativos na célula
recrutam genes que induzem a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutatione redutase (GR), que
apresentam um papel significativo na eliminacdo de ROS produzidas como consequéncia do
estresse (KAVAS et al., 2013; SHI et al., 2014; YANG et al., 2017), convertendo-as em sua
forma estavel (ZUO; ZHANG, 2011). Outro importante recurso induzido pela cascata de
sinalizacdo sdo genes que codificam proteinas sintetizadoras de osmoprotetores, que sdo
moléculas de grande importancia para a sobrevivéncia do vegetal, além de alguns osmdlitos
atuarem como elementos antioxidantes (SERRAJ; SINCLAIR, 2002).

Os osmoprotetores também atuam impedindo lesdes em membranas, estabilizando
proteinas, e principalmente, regulando o ajuste osmético celular. Dessa forma, o meio hidrico
é regulado entre o interior e o exterior da célula, equilibrando o potencial de turgor, e 0 seu
acumulo inturgesce a célula, impedindo o escape de dgua e ofertando mais tempo de vida as
celulas até o vegetal retornar ao seu estado de homeostase (ALVES; SETTER, 2004;
BOHNERT; JENSEN, 1996; HARE; CRESS; VAN STADEN, 1998). Adicionalmente,
possuem a funcdo de minimizar ou evitar a desidratacdo no interior das células, apresentando
eficacia na aquisicéo de tolerancia em condicdes de extremo estresse osmotico. Portanto, essas
moléculas figuram como importantes alvos biotecnoldgicos, e seu entendimento é essencial
para a producdo de organismos melhorados e tolerantes a diversos estresses abioticos
(CLAUSSEN, 2005).

3.4 Osmoprotetores

De forma geral, osmoprotetores sdo compostos organicos pequenos, eletricamente
neutros e altamente sollveis, com baixa toxicidade. Podem se acumular em grandes quantidades
nas células, equilibrando o meio intracelular com o ambiente externo quando em uma condicao
osmotica desfavoravel. Devido a sua alta solubilidade e pouca interferéncia nas vias
metabdlicas celulares, eles também sdo conhecidos como solutos (AHN; PARK; PARK, 2011).

Essas moléculas funcionais fornecem varias adaptagdes no meio celular como resposta
a imposicao de diversos estresses ambientais, sendo responsaveis por aumentar as chances de
sobrevivéncia de um determinado organismo. Isso ocorre principalmente em condicGes de seca
e salinidade, em que ambos os estresses proporcionam desequilibrio osmotico, onde estes
solutos sdo expressivamente atuantes (TIWARI et al., 2010; LANG, 2007). Diversos estudos
relatam a sua eficicia em condicGes distintas de déficit hidrico (FILIPPOU et al., 2014; LI et
al., 2012; PARIDA et al., 2008; SHAHBAZ et al., 2013).
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Os osmoprotetores podem ser classificados em trés categorias: aminoacidos
(prolina, ectoina), compostos de amonia (glicina-betaina, poliaminas, b-alanina betaina) e
acucares e acucares polidis (trealose, mio-inositol, sorbitol, manitol, frutano) (ASHRAF;
FOOLAD, 2007), e todos desempenham papeis cruciais na resposta ao estresse abiotico,
impulsionando a producdo agricola de determinada cultivar (JAIN, 2013; REGUERA; PELEG;
BLUMWALD, 2012).

3.4.1 Prolina

A prolina é considerada um soluto compativel que responde a varias tensdes
relacionadas a osmose em grande parte dos vegetais. O acimulo deste aminoacido € realizado
durante tensdes abitticas, como seca, salinidade, baixa temperatura, entre outros. A prolina
confere multiplas funcdes no que se refere a seca, contribuindo na manutencdo do nivel
osmotico na célula, além de regular intracelularmente o potencial redox (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014; PINTO-MARIJUAN; MUNNE-BOSCH, 2013).

Quanto a sua biossintese, foi delineada primeiramente em Escherichia coli (VOGEL,;
DAVIS, 1952), porém, no que refere as plantas, existem duas vias pelas quais € possivel
sintetizar a prolina, a do glutamato e a da ornitina. Quando se trata de estresse osmotico, a sua
principal via é a do glutamato (GUAN et al., 2020).

Inicialmente, a sintese da prolina é realizada em regides cloroplastidiais, bem como de
forma livre no citoplasma, onde estdo localizadas as enzimas atuantes em sua sintese
(SENGUPTA et al., 2016), e o inicio deste processo ocorre a partir do acido glutamico. A
realizacdo deste processo requer a participacao de algumas enzimas que catalisam a reagdo. A
deltal-pirrolina-5-carboxilato-sintase (P5CS) é a enzima que catalisa a primeira reacdo, sendo
responsavel pela conversdo do glutamato em delta-1-pirrolina 5-carboxilato (P5C) (LIANG et
al., 2013). Reacdes como essa sdo limitantes para a sintese da prolina, caracterizando o gene
P5CS de grande importancia para a tolerancia ao estresse (WANG et al., 2017).

Em seguida, a enzima deltal-pirrolina-5-carboxilato-redutase (P5CR) catalisa a segunda
reacdo convertendo P5C em prolina, codificada por um dnico gene, o PSCR (ARMENGAUD
et al., 2004). Por sua vez, o gene P5CS ¢ codificado pelos genes P5CS1 e P5CS2, além de ser
regulado epigeneticamente por varios fatores, como o &cido abscisico ABA (Figura 7b)
(ABRAHAM et al., 2003; KESARI et al., 2012; ZHANG et al., 2013).

O acumulo de prolina esta intimamente relacionado a resposta ao estresse osmotico,
sendo derivado de fatores abidticos como seca, salinidade e baixas temperaturas (BOHNERT;

NELSON; JENSEN, 1995). Especificamente em seca, a sintese de prolina ja foi relatada como
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precursora de tolerancia nos transgénicos Glycine max (DE RONDE et al., 2004), Petunia
hybrida (YAMADA et al., 2005), Cicer arietinum (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2009) e
Triticum aestivum (VENDRUSCOLO et al., 2007).

A atuacdo dos genes que codificam as enzimas catalisadoras da biossintese de prolina
(P5CS e P5CR) tem se mostrado eficiente na tolerancia de organismos a determinadas
condigdes ambientais (HONGBO; ZONGSUO; MINGAN, 2006; MOLINARI et al., 2007). De
acordo com Uchida et al. (2002), o gene P5CS apresentou expresséo elevada em arroz, quando
tratado com H202. P5CR e P5CS foram regulados positivamente em Brassica napus sob
tratamento com sal e ABA (XUE; LI1U; HUA, 2009).

Além disso, foi observada que a expressdo de P5CS leva ao aumento no nivel de
prolina e a uma melhor tolerancia no tabaco (KAVI KISHOR; SREENIVASULU, 2014) e no
trigo (VENDRUSCOLO et al., 2007). Recentemente, Dudziak e colaboradores (2019)
induziram o estresse osmotico expondo sementes de trigo ao polietileno glicol (PEG), no qual
foi possivel observar a rapida resposta do vegetal, que refletiu na superexpressao imediata de
P5CS e P5CR ap0s 3 horas de estresse. Os autores concluiram que o principal mecanismo

subjacente a biossintese de prolina em resposta a seca é a regulacédo a nivel transcricional.

3.4.2 Glicina-Betaina

A glicina-betaina (GB) é um dos osmdlitos extensivamente estudados para aquisicao de
tolerancia a estresses abioticos (CHEN; MURATA, 2002, 2008, 2011). Caracterizado como um
composto amonio-quaternario (QAC) ndo toxico para as células (CLELAND et al., 2004;
MCDONNELL; JONES, 1988), pode ser encontrado em varios organismos, incluindo
bactérias, plantas e até animais superiores (PRASAD; PARDHA SARADHI, 2004).

O acumulo de GB confere diversas fungdes nos vegetais em condicdes fisiologicas
normais, bem como em situacGes de estresses abioticos (GIRI, 2011; MASOOD et al., 2015;
YANG et al., 2008). Durante a perda de agua proveniente de estresses como seca e salinidade,
GB atua equilibrando o meio osmotico, melhorando o estado de 4gua no tecido e protegendo
membranas bioldgicas de danos oxidativos (CHEN; MURATA, 2011).

A depender do seu precursor, a biossintese de GB pode sofrer variacbes (SAKAMOTO;
MURATA, 2000). Em plantas, o processo de sintese ocorre em duas em etapas, a partir da
oxidacgéo da colina. Na primeira etapa, a colina é catalisada pela enzima colina monooxigenase
(CMO) dependente de Fe, que contéem o motivo de ligacdo Rieske, caracteristico de enzimas
oxigenases (BROUQUISSE et al., 1989; BURNET; LAFONTAINE; HANSON, 1995;
RATHINASABAPATHI et al., 1997). Ja a segunda etapa é mediada pela enzima betaina
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aldeido desidrogenase (BADH), uma desidrogenase dependente NADC (FITZGERALD;
WATERS; HENRY, 2009; WOOD et al., 1996), que converte aldeido de betaina em glicina-
betaina (Figura 7a).

A atuacdo de genes como CMO e BADH ¢ indispensavel para a sintese de GB. Em
estudos anteriores, estes genes apresentaram inducdo em diversos estresses abioticos, como
salinidade (MCCUE; HANSON, 1992), estresse térmico (MITSUYA et al., 2011), frio (XING;
RAJASHEKAR, 2001) e seca (LI et al., 2016; RUSSELL; RATHINASABAPATHI;
HANSON, 1998). Além disso, foi verificado que o acimulo de GB a partir da insercédo do gene
BADH pode melhorar ou facilitar a fotossintese de vegetais sob estresse hidrico, protegendo
componentes e fungdes essenciais da membrana do tilacéide (BAKER, 2008; ZHAO et al.,
2007).

3.4.3 Mio-inositol

Conhecido por ser um hexitol de seis ciclos de ciclohexano, o mio-inositol é um
estereoisdbmero entre 0s nove existentes na natureza. O metabolismo do inositol é importante
para diversas fungdes relacionadas ao crescimento e desenvolvimento vegetal, como também
para a formacdo da membrana e biogénese da parede celular (LACKEY et al., 2003,
DASTIDAR et al., 2006), figurando como precursor e substrato para muitosS compostos
contendo inositol, incluindo fosfoinositideos e fosfatos de inositol, além de oligossacarideos da
familia rafinose (ORP), que se acumulam em plantas durante condi¢des estressantes (PETERS
etal., 2007).

A sintese do mio-inositol ocorre em duas etapas. No primeiro momento, Lmyo- inositol
1-fosfato sintase (MIPS) converte D-glicose 6-fosfato em L-mio-inositol 1-fosfato. Em seguida,
L-mio-inositol 1-fosfato é desfosforilado para a formacdo do mio-inositol em sua forma livre,
esta reacdo ocorre a partir da enzima L-Myoinositol 1-fosfato dependente de Mg++ fosfatase
(IMP) (Figura 7¢) (LOEWUS; LOEWUS, 1983; LOEWUS; MURTHY, 2000) .

A superexpressdo dos genes MIPS e IMP conferiu tolerancia em espécies submetidas a
estresses abidticos e alguns estudos exploraram o potencial destes genes em exemplares
transgénicos. Zhai e colaboradores (2016) observaram que a batata doce (Ipomoea batatas)
transformada com o gene IbMIPS1 apresentou tolerancia a seca e salinidade. O gene que
codifica IMP e o cDNA correspondente foram isolados e clonados do gréo de bico (CalMP),
este foi testado quanto a sua fungcdo em mutantes de Arabidopsis, sendo observado melhora na

tolerdncia ao estresse abiotico durante a germinacdo e o crescimento de mudas, enquanto que
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em Arabidopsis com deficiéncia de IMP foi verificado que 0 mesmo aumentou a sensibilidade
ao estresse nas mesmas condi¢des (SAXENA et al., 2013).

Além da funcdo osmoprotetora, 0 mio-inositol possui papel importante na germinagao
das sementes, nutricdo mineral, transporte de actcar, metabolismo de carboidratos, formagéo
da parede celular, entre outros (STYER, 2000), o que torna evidente a importancia do estudo
deste osmdlito para a geracdo de plantas transgénicas tolerantes a estresses abidticos ou outras
adversidades.

3.4.4 Trealose

A trealose € um composto ndo redutor de dissacarideo com duas moléculas de glicose,
podendo ser encontrado em todos 0s organismos, exceto em vertebrados (ELBEIN, 1974). Em
vegetais, este aclcar é detentor de funcBes importantes frente a estresses vegetais,
principalmente em plantas sob desidratacdo (ALI; ASHRAF, 2011; DUMAN et al., 2011,
GARCIA et al., 1997). Sua primeira descricdo ocorreu em Myrothamnus flabellifolius
(DRENNAN et al., 1993) e Selaginella tamariscina (LIU; CHIEN; LIN, 2008), consideradas
plantas de ressurreicao.

Como um composto osmoprotetor, a trealose possui a capacidade de estabilizar
proteinas e membranas lipidicas desidratadas (FERNANDEZ et al., 2010). Adicionalmente,
apresenta-se como uma molécula sinalizadora, com caracteristicas antioxidantes, bem como
possui papel como elicitora para outros genes envolvidos na desintoxicacdo e resposta a
estresses (BAE et al., 2005). Este osmolito possui a capacidade de alterar o nivel de expressédo
génica de fatores de transcricdo, participar de modificacdes da parede celular e do metabolismo
do nitrogénio (ACOSTA-PERES et al., 2020) e ser utilizado como fonte de energia para alguns
organismos (LOPEZ-GOMEZ; LLUCH, 2012).

Considerando seu papel no que se refere a estresses abioticos, a trealose vem sendo
amplamente estudada (GARG et al., 2002; TANG et al., 2018; WANG; OUYANG; WANG,
2019; ACOSTA-PERES et al., 2020), especialmente acerca da inducéo de genes que codificam
enzimas da sua sintese. TPS ¢é o gene que codifica a enzima trealose 6-fosfato sintase e possui
0 papel de catalisar a formacao de trealose-6-fosfato (T6P) a partir de UDP-glicose e glicose-
6-fosfato. Em seguida, T6P é desfosforilado pela trealose-6-fosfato fosfatase, codificada pelo
gene (TPP), formando a trealose livre (Figura 7¢) (WINGLER, 2002).

A expressdo do gene TPS1 em batata, tabaco e milho ocasionou um acumulo maior de
trealose, e consequentemente, conferiu tolerancia ao estresse por desidratacdo (LEE et al., 2003;
KONDRAK et al., 2012; LIU et al., 2015). Resultados semelhantes foram observados para o
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gene TPS1 de Arabidopsis, Gossypium e Oryza sativa, que aumentou a tolerancia destes
vegetais a seca, frio e salinidade, (AVONCE et al., 2004; LI et al., 2011; WANG et al., 2016b).

No que se refere ao gene TPP, estudos como o de Nuccio e colaboradores (2015), em
arroz, demonstraram que a inducdo de TPP1 melhorou a toleréncia a desidratacdo. Em
Arabidopsis thaliana, o gene AtTPPD foi superexpresso preferencialmente em raizes sob
condigOes de estresse salino, melhorando a toleréncia do vegetal e confirmando a eficiéncia de
TPP frente a esse tipo de estresse (KRASENSKY et al., 2014).

A investigacdo dos mecanismos moleculares dos genes TPS e TPP é essencial para
ampliar o conhecimento e entendimento de estratégias contra adversidades ambientais, bem
como sua aplicagdo na engenharia genética podera auxiliar no desenvolvimento de espécies
tolerantes a diversos estresses (ABDELGAWAD; KHALLAL, 2014; WANG; OUYANG,;
WANG, 2019).

Figura 7 Visdo geral esquematica das vias de biossintese. (a) glicina betaina, (b) prolina e (c)
metabolismo dos agucares
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3.5 Bioinformatica aplicada as dmicas

As 6micas se apresentam como uma area da biologia molecular que possui a capacidade
holistica no contexto da célula, tecido ou organismo, sendo responsavel por integrar dados de
genes (genbmica), transcritos (transcriptdmica), proteinas (protedmica) e metabolitos
(metabol6bmica) em uma amostra biologica, de forma a compreender amplamente sistemas
bioldgicos complexos. No entanto, as 6micas continuam se expandindo, e recentemente,
conseguem abranger também a investigacao sobre a organizacdo da cromatina por abordagens
de epigenoma (BOKSZCZANIN et al., 2015; BENKO-ISEPPON et al., 2017; MEENA et al.,
2017; VAILATI-RIBONI; PALOMBO; LOOR, 2017).

Com a evolugéo da biologia molecular e das tecnologias de sequenciamento, 0 aumento
no volume de dados foi inevitavel. Tendo em vista a quantidade de dados que precisam ser
armazenados, recuperados, processados, anotados e validados, o conhecimento abrangente
sobre ferramentas de bioinformatica se torna cada vez mais indispensavel (YADAV, 2015).
Tida como um dos principais pilares para a analise e interpretacdo dos dados émicos, a
bioinformética engloba novas estatisticas, métodos, algoritmos e implementacdes de software,
e juntamente com os avangos na computacdo de alto desempenho, tém contribuido para a
aceleracao do desenvolvimento biotecnolégico (DE CARVALHO et al., 2019).

De forma geral, a bioinforméatica é definida como o emprego de ferramentas
computacionais com o intuito de desvendar problemas bioldgicos, na qual varias areas de
conhecimento estdo envolvidas (VERLI, 2014). As ferramentas computacionais permitem
desvendar in silico a estruturas de proteinas, genes e sequéncias, entre outros aparatos do
sistema bioldgico de um determinado organismo (KAUFMAN, 2004).

A bioinformética associada as abordagens dmicas trouxe uma mudanca de
paradigma na pesquisa relacionada ao comportamento das plantas no que se refere a varias
perturbacdes ambientais e ampliou consideravelmente o conhecimento sobre diversos aspectos
relacionados a tolerancia aos estresses abioticos e bidticos (BAGATI; MAHAJAN; NAZIR,
2018). Além disso, proporcionou reducdo no tempo e nos esforcos financeiros para a geracao
de dados globais, bem como trouxe novas oportunidades e desafios para bidlogos e profissionais
de diversas areas (MISRA et al., 2019; HASIN; SELDIN; LUISIS, 2017).

3.6 Sequenciamento NGS e analise de dados transcriptémicos
O surgimento de tecnicas de sequenciamento foi essencial na analise genémica de
diversos organismos. Sanger; Nicklen e Coulson (1977) foram os primeiros a desenvolver este

tipo de tecnologia. Entretanto, as primeiras analises de sequenciamento apresentavam
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limitacGes com relacdo ao tempo de desenvolvimento, preciséo e custo beneficio (LIU et al.,
2012). Pensando nestas limitagcdes e na melhoria das pesquisas de doengas humanas, novas
tecnologias com produtividade aprimorada e baixo custo foram desenvolvidas, conhecidas
como “Next Generation Sequencing (NGS) “ou“ Tecnologias de sequenciamento de alto
rendimento”, modificando o paradigma no campo dos diagnésticos clinicos (MARDIS, 2011,
HAIMOVICH, 2011; WADAPURKAR; VYAS, 2018).

O sequenciamento NGS é responsavel por realizar uma analise massiva e robusta
relacionada a alta taxa de transferéncia de amostras, caracteristicas que o destacam entre as
demais técnicas de sequenciamento desenvolvidas (OKONIEWSKI; MILLER, 2006).
Comparado a metodologia de microarrays de DNA, o Sequenciamento de RNA (RNA-Seq),
confere menos ruido de fundo, maior faixa de dinamica para deteccdo, além de revelar
diretamente a identidade da sequéncia, caracteristica essencial para a analise de genes
desconhecidos e novas isoformas transcricionais, sendo uma tecnologia com alto nivel de
reprodutibilidade e que permite a analise e visualizagdo de um grande conjunto de dados a partir
de ferramentas computacionais (HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017; AGARWAL et al.,
2010). Tendo em vista a evolucgdo deste tipo de técnica em conjunto com a grande demanda de
estudos transcriptdbmicos (ABDEL-GHANY et al., 2016; WANG et al., 2016a), 0 RNA-Seq
tem sido uma abordagem extensivamente utilizada atualmente para detecgéo e quantificacéo de
perfis de transcricdo conhecidos e novos (HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017).

A transcriptbmica é uma area das dmicas que abrange o conjunto completo de transcritos
(mRNAS) de um organismo durante situag@es pontuais (células e tecidos em diferentes estagios
de desenvolvimento ou em condi¢cbes de estresse comparativamente a controles néo
estressados), revelando informacdes fundamentais da estrutura, expressao e regulacéo de genes
e permitindo inferéncias sobre seu papel nos processos biologicos (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009). A associagdo de estudos transcriptbmicos com abordagens de
sequenciamento adequadas e profundas, como o RNA-Seq, se apresenta como uma alternativa
promissora para analisar o potencial dos osmoprotetores (KIDO et al., 2019). Esta associa¢édo
além de ser econdmica, contribui a partir do seu alto rendimento, revelando melhor os genes e
isoformas responsivos ao estresse, padrdes complexos de expressdo génica, elementos cis
reguladores, RNAs nédo codificadores e cascatas moleculares ativadas (ZHAO et al., 2014).

Por fim, a utilizacdo do RNA-Seq é associada com a avaliagdo da expressdo génica por
PCR quantitativa por transcricdo reversa (RT-qPCR) visando a validacdo de alvos moleculares
promissores para aplicacdo em programas de melhoramento genético vegetal ou inferéncias

biotecnologicas, uma vez que a RT-gPCR é considerada uma técnica padrao “ouro” para
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estudos de expressao génica, devido a sua alta sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade
e ampla faixa dindmica (KAUFMAN, 2004; KUBISTA et al., 2006).
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Resumo

Foi realizada a prospeccdo de 209 transcritos associados aos osmoprotetores prolina (46),
glicina-betaina (12), mio-inositol (43) e trealose (108) no transcriptoma de Vigna unguiculata
sob multiplos estresses. A caracterizacdo fisico-quimica indicou que a maioria dos
osmoprotetores candidatos estavam localizados no citoplasma e nos cloroplastos, corroborando
ao verificado na literatura, que sugere que os mesmos exercem a funcéo de equilibrio osmotico
e diminuicdo de ROS dentro das células vegetais. A identificacdo de padrbes conservados
(dominios e motivos caracteristicos) e construgdo de arvores fenéticas apontou altos niveis de
conservacdo dessa familia génica entre as espécies vegetais analisadas. 31 genes
osmoprotetores ancoraram nos 11 cromossomos do genoma de referéncia do feijao-caupi. Os
genes TPP, TPS, MIPS e P5CS apresentaram mais de uma cOpia do mesmo gene, indicando

possiveis eventos de duplicacdo independentes. A anélise das sequéncias promotoras permitiu
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identificar dois elementos cis-regulatorios associados aos fatores de transcricdo HD-ZIP e
bHLH, importantes para a regulacdo de osmoprotetores em situaces de estresses. O perfil
transcricional indicou que a maioria das classes de osmoprotetores atua no processo de
defesa/tolerancia em feijdo-caupi sob maltiplos estresses, especialmente sob déficit hidrico em

tempos tardios (150 minutos).

1 Introdugéo

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma leguminosa de significativa
importancia socioecondmica para o sistema agroindustrial, sendo cultivada predominantemente
nas regiGes Norte e Nordeste do Brasil. Essa espécie tem sido utilizada como componente da
dieta alimentar de familias de baixa renda por se tratar de um gréo rico em proteinas, minerais
e fibras (Frota et al., 2008). No entanto, assim como ocorre em outras culturas de interesse
agricola, o feijao-caupi tem sido afetado pela acdo de diversos estresses bidticos e abidticos, 0s
quais tm comprometido diretamente seu cultivo e produtividade.

A producéo de solutos compativeis é conhecida como um dos mecanismos para driblar
os efeitos nocivos causados por tais estresses. Essas substancias sao trocadas pelo excesso de
sais inorganicos na célula, permitindo que tanto a concentragdo interna de sais quanto o volume
celular sejam ajustados. A grande vantagem do acumulo desses solutos é que eles ndo
perturbam a funcionalidade das macromoléculas celulares, como ocorre com 0s sais inorganicos
(Rathinasabapathi, 2000; Yancey, 2001). O acimulo desses compostos tem sido associado a
altos niveis de tolerancia de plantas, sendo que seus efeitos benéficos ndo sejam geralmente
espécie-especificos. Desta forma, a identificagdo de genes e enzimas envolvidas na sintese de
solutos compativeis atuantes nas vias de resisténcia/tolerancia aos diversos estresses
compreende uma importante fonte de candidatos para uso em programas de melhoramento

genético ou para inferéncias biotecnologicas.
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Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo identificar genes envolvidos na
sintese de osmdlitos compativeis no transcriptoma do feijao-caupi sob desidratacdo radicular e
estresses combinados (injaria+inoculacdo viral), avaliando a diversidade estrutural e o perfil de
expressao diferencial de transcritos que codificam as principais categorias de osmoprotetores
(prolina, glicina betaina, mio-inositol e trealose) atuantes no estresse aplicado.

2 Metodologia
2.1 Material vegetal, desenho experimental e aplicacio dos estresses
2.1.1 Imposicao do estresse de desidratacdo radicular

Sementes de Vigna unguiculata, cv. Pingo de Ouro, foram tratadas com 0,05% (w/v)
Thiram (tetramethylthiuram disulfide) e germinadas durante dois dias a 25°C + 1 °C de
temperatura e umidade relativa de 65% + 5%. As mudas foram transferidas para um sistema
hidropdnico (Rodrigues et al., 2012) com solu¢do nutritiva aerada e balanceada com pH 6,6
(Hoagland e Arnon, 1950), em um delineamento experimental em blocos casualizados, com
trés réplicas bioldgicas. Cada réplica bioldgica foi composta de dois individuos. As plantulas
foram colocadas em suportes, de modo que as raizes das mudas ficassem completamente
imersas na solucao.

As plantulas foram cultivadas por trés semanas (estagio de desenvolvimento V3) em
casa de vegetacdo sob um fotoperiodo natural de aproximadamente 13/11 h ciclo claro/escuro,
temperatura de 30 £5 °C e 60 + 10% de umidade relativa (RH). Apds esse periodo, o tratamento
de desidratacédo radicular foi iniciado retirando a solucdo nutritiva das plantas tratadas (Figura
Suplementar 1A). Raizes e folhas foram coletados apds 25 min (doravante chamado de RD25),
75 min (doravante chamado de RD75) e 150 min (doravante chamado de RD150) apds a
remoc¢do da solucdo. Os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a -80 °C até a extracdo do RNA. Para cada periodo de tempo, as respectivas
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plantas controles foram mantidas na solucdo nutritiva em ambiente separado e coletadas no
mesmo periodo.
2.1.2 Ensaio de injuria mecanica e inoculacédo das viroses

Os experimentos de injuria mecanica e inoculagdo com CABMV (Virus-do-mosaico-
do-feijdo-caupi transmitido por afideo) ou CPSMV (Virus do Mosaico Severo do feijdo-caupi)
foram realizados sob condi¢bes controladas, em casa de vegetacdo no IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco). Para o ensaio com CABMYV, utilizou-se 0 genotipo resistente
IT85F-2687 (Rocha et al., 1996; Oliveira et al., 2012) e para CPSMV, utilizou-se o genotipo
BR-14 Mulato (Cardoso et al, 1990). O procedimento experimental foi conduzido de maneira
semelhante e independente. Ambos 0s gendtipos foram semeados por trés semanas (estagio de
desenvolvimento V3), sob fotoperiodo natural e temperatura variando entre 28 e 32°C (Figura
Suplementar 2A).

Para permitir a penetracdo do virus no interior do vegetal, as folhas componentes dos
trifélios mais jovens foram, previamente, injuriadas mecanicamente com carborundum (carbeto
de silicio). Posteriormente, ocorreu a aplicacdo do indculo viral.

Para cada ensaio, foram executados dois tempos de coleta apds injdria | inoculacdo: 60
minutos e 16 horas, sendo um respectivo controle absoluto para cada tratamento. Os tecidos
foliares foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em -80 °C, até
posterior extracdo do RNA. Para cada controle e tratamento implementados, o desenho
experimental foi fatorial 2x2 (cultivar vs extensdo do periodo p6s inoculacdo), com trés RBs,
sendo cada RB composta por cinco plantas. A fim de evitar o impacto de compostos volateis
usados pelas plantas para sua comunicacao, cada tratamento foi realizado em &rea isolada.

A expressdo génica diferencial dos dois ensaios envolvendo virus foi composta por uma
combinacdo de dois estresses: injuria mecénica e inoculacdo viral. Os virus vegetais sdo

incapazes de iniciar um processo infeccioso sem assisténcia (de um organismo vetor ou devido
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a certas praticas agricolas, por exemplo), uma vez que tais organismos sdo incapazes de penetrar
na parede celular da planta. Segundo Barna e Kiraly (2004) os virus vegetais ndo possuem
receptores celulares especificos, ao contrario dos bacteridéfagos e virus que infectam animais.
Assim, o conjunto ‘injuria mecanica e inoculacdo viral' visa simular o processo infeccioso em
um ambiente natural. Adicionalmente, ao analisar tempos iniciais apds aplicacdo do estresse (1
e 16h), é possivel investigar a modulacdo da expressdo génica na resposta precoce e, assim,
captar a percepcao e sinalizacdo iniciais, relacionadas a uma defesa vegetal frente a virus.
2.2 Construcao das bibliotecas de RNA-Seq

A extracdo de RNA total do material vegetal referente aos experimentos das viroses foi
realizada a partir do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), seguindo as instrucdes do
fabricante, com pequenas modificacdes [quantidade de material vegetal (200 mg) e tempo das
centrifugacdes (2 minutos). Para a extracdo das amostras do experimento de desidratacdo
radicular foi utilizada a associacéo do protocolo CTAB-Acetato (Zhao et al., 2012) e do Kit SV
Total RNA lIsolation System (Promega) utilizando aproximadamente 200 mg de tecido
radicular por amostra. Na execucdo dos protocolos acima mencionados foi realizado tratamento
de DNAse visando eliminar a contaminacdo com DNA genémico. A integridade das amostras
foi verificada em gel de agarose 1,5 % corado com Blue-Green Loading Dye (LGC
Biotechnology), em corrida a 60 V por 90 minutos. As amostras foram quantificadas em
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific) e fluorimetro Qubit (Life
Technologies).
2.3 Sequenciamento

Parte dos RNAs purificados (contendo aproximadamente 4 ug) foram enviados para a
construcdo das bibliotecas de RNA-Seq e sequenciamento via plataforma Illumina HiSeq2500,
paired-end, em empresa especializada, e o restante (1 ug) foi utilizado para a sintese de cDNA,

realizada empregando-se o GoScript™ Reverse Transcription System (Promega) seguindo
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instrucdes do fabricante. Apos a disponibilizacdo dos dados do sequenciamento, foi realizada a
montagem do transcriptoma utilizando o programa Trinity (Grabherr et al., 2011) e a anélise
estatistica dos genes diferencialmente expressos a partir do programa EdgeR (Robinson et al.,
2010). As proteinas atuantes na sintese de osmoprotetores foram mineradas e caracterizadas
através de ferramentas de bioinformatica, como descrito abaixo.
2.2 ldentificacdo e caracterizacao de proteinas atuantes na sintese de osmoprotetores em
V. unguiculata

Inicialmente foram realizadas buscas por sequéncias correspondentes as proteinas que
participam da sintese das quatro classes de osmoprotetores no UniProt (Universal Protein
Resource; http://www.uniprot.org), com foco em sequéncias com anotacdo curada
manualmente pelo repositério. As sequéncias foram alinhadas via BLASTp (proteina-proteina)
contra 0 GenBank no NCBI (Benson et al., 2013) visando obter sequéncias adicionais das
proteinas vegetais atuantes na sintese de osmoprotetores. Todas as sequéncias catalogadas
foram utilizadas como “sondas” na busca por candidatos nos transcriptomas de V. unguiculata.

A mineracdo das sequéncias alvo nos transcriptomas do feijdo-caupi foi

conduzida via tBLASTnN, adotando-se um ponto de corte (cut-off) para e-value igual ou inferior
a e. A ferramenta TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) foi
utilizada para traduzir os transcritos anotados no feijdo-caupi como possiveis proteinas de
sintese de osmoprotetores. As proteinas traduzidas foram analisadas quanto a presenca e
conservagdo de dominios, utilizando o Batch CD-Search Tool (Marchler-Bauer et al., 2011).

Os transcritos selecionados foram submetidos a ferramenta BLAST (Altschui et al.,
1990) contra o genoma de referéncia de V. unguiculata, depositado na plataforma Phytozome
v12.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) visando confirmar sua anotagao biologica
e possiveis funcdes. As sequéncias traduzidas foram utilizadas também para a determinacéo das

caracteristicas fisico-quimicas dos osmoprotetores identificados, tais como ponto isoelétrico e
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peso molecular via JvirGel (Hiller et al., 2003) e da ferramenta online CELLO v.2.5 (Yu et al.,
2006) para localizacédo subcelular.
2.3 Analises Fenéticas

As sequéncias candidatas de cada proteina referente ao seu respectivo osmoprotetor
foram submetidas a alinhamentos multiplos no pacote MEGA v.7 utilizando o algoritmo de
alinhamento do ClustalwW (Kumar et al., 2016), com visualizacéo gerada via ferramenta Jalview
2.11 (Waterhouse et al., 2009), destacando padrées conservados relativos as sequéncias. Ainda
com o pacote MEGA v.7 foram gerados dendrogramas para cada categoria de osmoprotetor,
constituindo analises fenéticas com base no método Neighbor-Joining, com boostrap de 1000
amostragens.
2.4 Gendmica Estrutural

A partir do alinhamento dos transcritos contra o genoma do feijdo-caupi no Phytozome,
foi utilizada a ferramenta Phytomine para identificar os loci associados aos transcritos,
incluindo a localizacdo cromossdmica associada a cada categoria de osmoprotetor. Para
desvendar o padrdo de estrutura génica dos transcritos, foi utilizada a ferramenta Gene
structural Display server 2.0 (GSDS) (Hu et al., 2015). A analise e identificacdo de elementos
cis-regulatérios dos candidatos foi realizada no MEME suite (Bailey et al., 2009). As
ferramentas MEME (Bailey et al., 1994) e TOMTOM (Gupta et al., 2007), acoplado ao banco
de dados JASPAR, foram utilizadas para atribuir um determinado fator de transcri¢éo associado
ao elemento cis-regulatério encontrado.
2.5 Perfil de expressao in silico

Para a analise de expressdo diferencial foram considerados valores de Log-fold-change
(Log2FC) de transcritos que apresentaram valores de p-value e FDR menores ou iguais a 0,05.
Para a andlise quantitativa dos transcritos diferencialmente expressos, foi construido um

diagrama de Venn que permitiu realizar uma comparacdo entre os diferentes transcritos e
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tratamentos, por meio da ferramenta VENNY 2.1 (Oliveiros., 2007). Para a construcéo do perfil
de expressdo in silico foram utilizados os valores de Log2FC dos transcritos identificados em
cada biblioteca, submetendo os dados a uma analise de agrupamento hierarquico por meio do
software CLUSTER 3.0 (Eisen et al. 1998). Os heatmaps gerados os candidatos foram
visualizados pelo programa TreeView (Page 1996).
2.6 Desenho de primers

O desenho de primers foi realizado a partir dos programas PerlPrimer (Marshall, 2004),
Primer 3 Plus (Rozen e Skaletsky, 2000) e Primer-BLAST do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), considerando os seguintes parametros: contetdo de GC 50 %,
tamanho do fragmento entre 70 e 200 pb, temperatura de Melting entre 40 e 60° e juncao exon-
exon.
3 Resultados
3.1 Identificacdo e caracterizacdo de osmoprotetores nos transcriptomas de V.
unguiculata sob desidratacdo radicular
3.1.1 Mineracéo de dados transcriptdmicos

A busca por sequéncias de osmoprotetores nos bancos de dados Uniprot e NCBI resultou
no total de 664 sondas. Dessas, 133 sdo sequéncias de duas proteinas associadas a sintese de
Prolina, 218 de duas proteinas atuantes na sintese de Trealose, 197 de duas proteinas para
sintetizar Glicina-betaina e 116 de duas proteinas para sintese de Mio-inositol. Apds a busca
por transcritos via tBLASTn contra os transcriptomas de V. unguiculata foram obtidos 1006
transcritos representantes das quatro classes de osmoprotetores. Estes transcritos foram
traduzidos em suas respectivas ORFs, totalizando 1325 transcritos selecionados para a analise

de dominio conservado.
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3.1.2 Caracterizacao de dominios conservados

De acordo com a anélise realizada no Batch-CD-Search, para o osmoprotetor prolina
foram identificados 44 transcritos com o dominio ‘AA kinase’ + ‘Aldeh’ da enzima Pirroline
5 carboxilato sintase (P5CS) e dois com dominio ‘P5CR_Dimer’ + ‘F420 oxido’, referente a
Pirroline 5 carboxilato redutase (P5CR). Os representantes de glicina-betaina apresentaram
cinco transcritos com o dominio ‘ALDH F10 BADH’ e sete com o dominio
‘Rieske RO Alpha CMO’ + ‘RHO alpha C_CMO-like’ para as enzimas Betaina aldeido
dehidrohenase (BADH) e Colina Monooxigenase (CMO), respectivamente.

O agucar mio-inositol apresentou 11 transcritos com o dominio ‘FIG Superfamily’ para
Inositol monofosfatase (IMP) e 32 para o dominio ‘NAD_ binding 5 superfamily’ de Mio
inositol fosfato sintase (MIPS). Para trealose, o dominio ‘HAD like Superfamily’ de Trealose
6-fosfato fosfatase (TPP) foi identificado em 30 transcritos. Por sua vez, o dominio ‘Glyco
Transf 20’ exclusivo da enzima Trealose 6-fosfato sintase (TPS*) foi encontrado em 22
transcritos, enquanto dominios TPS fusionados com o dominio TPP foram identificados em 56
candidatos.

O total de dominios identificados para os transcritos de cada enzima foram divididos
guanto a sua integridade, podendo apresentar-se de forma integra ou incompleta na regido

amino (N), carboxi (C) ou amino e carboxi (NC) terminal (Tabela 1.).
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Tabela 1. Quantitativo de transcritos associados as quatro classes de osmoprotetores encontrados no transcriptoma

de V. unguiculata.

. Candidatos Dominios Incompletos N-  Incompletos C- Incompletos
Osmoprotetor Enzimas _ . _
recuperados completos terminal terminal NC-terminal
] P5CS 44 3 11 12 18
Prolina
P5CR 2 1 - - 1
BADH 5 5 - - -
Glicina-betaina
CMO 7 5 - 2 -
IMP 11 4 4 3 -
Myo-inositol
MIPS 32 12 17 3
TPP 30 7 10 11 2
Trealose TPS 56 36 4 16 -
*TPS 22 - - 12 10

*TPS corresponde a sequéncias exclusivas do dominio TPS.

3.1.3 Ponto isoelétrico, peso molecular e localizacao subcelular

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, as proteinas sintetizadoras de

osmoprotetores de V. unguiculata apresentaram peso molecular abaixo de 60 kDa, destacando-

se acima deste valor as proteinas P5CS e TPS, representantes dos osmoprotetores prolina e

trealose. O ponto isoelétrico variou de 4,42 até 10,25, com a maioria transcritos apresentando

ponto isoelétrico abaixo de 6,0. De acordo com a predicdo da localizacdo subcelular, os

transcritos foram localizados principalmente nas regides citoplasmaticas e cloroplastidiais

(Tabela 2).

Tabela 2. Ponto isoelétrico, peso molecular e localizagdo subcelular dos candidatos a osmoprotetores em V.

unguiculata.
P5CR 9.47 28.49 Citoplasma/Mitocondria
Prolina P5CS 4.88a9.52 20.42 a 66.90 Citoplasma/Cloroplastos
BADH 5.00 54.35a56.74 Citoplasma
Glicina-betaina CMO 7.73a29.34 21.64 a60.22 Extracelular
IMP 4.42 a5.88 20.51 a 31.05 Cloroplastos
Mio-inositol MIPS 451a9.24 20.78 a42.28 Citoplasma
TPP 6.81a10.25 22.22 24351 Citoplasma/Ndcleo
TPS 541a8.11 29.46 a 106.04 Citoplasma/M. Plasmatica/Nucleo
Trealose *TPS 5.47a9.75 23.64 2 60.35 Citoplasma/Mitocdndria
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3.1.4 Anélise de motivos conservados

A partir dos alinhamentos multiplos foi possivel identificar padrbes conservados entre
os transcritos de V. unguiculata para cada proteina. Dois candidatos das proteinas MIPS
apresentaram o dominio catalitico tipico de oxidoredutases “GxGGxxG” e outros dois dominios
“LWTANTERY” e “NGSPQNTFVPGL”, sendo o ultimo dominio (M-C) observado apenas
em Vu.MIPS1 (Figura 1).

Os alinhamentos com candidatos de IMP para a categoria de mio-inositol revelaram a
presenca de trés motivos, o motivo “GEET” apresentando troca de aminoacido de T21 por G, e
0s outros dois motivos “DPLDGT” e “WDxAAG” que se apresentaram altamente conservados
em V. unguiculata e nas demais espécies relacionadas (Figura 2).

A BADH pertencente ao osmoprotetor glicina-betaina quando alinhada apresentou trés
motivos conservados, “QLFIDGE” na regido N-terminal da sequéncia, o decapeptideo
“VTLELGGKSP” com uma troca de aminoacido na posi¢do Ts3 por S, e o tripeptideo “SKL”
conservado em Vu.BADH1 e Vu.BADH4. Além disso, alguns candidatos (Vu.BADH2 e 3)
apresentaram troca de aminoacido L4gs por M e Vu.BADH5 em Sa9 por K. Foi observada
também uma posicao critica para a sintese de glicina-betaina, sinalizada com uma seta vermelha
no alinhamento ocupado por uma isoleucina (1) (Figura 3).

Para a segunda enzima que catalisa a sintese de glicina-betaina, VUCMO?2 foi o Unico
candidato para CMO em V. unguiculata presente no alinhamento, para este, foi identificado o
dominio Rieske [2Fe-2S] CxHx15-17Cx2H e o motivo Fe-binding G/Dx3-4Dx2Hx4-5H,
caracteristicos dos dominios Rieske RO _Alpha CMO e RHO_alfa C_CMO-like,

respectivamente (Figura 4).
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Figura 1. Alinhamento multiplo de sequéncias ortélogas de proteinas MIPS. O bloco preto indica a assinatura conservada GWGGNNG, presente nas MIPS de todas as espécies
alinhadas. Foram utilizadas sequéncias de Zea mays, Phaseolus vulgaris, Oryza sativa, Nicotiana tabacum, Triticum aestivum, Setaria italica, Glycine max e Arabidopsis

thaliana.
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Figura 2. Alinhamento maltiplo de sequéncias ortdlogas de proteinas IMP. Foram encontrados trés motivos conservados cataliticos marcados em caixas pretas: “M-A” motivo
GEET, “M-B” motivo DPLDGT, ¢ “M-C” motivo WDxAAG. Foram utilizadas sequéncias de Populus alba, Dorcoceras hygrometricum, O. sativa, Z. mays, A. thaliana e

Solanum lycopersicum.
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Vi BADH1/6-504 KVPLHNNRIPIINPATQD!| IGD IPAGTEEDVDLAVDAAKRALSRNKGRDWS SASGSVRAGYLRAIASKI TEKKDELGKLEA IDSGKPLDEALADVDDVY IACFNYYAELAEGLDAKQKAPVYSLPM
Vi BADH2/8-504 KVPALGKRIPIINPSTQQ | |GD IPAATKEDVEVAVAAAKAAL SRNKGADWASASGAVRARYLRA | AAKVTEKKPELAKLEA IDCGKPLDEAAWD |DDVAGCFEF YADLAEKLDSKQKAPVSLPM
Vi BADHY 6504 KVPALGKRIPIINPSTOQ! IGD IPAATKEDVEVAVAAAKAALSRNKGADWASASGAVRARYLRAIAAKVTEKKPELAKLEA IDCGKPLDEAAWD |DDVAGCFEF YADLAEKLDSKOKAPVSLPM
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AthalianaBADH2/6-503 TEPVLRKTLPVVNPATEDI IGY IPAATSEDVELAVEAARKAF TRNNGKDWARATGAVRAKYLRAIAAKVIERKSELANLEA I DCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYYADLAEGLDAKQKTPLSLPM
O.sativaBADH1/6-503 RAPALGRRLPVVNPATESP IGEIPAGTAEDVDAAVAAAREALKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKI IERKSELARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGCFEYFADLAESLDKRQNAPVSLPM
AthalianaBADH1/6-501 REPILKKRIPIVNPATEEV IGDIPAATTEDVDVAVNAARRALSRNKGKDWAKAPGAVRAKYLRAI AAKVNERKTDLAKLEALDCGKPLDEAVWOMDDVAGCFEF YADLAEGLDAKQKAPVSLPM
O.sativaBADH2/B-505 REPSLGRRLPYVVNPATEAT IGDIPAATAEDVELAVSAARDAFGRDGGRHWSRAPGAVRAKYLKAI AAKIKDKKSYLALLETLDSGKPLDEAAGDMEDVAACFEYYADLAEALDGKAORAPISLPM
B.vulgaresBADHEG-500 REPIKKNRIPIINPSNEE | IGDIPAGSSEDIEVAVAAARRALKRNKGREWAATSGAHRARYLRAIAAKVTERKDHFVKLET IDSGKPFDEAVLD IDDVATCFEYFAGQAEAMDAKQKAPVTLPM
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Vi BADH1/8-504 IELANDTOYGLGSAVMSKDLERCER | SQA | KAGvWI NCAQPSF IQAPWGG | KREGFGRELGEWGLENYLSVKQVTKY | SDEPWGWYQS
Vi BADH2/6-504 IDLANDTWYGLGSAV I SNDLERCER | TKAFKAGIVWINCSQPCF TQAPWGG | KRSGFGRELGEWGLDNYLSVKQVTQY | SDEPWGWYRS P
Vi BADHIE-504 IDLANDTVYGLGSAV I SNDLERCER | TKAF KAGHVWI NCSOPCF TQAPWGG | KREGFGRELGEWSLDNYLSVKAVTQY | SDEPWGWYRS
Vir BADH4/6-504 IELANDTOVYGLGSAVMSKDLERCER I SQA I KAGHIVWINCAQPSF IQAPWGG | KRSGFGRELGEWGLENYLSVKAVTKY | SDEPWGWYQS P
Vs BADHSE-504 IELANDTOYGLGSAVMSKDLERGER | SQA | KAGIVWI NCAQPSF IQAFPWGG | KRSGFGRELGEWYDPYFFLNHYGQAF YCIONY ILKCEKT[SEN|

AthalianaBADH2/6-503 IQLANDSQYGLAGAVLSNDLERCDRVSKAFQAGHIVWYNCSQPCFCOQAPWGGTKRSGFGRELGEWSLENYLSVKQVTQY | SDEPWGWYKPPE
O.sativaBADH /6503 I ELANDTHYGLAGAVLESGDRERCQRLTEEIDAGH IWVNCSQPCF CQAPWOGGNKRSGFGRELGEGG IDNYLSVKAQVTEYASDEPWOWYKSPE .
AthalianaBADH1/6501 IELANDSHYGLGAAY | SNDTERCDR | SEAFEAGHIVWINCSQPCF TOAPWGGVKRSGFGRELGEWGLDNYLSVKQVTLYTSNDPWOWYKSPQR]. - -
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Figura 3. Alinhamento com sequéncias ortélogas de BADH. M-A indica o motivo relacionado ao sinal cloroplastidial, M-B decapepitideo conservado, e M-C o sinal

peroxissomal. Em vermelho encontra-se o aminoacido critico na producdo de GB. Foram utilizados de A. thaliana, O. sativa e Beta vulgaris.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias de CMO. M-A indica a sequéncia motivo localizada no dominio Rieske [2Fe-2S] e M-B indica 0 motivo mononuclear ndo heme de

ligacéo ao ferro. Foram utilizados de Cajanus caham, Medicago truncatula, Vigna radiata, Hevea brasiliensis, O. sativa, A. thaliana, B. vulgaris, Z. mays e G.max
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O alinhamento dos candidatos de P5CS identificou o motivo A representado por um
sitio de ligacdo de ATP localizado na regido N-terminal, também foi observado o motivo B
como ziper de leucina com troca de aminoacido S124 e A12s por AG. Em seguida, o0 motivo C
que é descrito como dominio Glu-5-Kinase e 0 motivo D dominio de ligacdo NAD(P)H. Todos
0s motivos caracteristicos desta subclasse foram encontrados em feijao-caupi, exceto pelo
dominio GSA-DH geralmente localizado na regido C-terminal na sequéncia (Figura 5).

O alinhamento de P5CR permitiu a identificacdo de quatro assinaturas conservadas entre
0s organismos vegetais analisados (Figura 6). O motivo A é apresentado como dobra de
Rossmann “GxxGxG”, o motivo B marca um dos elementos de ligacdo de nucleotideos
representado pela sequéncia de aminoacidos “RxMxN”, o motivo C corresponde ao ndcleo de
dimerizacdo, caracterizado por um loop com um motivo de sequéncia “GSxPA”. Por fim, o
motivo D localizado na regido C-terminal destaca a sequéncia consenso “S-P / G-G-T-T”.

Para trealose, foram identificados trés motivos cataliticos conservados [Dxxx(T/V),
(S/T) Gx e Kx16-30(G/S) (D/S) xxx(D/N)] que compartilham aminoécidos caracteristicos para
TPP (Figura 7). Para TPS, foram identificados residuos conservados sinalizados com tridngulos
invertidos. Vu.TPS1, Vu.TPS3, Vu.TPS4, Vu.TPS5, Vu.TPS6 foram os candidatos que
apresentaram o dominio TPS (Glyco_transf 20) fusionado ao dominio TPP (HAD-Like
Superfamily), estes candidatos estdo sinalizados com um tridngulo ao lado direito em sua
identificacdo no alinhamento. Outro grupo de proteinas *TPS de V. unguiculata continha

apenas os residuos especificos do dominio TPS (Figura 8).
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Figura 5. Alinhamento das sequéncias de P5CS. M-A indica o0 motivo conservado ATP Sitio de Ligagdo, M-B é
marcado como motivo Leucina Zipper, M-C indica 0 motivo Glu-5-Kinase e M-D o dominio de ligacdo NAD(P)H.
Foram utilizadas sequéncias de S. lycopersicum, O. sativa, A. thaliana, Brassica napus, M. truncatula, Sorghum

bicolor, Mesembryanthemum crystallinum e Saccharum hybrid.
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias de P5CR. O primeiro motivo (M-A) indica o motivo conservado Rossmann fold. (M-B) indica o motivo de liga¢do nucleotidica, (M-C)

representa o nlcleo de dimerizacéo, e (M-D) representa a sequéncia consenso conservada. Foram utilizadas sequéncias de Pisum sativo, Z. mays, G. max, B. napus e A. thaliana.
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Vu.TPP1/92-295 MF LEKEEEIL SP | VDDPDRAFMSDSMRKTVRKLARCFPTA | VEIRCROKVYNF VRLAELYYAGSHGMD IQGPTRDSKYSNK- - - - - - - - D--KGEPVLFQPASEFLPMIDEVYNELVEKMKS | PGARVENNKF CVSV
Vu.TPP¥82-283 TFLERETRIL SP I VADPDKAYMSQKMRATLKD | ARHFPTA | VIEEIC | DKVYSFVRLAEVYYAGSHGMD | KEPTNRRSTKKGND - AVLFQPGSEFLPMINEVYNILVDKTKSVPGAKVENNKFCLSVY

Vu.TPP8/108-311 MF LENGrIclEl SP | VEDPDRAFMSHSMRKTVRKLARCFPTA | VRRYC KDKVYNF VQLAELYYAGSHGMD I KGPTRSSKYNKD - - - -KAEAILFQPASDFLPMIDEVYQQLVEKTKSTPGAMVENNKFCLSVY

Vu.TPP15/74-276 VFLENEVIcEEL SPIVTDPDKAFMSRKMRATLKG | ARHFPTA | VAREEJCRDKVYNF VKLAELYYAGSHGMD IKGPTKIRSPKQGNNK- - - - - - - - - - - AVLFQPASQFLPMIDEVYKVLLEKTKSVPGAKVENNKFCLSV
Vu.TPP174-276 VFLEREERIL SPIVTDPDKAFMSRKMRATLKG |ARHFPTA | VIICRDKVYNFVKLAELYYAGSHGMD | KGPTKIRSPKOQGNNK- - - - - - - - - - - AVLFQPASQFLPMIDEVYKVLLEKTKSVPGAKVENNKFCLSVY
Vu.TPP21/74-276 VFLDREIRIL SP I VTDPDKAFMSRKMRATLKG | ARHFPTA | VIIRHCRDKVYNF VKLAELYYAGSHGMD I KGPTKIRSPKQGNNK - -+ - « o v oo v v AVLFQPASQFLPMIDEVYKVLLEKTKSVPGAKVENNKFCLSY

Vu.TPP25/108-311 MF LENEIchEl SP | VEDPDRAFMSHSMRKTVRKLARCFPTA | VRREYC KDKVYNFVQLAELYYAGSHGMD I KGPTRSSKYNKD - ..
Vu.TPP28/123-335 LFMENgrIchEl SP I VDNPDCAFMSDNMRAAVKKVAEYFPTA | IBIIdSRDKVYQFVGLTELYYAGSHGMD | IGPVRQSESDN-HPNCIRSTDKRGKEVNLFQPAAEFLPMINEVLKSLDECTKD I KGAKVENNKFCVSY
Vu.TPP29%123-335 LFMPRErEclEl SP I VDNPDCAFMSDNMRAAVKKVAEYFPTA | IBAMSRDKVYQFVGLTELYYAGSHGMD | IGPVRQSESDN-HPNCIRSTDKRGKEVNLFQPAAEFLPMINEVLKSLDECTKD I KGAKVENNKFCVSY
O.sativaTPP/118-321 VF LpDEEMIREL SP I VDDPDKAVMSPVMRAAVRNVAKYFPTA | VERIRdSRNKVF EF VKLKELYYAGSHGMD IMAPSAN - - - - - - - - - - HEHSAEKSKQANLFQPAHDFLPMIDEVTKSLLQVVSG IEGATVENNKFCVSY
AithalianaTPP/123-33:LF LDNGYIREL SP | VEEPDCAYMSSAMRSAVONVAKYFPTA | ISIBdSRDKVYEF VNLSELYYAGSHGMD IMSPAGESLNHE- HSRTVSVYE-QGKDVNLFAQPASEFLPMIDKVLCSLIESTKD I KGVKVEDNKFCISWY

-KAEAILFQPASDFLPMIDEVYQQLVEKTKSTPGAMVENNKFCLSY

Athaliana 2TPP/120-3:MF L ogelchll SP | VEDPDKAF | THEMREVVKDVASNFPTA | VilelldS | EKVRSFVQVNE I YYAGSHGMD | EGPTNENSNGQSNE- - - - - - - - - - - - RVLFQPAREFLPMIEKVVNILEEKTKWIPGAMVENNKFCLSY
O.sativa 2TPF/92-305 LF LDNEVICEEl SP I VDEPDNAIMSDOMREVVRNAALHLPTALI [MSRDKVFDFVKLTELYYAGSHGMD IMGPVGEHDSVTNHRSS INSNRKQGKGVK | FQAGTEFLPMINEVFRLLIDKTKAIDGVKIENNKFCVSY
O.sativa 3TPA/103-310 VF LERgvIcll SP | VADPDRAFMSDEMREAVRGVAKHFPTA | VERIAC | DKVFDFVKLEELYYAGSHGMD I RGPTAAASEYNHNMKAK - - - - - - QGDAVTFQPAADFLPVIEEVYHVLKERMAS IRGSLVENNKFCLSV
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PRl SPIVDNPENALMSDEMRAAVRHAASLFPTA | IS RDKVFDF VKLNELYYAGSHGMD IMGPVYRKTTDSN-GVECIRSTDVYHGKEVNLFAQPASEFLPMITEVYEKLGESVKD IDGARMEDNKF CVSV
IRl SPIVEDPDRAFMSKKMRNTVRKLAKCFPTA | VEIRAC RDKVYKF VKLAELYYAGSHGLDTKGPEKRSKSKNERVCSLVKVM- - DGESVLFQPASEFLPMIDEVYKQLVDTTKSTPGAKVENNKFCLSY
PIcBll SPIVDDPDRAFMSDAMRAAVRQLARYFPTA I VERIACRDKVYNFVRLAELYYAGSHGMD | KEPAKGSKYKKET - - - - - - - - - - - - KAVLFQPASEFLPMIDEVYKALLEKTKS IPGASVEHNKFCLSV
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias de TPP. As trés caixas pretas no alinhamento (M-A, M-B e M-C) indicam os motivos conservados caracteristicos das enzimas TPP.

Foram utilizadas sequéncias de: O. sativa, Z. mays, N. tabacum, Vitis vinifera, A. thaliana e Gossypium arboreum.
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de TPS. Os tridngulos invertidos indicam os residuos conservados

importantes para o funcionamento de TPS, os tridngulos do lado esquerdo indicam os candidatos de V. unguiculata
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com os dominios TPS e TPP fusionados. Foram utilizadas sequéncias de: A. thaliana, G.max, V. vinifera, O. sativa,

Z. mays, T. aestivum e Solanum tuberosum.

3.4 Andlises fenéticas

O dendrograma construido a partir do método de Neighbor Joining (NJ) para
osmoprotetores de V. unguiculata inclui sequéncias de osmoprotetores previamente descritas
no bando de dados Uniprot e NCBI.

Para a familia MIPS de mio-inositol, pode-se observar que os candidatos de V.
unguiculata sdo mais similares com MIPS de G. max contendo um valor de suporte significativo
(boostrap >95), provavelmente a formacéo deste grupo ocorreu por esta espécie vegetal, assim
como feijdo-caupi, pertencer a mesma familia taxondmica (Fabaceae). MIPS de O. sativa, Zea
mays e Setaria italica formaram um cluster agrupando MIPS da familia Poaceae (Figura 9 a).

Por sua vez, IMP apresentou dois grupos no qual os candidatos de V. unguiculata foram
mais similares com os representantes de A. thaliana, alocada na familia Malvaceae das
dicotileddnias e mais proxima a familia Fabaceae no contexto taxondmico. De forma geral, 0s
valores de suporte foram significativos para a maioria das espécies, podendo indicar que IMP
apresenta-se altamente conservada entre as espécies de monocotileddneas e dicotiled6nias
(Figura 9 b).

Para glicina-betaina, os cinco candidatos BADH de V. unguiculata se agruparam com
M. truncatula e M. sativa com um alto valor de suporte, agrupando BADH de espécies vegetais
da familia Fabaceae. Este mesmo padrdo foi conservado nos demais candidatos agrupando
BADHs de acordo com a divisdo taxondmica: Beta vulgares e Spinacia oleraceae
(Armaranthaceae), O. sativa e Triticum urartur (Poaceae) e A. thaliana (Brassicaceae) (Figura
9 ¢). Os dois candidatos CMO de V. unguiculata mostraram ser similares com CMO de V.
radiata e os demais ramos seguiram os padrdes taxondmicos observados em BADH (Figura 9

d).
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No dendrograma construido para prolina, os trés candidatos referentes a proteina P5CS
de V. unguiculata se agruparam a jusante da P5CS de espécies da familia Fabaceae (Glycine
soja, Arachis hypogaea e G. max) com alto valor de suporte, igualmente aos demais valores
nos ramos terminais (Figura 9 ). Com relacdo a P5CR, o unico candidato formou cluster com
proteinas PSCR de G. max. Assim como nos demais dendrogramas, o arranjo desta fenética
também foi dividido de forma taxondmica (Figura 9 f).

O dendrograma construido para TPP mostra a formacdo de dois candidatos de V.
unguiculata (1 e 2). No ramo 1, candidatos de V. unguiculata se agruparam com G. arboreum,
representante da familia Malvaceae, que por sua vez, pertence as Malvidae, grupo irmao da
Fabidae, onde esta alocada a familia Fabaceae. No ramo 2, as duas TPPs de V. unguiculata
formaram cluster com M. truncatula, ambos sdo da mesma familia taxonémica (Figura 9 g).

No que se refere ao dendrograma de TPS, foi possivel observar, além da clara
divisdo taxindmica, a formacdo de dois grupos contendo proteinas TPS que apresentaram
dominio TPS fusionado com TPP (TPS+TPP) e proteinas TPS com o dominio TPP ausente

(TPS) (Figura 9 h).



63

Vu.MIPS?
a 100
95 Vu.MIPS1
80 L G.maxMIPS

N.tabacumMIPS

M P.vulgarisMIPS

T.aestivumMIPS

100
” L A.thalianaMIPS

0.sativaMIPS

. Vu.lMP2
100 | ' VulMP4
7 Vu.lMP3

100 AthalianalMP

0O.sativalMP

— S.lycopersicumIMP

100 P.albalMP
93 n
D.hygrometricumIMP

100 Z.maysMIPS Z.maysIMP
70 oo
S.italicaMIPS 100 | Athaliana? IMP
—_—
0.020
010
c 57 Vu.BADH4 Vu.CMO4
Vu-BADHS 100 | |Wu.CMOZ2
109 Vu.BADH1
M.truncatulaBADH V.radiataCHO
M.sativaBADH 2 G.maxCMO
Py Vu.BADH2 100 C.cajanCMO
G 100 1 \u,BADH3 92
— M.tr tulaCMO
 — S.oleraceaBADH
B wl B.vulgaresBADH 0 L H.brasiliensisCMO
A.thalianaBADH1 Z.maysCMO
A i BA
O.sativaBADH1
A thalianaCMO
T.urartuBADH
O.sativaBADH2 B.vungarisCMO
—
0.050 nin
Vu.PSCS14
e Vu.PSCS15 —mo[ G.maxP5CR
Vu.PSCS13 &1 G.max2P5CR
o G.s0jaP3CS1 V.angularisPSCR
A.hypogaeaP5CS 99 —E
100 100
100 | A hypogaea2PSCS Vu.PSCR1
P = T Gmeeew L[ e
AdhallanaPSCS1 100 M.truncatulaP5CR
oo AthalianaP5CS2 o
R 100 I:C,snlivaPﬁCSZ puszPICR
VoviniferaP5CS1 o AalpinaP5CR
O 79 B.distachyonP5CS2 o AthalianaP5CR
5. italicaP5CS2 A.thalianaZP5CR
99 ,7 0 sativaP5CS1 S.bicolorP5CR
E B.di ! 0| | ZmaysPsCR
" ZmaysP5CS =
= S.italicaP5CS1 Z.mays2P5CR
—
0050 0.050
100 | Vu.TPPE B
g 3 Vu.TPP25 100 VU TPS1
=i VuTPP1 100 Vu TPS2 TPS
% G.arhoreumTPP a4 Yu.TPS3
& V.viniferaTPP 1 100 | Vu,TPSS +
Vu.TPP3 S L WVu.TPSH
T » E [ VuTPPA V.viniferaTPS TPP
Top | u-TPR1S p= Vu.TPS4
Vu.TPP19
R = Athaliana2 TPS
AthalianaZTPP i
O.sativadTPP O.sativaTPS |
E 0.sativaTPP a9 T.aestivumTPS
= ZmaysTPP ZmaysTPS
O.sativa2 TPP = AthalianaTPS
* AthalianaTPP 100
20 | 2 S.tuberosumTPS TPS
95 N Loy a3z — G.maxTP5§
r ‘—VT':;L;““‘“IGTPP 95‘ VurTPS?
100 u. 99 'WVu.“TPS8
100 | Vu, TPP29
—_
'—'Oﬂﬂ! 0.10

Figura 9. Dendrogramas com as relag@es entre as proteinas da sintese de osmoprotetores de diversas espécies

vegetais. Ramos em vermelho indicam a localizagdo dos candidatos de Vigna na arvore. Mio-inositol (MI) (a-
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MIPS, b- IMP), Glicina-betaina (GB) (c-BADH, d-CMO), Prolina (PRO) (e-P5CS, f-P5CR), Trealose (TRE) (g-
TPP e h-TPS). NUmeros nas bases dos ramos referem-se aos valores de bootstrap.

3.4 Ancoragem no genoma de V. unguiculata, estrutura génica e identificacdo de
promotores

A ancoragem no genoma de referéncia de V. unguiculata revelou a distribuicdo de 31
genes relacionados aos osmoprotetores, exceto para 0s cromossomos 4 e 6 (Figura 10). Esta
abordagem permitiu identificar quatro loci referentes a P5CS para prolina, com a maioria dos
candidatos de feijao-caupi ancorados nos bracos longo do cromossomo 1 e 8, e 0s demais,
organizados no brago curto dos cromossomos 5 e 10. O Unico candidato de P5CR esta
localizado no braco longo do cromossomo 1, regido mais préxima do centrémero. Para glicina-
betaina, quatro candidatos ancoraram no braco longo do cromossomo 3 e um candidato foi
localizado em um locus do brago curto do cromossomo 9. CMO foi localizada em um locus do
braco longo do cromossomo 3, na regido proxima do telémero.

Todos os candidatos a MIPS (representados em amarelo) foram localizados em dois
loci, o primeiro localizado no brago longo do cromossomo 1, proximo a regido dos telémeros,
bem como no brago curto do cromossomo 3 (Figura 10).

De forma geral, os candidatos de trealose (TPS e TPP) ancoraram em 17 loci (Figura
10). Os candidatos a enzima TPP estdo localizados préximos a regies teloméricas no brago
curto e no braco longo do cromossomo 1, mas também se encontram no braco curto do
cromossomo 3. Os demais candidatos ancoraram nos bracgos longos dos cromossomos 8, 9, 10
e 11, em regides proximas ao centrdomero, proximas aos telomeros e na regido telomérica do
cromossomo, respectivamente, com um total de sete loci para TPP em Vigna.

Por sua vez os candidatos de TPS ancoraram em 10 loci de V. unguiculata (Figura 10).
O cromossomo 2 apresenta dois loci, um no brago curto, proximo ao centrdomero, e 0 segundo,
no brago longo. No cromossomo 3, representantes de TPS ancoraram em trés loci, o primeiro

no braco curto, os outros dois loci no brago longo, em extremidades diferentes, um proximo ao
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centrémero, e 0 outro proximo ao centrdmero. Os cromossomos 5 e 7 continham representantes
de TPS ancorados nos bracos longos de sua estrutura, sendo o locus do cromossomo 7
localizado préximo do telémero. O cromossomo 9 apresentou um loci referente a TPS no brago
curto, préximo a regido centromérica. Por fim, no cromossomo 11 foram encontrados 2 loci
para o gene TPS, proximos a regides do centrémero, o primeiro no braco curto e o0 segundo no

braco longo.
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Figura 10. Distribuicdo dos genes das quatro categorias de osmoprotetores nos cromossomos virtuais da espécie V. unguiculata. A posicdo dos genes ou clusters ancorados aos

osmoprotetores sdo indicadas em vermelho. As cores dos circulos determinam as categorias de osmolitos: amarelo para mio-inositol, vermelho para glicina-betaina, azul para
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A andlise de estrutura génica fornecida pela ferramenta GSDS foi realizada para os transcritos
que ancoraram no genoma de feijdo-caupi identificados na tabela 1. O esquema representativo
(Figura 11) apresenta a diversidade estrutural dos osmoprotetores.

Para prolina, P5CS apresentou quatro estruturas de tamanhos distintos, porém, ambas
continham 20 éxons, exceto pelo candidato Vigun089g152000 que apresentou 17 éxons, e P5CR
contém apenas sete éxons. O gene que codifica a proteina MIPS de feijdo-caupi apresentou duas
estruturas, ambas com 10 éxons. Com relacdo a IMP, quatro estruturas foram identificadas,
contendo de oito a 11 éxons. Os genes BADH e CMO, representantes de glicina-betaina,
continham 15 e 10 éxons, respectivamente. Referente a trealose, o gene TPP apresentou entre

9 e 11 éxons, enquanto em TPS o nimero de éxons variou entre trés e 17 éxons.
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Figura 11. Estruturas génicas de P5CS, P5CR, MIPS, IMP, CMO, BADH, TPS e TPP identificados no RNA-Seq

de V. unguiculata. A representacéo grafica do modelo génico foi otimizada e exibida usando o GSDS.
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Foram identificados 10 elementos cis-regulatorios em feijdo-caupi. No entanto, apenas
dois apresentaram valores significativos e dentro dos parametros confiaveis. O primeiro motivo
alvo contém 17 sitios de ligacéo, e o segundo, 82 sitios (Figura 12). Para estes elementos foram

identificados os FTs ZF-HD e BHLH associados aos motivos-alvo 1 e 2, respectivamente.

2
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Figura 12. Motivos de elementos cis-regulatdrios referentes aos osmoprotetores analisados em feijao-caupi.
Ligado a estes motivos estdo os fatores de transcricdo ZF-HD (vermelho) e BHLH (azul). Abaixo de cada motivo

se encontram os valores de E-value e a quantidade de sitios de ligagéo.

Os sitios de ligacdo relacionados aos dois elementos cis-regulatérios encontrados na
analise foram distribuidos ao longo das sequéncias utilizadas, sendo possivel observar que
BHLH foi mais abundante, com 65 posi¢Oes para os 31 genes das quatro categorias de
osmoprotetores, sendo mais representativo em candidatos de trealose e mio-inositol. Para ZF-
HD, foram observados 24 sitios de ligacdo e padrdo de distribuicdo similar a BHLH (Figura

13).
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Figura 13. Distribuicdo dos elementos cis-reguladores previstos nas regides promotoras dos genes de

osmoprotetores. O conteldo e a distribuicdo dos motivos pelo promotor sdo representados por retangulos e

quadrados coloridos. Os motivos 1 e 2 (em negrito na legenda) indicam os sitios de ligacdo associados aos FTs

ZF-HD e BHLH, respectivamente. Os sinais "+" e "-" representam cadeias senso e antissenso das regifes

promotoras analisadas.
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3.5 Perfil de expressao in silico de osmoprotetores

A partir dos valores de Log2FC obtidos na comparacdo das bibliotecas, bem como
considerando os suportes estatisticos, foi possivel determinar o comportamento transcricional
dos osmoprotetores nas diferentes bibliotecas, tecidos e tempos experimentais analisados.

Com relacdo a desidratacao radicular, foi observado que existe uma relacdo equilibrada
entre o quantitativo de transcritos diferencialmente expressos (D.E.) verificado no tempo inicial
(29 transcritos) e tardio (28 transcritos). Além disso, 23 transcritos estavam presentes nos dois
tempos de estresse (Figura 14A). As classes mais representativas para essas bibliotecas foram
trealose (com 50 transcritos) e prolina (com 12 transcritos).

Vale ressaltar que os osmoprotetores identificados nas bibliotecas de estresses
combinados (injdria+inoculacdo viral) foram quantitativamente inferiores em comparagdo aos
verificados nas bibliotecas de desidratacdo radicular (Figura 14B). Nas bibliotecas de CPSMV,
nove e dez transcritos foram exclusivos com 60 minutos e 16 horas de estresse, respectivamente,
e apenas dois transcritos sdo compartilhados nos dois tempos (Figura 14B). Para CABMV, 15
e seis transcritos foram exclusivos com 60 minutos e 16 horas de estresse, respectivamente, e
dois foram comuns aos dois tempos (Figura 14B). As classes mais representativas foram
trealose, prolina e mio-inositol, com 32, 6 e 8 transcritos, respectivamente.

Quando analisado o perfil global, verificou-se que poucos transcritos foram
compartilhados entre os diferentes tempos e viroses, com um transcrito sendo comum nos
tempos iniciais das duas viroses e dois nos tempos mais tardios. Nenhum transcrito foi

compartilhado em todas as situacdes avaliadas (Figura 14).
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DESIDRATACAO RADICULAR ESTRESSES COMBINADOS

MV 16 h PV 1 h

25 min 150 min

Figura 14. Analise comparativa da expressdo diferencial de transcritos. A — DE em desidrata¢do radicular durante
25 minutos e 150 minutos. B — DE em estresses combinados (injaria+inoculacdo viral) durante 1 hora e 16 horas.
Mosaico severo (MV) e potyvirus (PV).

Como observado na figura 15, que corresponde ao heatmap para desidratacdo radicular,
grande parte dos transcritos foi induzida no tempo de 150 minutos, a exemplo dos transcritos
VUEH.TPS47, VUEH.TPP27, VUEH.MIPS3 VUEH.IMP2, VUEH.P5CS6 das classes trealose,
mio-inositol e prolina que apresentaram Log2FC de 11, 10, 8, 5 e 4, respectivamente, indicando
elevada inducdo em resposta ao estresse. Além disso, foram identificados 46 candidatos
reprimidos e nove induzidos no tempo de 25 minutos, além de 22 transcritos com expressao
ndo significativa e trés que estavam ausentes nessa biblioteca, porém, presentes com o estresse
prologado. Para o tempo de 150 minutos, 20 candidatos foram reprimidos, 33 foram induzidos,
24 apresentaram expressdo nao significativa e trés estavam ausentes na biblioteca (Figura 15).

No que se refere as bibliotecas de estresses combinados, representantes da trealose (TPP
e TPS), mio-inositol (MIPS) e prolina (P5CS) apresentaram mais candidatos induzidos,
enguanto gue representantes de CMO (Glicina-betaina) apresentaram expressao constitutiva no
mapa de calor (Figura 16). BADH (Glicina-betaina) e IMP (Mio-inositol), apesar de D.E., ndo

apresentaram grande variacao de expressao entre os tempos de 60 minutos e 16 horas de estresse
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nas duas viroses (Figura 16). Em contraste, MIPS (Mio-inositol) foi claramente mais responsivo
ao CPSMV com 16 horas de estresse, a exemplo dos transcritos VUME.MIPS2 e
VUME.MIPS22 com Log2FC de 11 e 6, respectivamente. Para a trealose, TPP apresentou
inducdo mais acentuada nos tempos iniciais das duas viroses, especialmente na biblioteca de
CABMV. Por sua vez, TPS apresentou picos de inducéo na biblioteca de CPSMV com 16 horas
de estresse, enquanto que para CABMV parece responder mais precocemente, como observado

para os transcritos VUME.TPS2, VUME.TPS3e VUME.TPS4.
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Figura 15. Perfil de expressdo in silico dos osmoprotetores de feijdo-caupi sob desidratacdo radicular com 25 e
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Figura 16. Perfil de express&o in silico dos osmoprotetores de feijdo-caupi sob estresses combinados. Tecido foliar

injuriado e inoculado com CPSMV (MS) e CABMYV (PV) com 60 minutos e 16 horas de estresse.
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3.6 Desenho de Primers
Foram desenhados 11 pares de primers para genes alvos D.E. especificos para feijao-

caupi e representativos de cada classe de osmoprotetor analisada (Tabela 3).

Tabela 3. Primers desenhados e sintetizados para validagdo por RT-gPCR.
Tm Tm % Produto
ID Sequence Sense °C % GC Sequence Antisense °C GC (pb)

Vu.P5CS25 CAGAATGGAGCTGATGTTGC 57.15 50.00 CAGGACGAGTTTGTCTGCAA 58.42 50.00 183

Vu.P5CS32 ATTCCTGTTCTGGGTCATGC 57.87 50.00 CCAACCTTTCGCTACCAAGT 58.11 50.00 168

Vu.P5CS2 TTCAGCCAGCTTGATGTGAC 58.47 50.00 TTTCTGAAGCCAGCATCCC 57.73 52.63 74

Vu.IMP5 GGATTCAAGTGAGCGCAACT 58.8450.00 AAACACCAGCAGCCATATCC 58.23 50.00 237

Vu.TPS3 ACTGCACGACTGGATGAATC 57.98 50.00 CGCAACTGCTTCTCTGAATC 57.20 50.00 191

VUu.TPP30 TGGCCCTTCTATTGGTTCTC 56.62 50.00 TGGCCCTTCTATTGGTTCTC 56.90 50.00 184

Vu.TPP29 GATCCGACCTGTGATTAACTG 56.16 47.62 AATTGTTTAGCCCAAGTGACTC 56.88 4091 73

Vu.TPP26 TCTGATAAGCAGGGTCTTGG 56.62 50.00 TGTACACTCTTTGAGCAACC 55.62 45.00 98

Vu.BADH1 CGGTTTAGGATCTGCCGTAA 57.41 50.00 CGACCAAAGCCACTACGTTT 58.78 50.00 150

Vu.CMO2 ATCCACGGAGCAGATAAAGG 57.08 50.00 CCCATGATAAGGGCAGACAA 57.27 50.00 184

Vu.MIPS2 CTGCTTCCAATGGTAAACCC 56.67 50.00 CAGGGAGTGGAGTCATGGA 58.00 57.89 154

4 Discussao

4.1 Caracteristicas fisico-quimicas e localizacao subcelular

De modo geral, as proteinas das quatro categorias de osmoprotetores de V. unguiculata
apresentaram ponto isoelétrico (p.l.) e peso molecular (M.W.) semelhantes ao reportado na
literatura para outras espécies vegetais. A P5CR, proteina do osmoprotetor prolina, apresentou
um M.W. semelhante ao encontrado para P5CR de A. thaliana (Gilbert et al.,2014), entretanto,

0 p.l. diferiu comparativamente ao verificado neste estudo. MA e colaboradores (2008)
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analisaram a P5CR de T. aestivum e observaram o p.l. de 8.43, corroborando ao resultado aqui
encontrado. Ainda sobre o osmolito prolina, os candidatos de P5CS de feijdo-caupi
apresentaram resultados semelhantes ao observado nos trabalhos de Wang et al. (2008) e Li et
al. (2018) quanto ao p.l. e M.W.

Para glicina-betaina, representantes de BADH e CMO de V. unguiculata apresentaram
resultados de p.I e M.W. similares aos relatados por Xu et al. (2018). Em MIPS, proteina de
mio-inositol, foi apresentado o p.I e M.W. semelhantes aos encontrados em Physcomitrella
patens e Selaginella moellendorffii, pertencentes aos grupos das briofitas e pteridofitas,
respectivamente (Hazra, 2015). Vu.MIPS2 foi o Unico transcrito com o p.l. mais elevado que a
média observada entre os candidatos analisados nessa classe. Para trealose, TPP e TPS
apresentaram variacdo quanto ao p.l e M.W, padrdo encontrado recentemente no trabalho de
Wang, Ouyang e Wang (2019) em Brachypodium distachyon.

Com relacéo a predicdo da localizacao subcelular, varios estudos relataram a preferéncia
destes osmoprotetores em se acumularem naturalmente em diferentes componentes do
citoplasma e no cloroplasto (Rhodes e Hanson, 1993; Zulfigar et al., 2019). No citoplasma, os
osmoprotetores exercem o papel de equilibrar o meio osmotico celular, bem como de proteger
as organelas citoplasmaticas de uma possivel degradacdo (Ranganayakulu et al., 2013).
Cloroplastos, mitocondria e membrana plasmatica sdo caracterizados por serem locais chave
para a geracdo de ROS (Gill e Tujela, 2010), desta forma, os osmoprotetores encontrados nesses
compartimentos podem estar exercendo a funcao de balanceamento de ROS de forma a evitar
ou diminuir possiveis danos oxidativos.

4.2 Dominios e motivos conservados

Dominios sdo unidades estruturais funcionais que podem conter um ou mais motivos

conservados a nivel de sequéncia e estrutura e a sua identificacdo é de suma importancia para

reforcar a caracterizacdo funcional de vérias proteinas alvo (Cannataro et al., 2009). Nesse
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contexto, as MIPS sdo altamente conservadas em diversas espécies vegetais, compartilhando
dominios cataliticos chaves, responsaveis por catalisar a reacdo redox, gerando a formacao de
inositol a partir de G6P (Abid et al., 2012). Estudos anteriores indicam que a presenca dos trés
dominios em MIPS descritos em V. unguiculata e nas sequéncias das demais espécies sdo
essenciais para a atividade de ligacdo de NAD+ e catalise da proteina (Kleizer e Eisenberg,
2002; Abid et al., 2012). Para as sequéncias da proteina IMP, os trés locais ativos da enzima
identificados no alinhamento figuram como essenciais para a ligacdo de metal e substrato a IMP
(Zhang., 2017).

Para BADH, o primeiro motivo descrito como “QLFIDGE” apresenta-se como um
indicio da sua localizacdo cloroplastidial, assim como relatado por Weretilnyk e Hanson,
(1990). A sequéncia “VTLELGGKSP” é caracterizada como um decapeptideo (Lamark et al.,
1991) que se encontra presente e conservado entre as sequéncias ortélogas de BADH, com
alteracdo de uma treonina (T) por uma serina (S) na posicdo 253. Na regido C-terminal
encontra-se 0 motivo “SKL”, relacionado com o direcionamento das proteinas ao peroxissomo
(Reumann, 2004) também observado em feijdo-caupi (Figura 3).

O estudo de DIAS et al. (2012) revelou através da técnica de cristalografia de
uma BADH de espinafre, que a posi¢do 441 corresponde a um aminoacido critico para a sintese
de glicina-betaina, envolvendo uma alanina (A) ou uma Cisteina (C). Em Vu.d_BADH1 de V.
unguiculata este aminoacido critico é ocupado por uma isoleucina na posicdo 439, sendo
indicativo de que esta proteina so tera atividade de Amino aldehyde dehydrogenase (AMADH)
com auséncia de atividade de BADH, como observado por Kopécny et al. (2013).

As duas regides conservadas encontradas na CMO do feijdo-caupi foram verificadas
anteriormente para a CMO de Citrullus lanatus e este padréo de conservagdo tem sido relatado
como essencial para o seu funcionamento (Mason e Cammack 1992; Rathinasabapathi et al.,

1997; Hibino et al., 2002; Xu et al., 2018).
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No caso da P5CS, o ziper de leucina identificado no presente estudo esta envolvido na
preservacdo da estrutura terciaria da enzima (Huet et al., 1992). O dominio conservado Glu-5-
Kinase esta intimamente relacionado a fosforilacdo do glutamato para formar glutamil fosfato,
o qual é reduzido pelo dominio GSA-DH (Wang et al., 2014). Além disso, o dominio de ligacédo
NAD(P)H foi identificado anteriormente nos estudos de Savouré et al. (1995), Su et al. (2011)
e Wang et al. (2017).

A P5CR apresentou gquatro motivos, onde o primeiro motivo identifica a dobra de
Rossmann “GxxGxG” composta por trés fitas  paralelas ligadas por duas a-hélices (Rossmann
etal., 1974). O segundo motivo “RxMxN” além de formar uma alga conservada no sitio ativo,
possui um residuo de metionina que funciona como contribuinte para um ambiente hidrofébico
(Forlani et al., 2015). O terceiro motivo “GSxPA” contribui para a formacao da bolsa do sitio
ativo junto com os residuos dos motivos dois e quatro, bem como ajuda na estabilidade do
nucleo do sitio ativo, padrdo também encontrado no trabalho de Forlani et al. (2015).

As assinaturas conservadas encontradas em TPP sdo marcadas por trés motivos
importantes para o funcionamento desta enzima. 0s quais comportam aminoacidos essenciais
para o sitio de ligacdo ao substrato e sitio de catalisacdo. Além disso, o Asp4 localizado no
primeiro motivo corresponde ao local de sitio ativo, compondo o dominio fosfohidrolase,
caracteristico desta familia proteica. No segundo motivo (S/T)GX contém uma serina ou uma
treonina que se presume formar uma ligacdo de hidrogénio a um atomo de oxigénio fosforil, 0
terceiro compreende residuos que servem como ligantes metalicos (Rao et al., 2006). Nas
proteinas TPS de V. unguiculata foram identificados residuos conservados importantes para a
ligacdo glucose-6-fosfato (GIc6P) e uridina difosfoglucose (UDP-Glc) (Avonce et al., 2006;
Wang et al., 2019).

Estudos anteriores relatam que os dominios TPS e TPP se fundiram em algum momento

da historia evolutiva desta familia génica, formando TPS com dois dominios fusionados
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(Blazquez et al., 1995). Em feijdo-caupi, foi observado que os candidatos Vu.TPS1, Vu.TPS3,
VU.TPS4, Vu.TPS5 e VuU.TPS6 apresentaram os motivos conservados da enzima TPP, o que
indica esta caracteristica evolutiva. Entretanto, também foram identificados candidatos sem a
presenca do dominio TPP, representados por Vu.*TPS2, Vu.*TPS7 e Vu.*TPS8 (Figura 10).
Desta forma, as TPS de V. unguiculata foram categorizadas entre as que continham o dominio
TPS e TPP (classe I) e as que ndo possuem o dominio TPP (classe 11), divisdo ja relatada para
TPS em B. distachyon (Wang et al., 2019) e A. thaliana (Leyman et al., 2001).

4.3 Andlises fenéticas

Os dendrogramas referentes a IMP, MIPS, BADH, CMO, P5CR e P5CS seguiram o
padrdo relacionado as respectivas familias taxonémicas. MA et al. (2019) construiram uma
arvore filogenética a partir do método de Neighbor-Joining utilizando 70 representantes de
MIPS de 36 espécies e foi evidenciada a segregacado dos genes MIPS em grupos taxonémicos
distintos, principalmente no que se refere as monocotiledoneas e dicotileddneas, resultado
também reportado por Abreu e Aragdo (2007). Por sua vez, as IMPs de V. unguiculata estdo
mais relacionadas com as de A. thaliana, espécie mais proxima no contexto taxonémico
observado no dendrograma.

A subfamilia BADH caracterizada como aldeido desidrogenase da familia 10
(ALDH10) estd presente e conservada em diversos organismos (fungos, protistas,
proteobactérias e plantas). No trabalho de Mufioz-Clares et al. (2014) foi observado que para a
BADH de plantas terrestres (Embryophyta) formaram um grupo monofilético bem suportado,
assim como verificado para plantas com sementes e as angiospermas. Em feijdo-caupi, como o
namero de candidatos dessa classe foi relativamente pequeno, foi possivel observar uma
segregacdo taxondmica clara entre as BADHs de monocotiledéneas (Poaceae) e dicotiledbnias

(Armaranthaceae, Brassicaceae e Fabaceae).
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Como mostrado na fenética realizada com as proteinas CMO, as espécies de
monocotileddneas (O. sativa e Z. mays) se mostraram intimamente relacionadas, 0 mesmo foi
observado para as espécies pertencentes as dicotiledonias, que também foram fortemente
agrupadas, com excec¢do de A. thaliana (Brassicaceae) e B. vulgares (Armaranthaceae). Mesmo
sendo observada separacdo de acordo com a classificacdo taxondmica, os valores de suporte
para todos os nés indicam que as sequéncias de CMO séo bastante similares entre as espécies.
Luo e colaboradores (2012) também observaram esse padrdo para CMO de O. sativa.

Trabalhos como os de Turchetto-Zolet, Margis-Pinheiro e Margis, (2009) e de
Wang et al. (2017), mais recentemente, abordaram a diversidade de P5CS em espécies vegetais
e evidenciaram que sequéncias de P5CS foram separadas em dois grupos, com sequéncias
pertencentes a espécies de monocotileddneas e o outro grupo com dicotiledéneas. O mesmo
perfil foi observado para o dendrograma construido para P5CS de V. unguiculata. Além disso,
foi possivel observar também a formacdo de dois grupos para espécies de Poales em
monocotileddneas. Um cluster contendo sequéncias P5CS1, e o outro, com sequéncias P5CS2.
Em sequéncias de dicotiledbnias, P5CS1 e P5CS2 de A. thaliana formaram dois clusters,
porém, intimamente relacionados, como observado por Turchetto-Zolet e colaboradores (2009).

As duas cdpias do gene P5CS (P5CS1 e P5CS2) foram identificadas e acredita-se que
suas funcBes sejam distintas (Vendruscolo et al., 2007; Verdoy et al., 2006). O padrdo de
expressao entre elas é variavel, em A. thaliana por exemplo, P5CS1 foi induzido por estresse,
enquanto que P5CS2 apresentou inducdo em células em divisdo (Strizhov et al., 1997).
Mutantes de P5CS1 reduziram o crescimento e alteraram 0s niveis de ROS, sugerindo
hipersensibilidade ao sal, estresse osmético e baixo potencial hidrico (Székely et al., 2008). Por
sua vez, em O. sativa, P5CS1 foi induzido por estresse abidtico (sal, desidratacdo, frio) em
diversos érgdos, enquanto P5CS2 foi expresso em plantas maduras e induzido por NaCl e

manitol (HUR et al 2004).
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Em nosso trabalho, o dendrograma apresentou trés candidatos de V. unguiculata
(Vu.P5CS13, Vu.P5CS14 e Vu.P5CS15) fortemente agrupados com a P5CS1 de G. soja. Além
de ambas serem da mesma familia taxondmica, este resultado sugere que P5CS1 seja a copia
atuante em V. unguiculata sob estresse hidrico, sendo um resultado esperado tendo em vista
que P5CS1 esta intimamente relacionado com a resposta a estresses abioticos.

Com a P5CR de V. unguiculata (Vu.P5CR1) ocorreu a formacdo de um cluster com
candidatos da familia Fabaceae (V. angularis e G. max) com alto valor de suporte, 0 mesmo foi
observado para outros clusters agrupados de acordo com a classificagdo taxondmica que
comportam dois grupos de monocotiledéneas e dicotiledéneas, agrupamento relatado por Li e
colaboradores (2015) para P5CR de Lolium perene.

Para trealose, as TPP de feijdo-caupi foram separadas em dois grupos, um fortemente
relacionado com Gossypium arboreum, pertencente a familia Malvaceae, e proximo
taxonomicamente da familia Fabaceae, e no outro grupo, Vu.TPP28 e 29 formaram cluster com
M. truncatula. Para os demais, o valor de suporte foi diminuindo de acordo com a distancia
taxonémica. Sequéncias de monocotiledéneas ndo formaram clusters e seguiram separadas das
dicotiledonias.

Diab et al. (2013) avaliando seis sequéncias de TPPs de Triticum durum, observaram
alto grau de confianca no agrupamento de sequéncias de T. durum com O. sativa. Em contraste,
as TPPs de A. thaliana e A. lyrata ficaram separadas, embora ambas pertencam a familia
Brassicaceae, além de algumas sequéncias de Z. mays que ndo formaram cluster. Os dados
mencionados acima corroboram ao encontrado para TPPs de V. unguiculata, indicando que
essas sequéncias aparentemente ndo sdo similares dentro de um grande clado, como Rosids. Por
este motivo, as duas sequéncias TPP de A. thaliana ndo formaram cluster e sequéncias de
espécies de dicotileddnias sofreram segregacdo em dois grupos, juntamente com algumas TPPs

de feijéo-caupi e de O. sativa.
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Com relacdo as sequéncias de TPS, o agrupamento indicou claramente uma segregacao
relacionada ndo somente pela similaridade entre os tdxons como também pela divergéncia
evolutiva entre classes | e Il da subfamilia TPS. Vu.*TPS2, Vu.*TPS7 e Vu.*TPS8 s&o
representantes de V. unguiculata que apresentaram apenas o dominio TPS (Glyco_transfer_20)
em sua estrutura, e portanto, aparentemente pertencem a classe Il. Além disso, esses transcritos
formaram cluster que nao continham o dominio TPP (HAD _like), exceto Vu.*TPS2. Os demais
candidatos (Vu.TPS1, Vu.TPS3, Vu.TPS4, Vu.TPS5 e Vu.TPS6) formaram outro grupo com
qgue continham os dois dominios (TPS+TPP), agrupando com a subfamilia TPS classe .
Diversos estudos reportaram espécies vegetais que apresentavam a mesma divisdo entre as
classes I e 1l da subfamilia TPS, a exemplo de S. tuberosum, Saccharum spp. hybrid, Populus
trichocarpa, A. thaliana e O. sativa (Xu et al., 2017; Hu et al., 2020; Yang et al., 2012). Esta
divisdo faz sentido tendo em vista que as duas classes apresentam caracteristicas que as diferem
no namero de copias, padrdes de expressao, funcdes enzimaticas e fisiologicas (Yang et al.,
2012).

4.4 Ancoragem de osmoprotetores no genoma de V. unguiculata

Em um estudo anterior com osmoprotetores de soja, Kido e colaboradores (2013)
utilizaram tecnologia NGS para a construcdo de bibliotecas transcriptémicas de soja sob déficit
hidrico e estresse bidtico e conseguiram identificar 36 genes diferencialmente expressos
associados a biossintese de prolina (P5CS e P5CR), glicina-betaina (BADH e CMO), trealose
(TPS1 e TPPB) e mio- inositol (INSP1), os quais foram mapeados em 25 loci corresponentes
do genoma de soja. Embora a soja seja tetraploide e o caupi seja diploide, um numero
semelhante foi identificado (31 genes-candidatos) associados as quatro categorias de
osmoprotetores (prolina, glicina-betaina, mio-inositol e trealose). Portanto, tal fato se justifica,
pois 0 genoma de soja compreende um alopoliploide com niveis significativos de redundancia,

resultando em vérias copias de alguns genes (Schmutz et al., 2010).
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A acdo da enzima P5CS ¢ essencial para que ocorra o acumulo de prolina em plantas
sob estresses abidticos, principalmente salinidade e seca. Ao longo do processo evolutivo deste
gene, os dominios cataliticos proB e proA que anteriomente eram separados foram fusionados
e tornaram a P5CS uma enzima bifuncional, que esta associada as duas primeiras reacdes de
catalizagcdo na biossitese da prolina (Delauney e Verma et al., 1993). Em algumas espécies
vegetais, 0 gene que codifica a acdo de P5CS apresenta duas copias (P5CS1 e P5CS2) que
foram isoladas e suas func¢des foram entendidas como distintas (\Vendruscolo et al., 2007; Verdy
et al., 2006). Em V. unguiculata, foram identificados quatro loci com genes homdlogos, dois
nomeados como PROLINA-MULTI (cromossomo 1 e 8) e dois como GPR // GK (cromossomo
5 e 10). Os quatros genes continham os dominios cataliticos proB (EC 2.7.2.11) e proA (EC
1.2.1.41), indicando que os mesmos provavelmente sdo bifuncionais. A enzima P5CR que
catalisa a ultima reacdo para a sintese da prolina é codificada apenas por um gene em V.
unguiculata, assim como reportado em A. thaliana (Funck et al., 2012).

No entanto, ainda ndo esta claro o0 motivo da presenca de quatro genes que codificam a
enzima P5CS em V. unguiculata. Este mesmo fendmeno foi observado no genoma de outros
representantes da familia Fabaceae, como P. vulgaris e G. max, ambos depositados no
Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Possiveis homologos de P5CS
identificados em alguns organismos podem ser resultado de duplicacdo independente por
selecdo de purificacdo para o dominio catalitico a jusante de selecdo direcional em varios locais
que favorecem o organismo, atuando no papel fisioldégico da enzima e aperfeicoando a
regulagdo do metabolismo da prolina (Rai e Penna 2013).

Glicina-betaina é um composto quartenario dentro do grande grupo dos osmoprotetores,
encontrado em diversos alimentos. Em plantas acumuladoras de GB, sua sintese é realizada em
resposta ao déficit hidrico e estresse salino, além de outros estresses abio6ticos (Mccue e Hanson,

1990; Rhodes e Hanson, 1993; Kishitani et al., 1994). As primeiras etapas da biossintese de GB
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sdo catalizadas por CMO, e em segundo momento por BADH, para a producdo de GB em sua
forma livre. Em arroz, mesmo sendo uma espécie ndao acumuladora de GB, o gene CMO foi
ancorado em um locus do cromossomo 6, e duas copias de um gene BADH no cromossomo 4
e 8 (International Rice Genome Sequencing Project, 2005).

Como proposto por Diaz-Sanchez et al., (2012) e Munoz-Clares et al., (2014), a
duplicacdo do gene BADH e a mudanca de um aminoacido (Ala/Cys441) garantem a atividade
BADH em algumas isoenzimas ALDH10. No entanto, a auséncia deste padréo limita o acimulo
de GB em plantas. Neste cenério, a atividade de CMO seria deletéria em organismos sem
atividade BADH, estando presente apenas em organismos acumuladores de GB, porém, o gene
CMO foi identificado também em espécies ndo acumuladoras (Mitsuya et al., 2011; Joseph et
al., 2013). Esta informacéo pode indicar que (i) os genes CMO ndo sdo expressos ou expressos
em baixos niveis, (ii) proteinas CMO ndo sdo funcionais ou (iii) participam de outra via
metabolica que ndo a de sintese de GB (Carrillo-Campos et al., 2018).

A enzima CMO identificada em V. unguiculata ancorou em um Unico locus génico no
cromossomo 3, enquanto BADH apresentou duas cépias do mesmo gene nos cromossomos 3 e
9. Por BADH de V. unguiculata ndo apresentar o residuo de alanina ou cisteina na posicao 441
no alinhamento, pode ser um indicativo que esta espécie ndo consegue acumular GB, como
observado em O. sativa e outras espécies.

Dentro da categoria dos acUcares poliois, 0s mio-inositois sdo retratados como
moléculas importantes para diversos processos de desenvolvimento e de resposta a estresses
em plantas (Yancey, 2005; Majee et al., 2004; Basak et al., 2017). Para a sua sintese, as enzimas
MIPS e IMP sdo cruciais para o processo de formacéo de inositol e seus derivados. Presente na
maquinaria da sintese de mio-inositol, a enzima MIPS figura como peca chave para a formagéo

de inositol e fosfoinositideos, e em algumas plantas, é verificada a presenca de varios genes
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MIPS, possivelmente para suprir uma grande demanda de requisitos fisiologicos especificos
(Abreu e Aragéo, 2007; Kaur et al., 2008).

Analises com MIPS em vérias familias taxondmicas indicaram a presenca de dois ou
trés homologos desse gene em angiospermas (Hazra et al., 2019), o que provavelmente se deve
a eventos de duplicacdo seguidos de divergéncia funcional, como observado em A. thaliana,
que dispde de trés genes MIPS distintos funcionalmente (Fleet et al., 2018). Em gréo de bico,
Majee et al. (2011) identificaram dois genes MIPS, sugerindo que o gene CaMIPS2 evoluiu
através de duplicacdo. Em V. unguiculata, foram identificados dois genes MIPS homadlogos
localizados no cromossomo 1 e 3, sugerindo que o gene MIPS provavelmente sofreu duplicacéo
nesta espécie, assim como verificado em outras espécies vegetais.

Os candidatos da enzima IMP em V.unguiculata ancoraram em quatro loci no genoma
da espécie, sendo o locus do cromossomo 9 o que apresentou um gquantitativo maior de
candidatos. Os demais loci relacionados a IMP provavelmente sdo genes homologos que atuam
em outras vias metab6licas como as de biossintese de histidinol (Vu.IMP9 e Vu.IMP10) e na
regulacao de outros compostos (Vu.IMP8 e Vu.IMP11).

Em A. thaliana foram identificados trés genes IMP gue se expressam em varios tecidos
vegetais, uma IMPL2 purificada foi caracterizada como um fosfato de histidinol ativo que
participa da via biossintética de histidina, enquanto IMP e IMPL1 tem a capacidade de catalizar
a hidrolise de inositol e galactose-fosfato na célula vegetal, sendo IMP também um segundo
mensageiro envolvido na sinalizagdo e sintese de L-galactose (Nourbakhsh et al., 2015).

Os candidatos da trealose ancoraram em diversos loci no genoma de V. unguiculata.
Devido ao dinamismo metabolico referente ao desenvolvimento vegetal das plantas, os niveis
de trealose-6-fosfato (T6P) precisam ser controlados precisamente (Figueroa e Lunn, 2016;
Vandesteene et al., 2012; Figueroa et al., 2016; Yadav et al., 2014). Essa enzima participa da

regulacdo de acucar e amido, além de atuar em outras vias de sinalizagdo, inclusive as mediadas
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por hormdnios vegetais. T6P figura como um intermediario na via de biossintese da trealose e
seus niveis sdo modulados por homologos de TPS e TPP (Zang et al., 2011). Em V. unguiculata,
foram identificados sete loci associados a TPP, sendo 10 associados a TPS. Esta grande
quantidade de copias, principalmente para TPS ja é bem relatada em outras espécies vegetais,
como B. distachyon, A. thaliana e S. tuberosum (Wang et al., 2019; Vandesteene et al., 2012;
Xu et al., 2017).

Sabendo que estes dois genes exercem diversas fungdes importantes no
desenvolvimento e defesa da planta (Cai et al., 2009; Marquez-Escalante et al., 2006; Zhang et
al., 2017; Lyu et al., 2013), 0 aumento na sua demanda € inevitavel, como reflexo disto, varias
copias de TPS e TPP sdo encontradas no genoma de diversas espécies. No genoma de A.
thaliana, Z. mays e O. sativa foram identificados 10 genes TPP e 11 TPS, 11 TPP e 14 TPS e
nove TPP e 11 TPS, respectivamente (Leyman et al., 2001; Ramon e Rolland, 2007; Henry et
al., 2014; Pramanik e Imai, 2005; Zang et al., 2011), nimeros similares aos encontrados em V.
unguiculata.

Os candidatos de TPS classe Il (*TPS) ancoraram juntamente com TPS classe | (TPS)
nos cromossomos 2, 3, 5, 7 e 11. O mesmo nao foi observado para candidatos de TPS classe I,
que apresentaram loci exclusivos, localizados nos cromossomos 2, 3, 9 e 11 do genoma de V.
unguiculata. O fato de TPS classe | se sobressair de TPS classe Il também foi observado em
outras angiospermas (Delorge et al., 2015), sugerindo que as TPS da classe | estdo associadas
a um maior namero de processos bioldgicos. Além disso, estes genes sdo distintos ndo sé no
namero de copias como também no padrdo de expressao, nas fungdes fisioldgicas e na atividade
enzimatica, comparativamente as TPS classe Il ( Jin et al., 2016).

4.5 Estrutura génica
Apesar da heterogeneidade das estruturas génicas de P5CS, a quantidade de éxons foi

conservada entre as estruturas, exceto por Vigun08g152000 que teve numero de éxons inferior
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aos demais (17 éxons). Estes resultados sdo semelhantes ao encontrado por Dolcimasculo et al.,
(2019), que identificaram genes P5CS que continham de 20 a 21 éxons nos genomas de Coffea
arabica, C. canephora e C. eugenioides. Padrdes estruturais semelhantes foram identificados
para P5CS de B. napus e A. thaliana (Wang et al., 2014), indicando que as P5CS sdo altamente
conservadas e podem apresentar caracteristicas funcionais comuns entre essas espécies.

O gene que codifica a proteina MIPS de feijdo-caupi contém duas copias, ambas com
10 éxons. De acordo com uma analise dinamica realizada com genes MIPS de algoddo e mais
44 MIPS de outras plantas, foi relatado apenas um éxon nas algas unicelulares C. merolae e
Ostreococcus tauri, enquanto que plantas superiores apresentaram 10 éxons (Ma et al., 2019),
similarmente ao encontrado para MIPS de feijdo-caupi. Este fato pode indicar a presenca de
processos evolutivos que influenciaram na divisdo do Unico éxon de MIPS de algas unicelulares
para os 10 éxons encontrados em V. unguiculata.

Os genes BADH e CMO, representantes de glicina-betaina, continham 15 e 10 éxons
respectivamente, este quantitativo foi observado para o gene BADH identificado no genoma de
A. thaliana e para a CMO de Atriplex centralasiatica (Joseph et al., 2013). Ambas as espécies
pertencem a taxons distantes de V. unguiculata, principalmente A. centralasiatica
(Dicotileddnea), mas tém em comum a adaptacdo a areas mais secas e a salinidade, indicando
que BADH e CMO aparentemente sdo genes afetados por processos adaptativos e
convergéncia.

No que se refere a trealose, 0 gene TPP identificado no genoma de V. unguiculata
apresentou estruturas contendo de nove a 11 éxons, enquanto que em TPS, o nimero de éxons
variou de estruturas com 3 e 17 éxons. O gene TPP identificado em Brachypodium distachyon
apresentou estruturas que variaram entre seis e 10 éxons (Wang et al., 2019), resultado
semelhante ao encontrado em feijdo-caupi. A conservacgao da estrutura do gene TPP nestas duas

espécies pode indicar que 0 mesmo atua de forma semelhante nos dois organismos vegetais.
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A heterogeneidade encontrada nos genes TPS de feijdo-caupi indica que € muito
provavel que estes genes tenham se dividido em subcategorias. Este padréo foi verificado em
53 genes TPS dispostos no genoma de Gossypium raimondii (15), G. arboreum L. (14) e G.
hirsutum L. (24), que foram divididos em dois grupamentos de acordo com a filogenia e a
heterogeneidade das estruturas génicas. O grupo um de TPS continha genes com 17 a 18 éxons
e a classe dois foi composta por 3 éxons (MU et al., 2016), similarmente ao observado em genes
TPS de B. distachyon (Wang et al., 2019).

Os genes P5CR de feijdo-caupi apresentaram sete éxons e 0s genes que codificam IMP
de mio-inositol de oito a 11 éxons. Até o momento, ndo foram identificados estudos que
abordam a estrutura dos genes P5CR e IMP em feijdo-caupi, ressaltando a relevancia dos
resultados aqui apresentados.

4.6 ldentificacdo de promotores associados a regulacdo de osmolitos

A resposta vegetal a estresses abioticos requer a producdo de proteinas funcionais
importantes, como as que atuam na sintese de osmoprotetores, e proteinas que atuam nas vias
regulatdrias, como as quinases e os fatores de transcricdo (Saibo et al., 2009). Sabe-se que a
expressao génica pode ser ativada por diversas vias, e que a atuacdo de FTs no reconhecimento
de elementos cis-reguladores (promotores), compreende o principal mecanismo de
determinacéo da expressdo de osmoprotetores (Kido et al., 2019).

Neste contexto, a identificacdo de elementos cis-regulatérios pode revelar como
ocorre o0 recrutamento de proteinas responsivas a diversas condicdes de estresse abidtico e/ou
bidtico, e a existéncia de sequéncias de qualidade e genomas de plantas completamente
anotados podem favorecer a compreensdo de sua fungdo como componentes de uma grande
rede transcricional (Priest et al., 2009).

ZF-HD é um ativador transcricional independente de ABA que reconhece uma

sequéncia de 14 pb (CACTAAATTGTCAC). Foi relado como atuante na resposta a estresses



89

abioticos, como a desidratacdo (Tran et al., 2007). Além disso, ZF-HD e o FT NAC foram
induzidos em A. thaliana e aumentaram a expressao de genes responsivos a desidratacdo (ERD)
precocemente, 0 que sugere que estes dois FTs podem atuar de forma cooperativa na transcricéo
do gene ERD1 (Tran et al., 2007). Sun et al. (2018) relataram que BHLH, segundo FT
identificado neste estudo, atua como regulador de varios processos celulares envolvidos na
resposta a estresses bidticos e abidticos em animais. Em plantas, foram descritos como
responsivos a ferimentos, seca, sal e baixas temperaturas.

As proteinas TPP, TPS, MIPS e IMP foram os candidatos que mais apresentaram regides
de ligacdo em associacdo com os dois motivos identificados (Figura 13C). Sabendo que a
interacdo FT/sitio de ligacdo influencia diretamente na atividade transcricional (Levine e Tijan,
2003), os genes que codificam TPP, TPS, IMP e MIPS possivelmente possuem sua transcricao
altamente regulada pelos FTs ZF-HD e BHLH.
4.7 Perfil transcricional de osmoprotetores em V. unguiculata
4.7.1 Desidratacdo radicular

Estudos relacionados ao acumulo de prolina indicam que a regulacdo temporal e
espacial do gene P5CS ¢é essencial para a biossintese desta molécula (TROVATO et al., 2019).
Neste sentido, a presenca de transcritos de P5CS induzidos no transcriptoma do feijdo-caupi
sugere o inicio do acimulo de prolina na espécie, visto que nos primeiros momentos do
processo de biossintese da prolina, a P5CS figura como a primeira enzima a catalisar a reacgao.

Transcritos referentes ao mio-inositol (MIPS e IMP) em feijao-caupi foram em sua
maioria induzidos com 150 minutos de estresse, assim como observado para os dois transcritos
de glicina-betaina (BADH e CMO). O padréo de expressdo de enzimas da biossintese de mio-
inositol ainda ndo é bem relatado na literatura. Jia et al. (2019) verificaram que poucas IMPs
vegetais foram exploradas quanto ao seu papel durante estresses abidticos. Resultados

anteriores envolvendo ensaios em gréo-de-bico, arroz e tabaco indicaram que as IMPs destas
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espeécies estdo relacionadas a estresses abidticos como salinidade, frio e desidratacdo (Saxena
etal., 2013; Zhang et al., 2017; Joshi-Sasha e Reddy, 2015).

Saxena et al. (2013) identificaram em grdo de bico uma IMP que apresentou regulacao
positiva frente a estresses ambientais, com destaque para desidratacdo, resultado obtido a partir
de técnicas que avaliam a atividade enzimatica através de ensaios colorimétricos, assim como
sua expressao génica por RT-qPCR. Boominathan et al. (2004) e Kaur et al. (2008) relataram a
inducdo de genes que codificam a proteina MIPS sob desidratacdo e pelo estimulo de acido
abscisico (ABA).

No que se refere ao acimulo de GB, algumas plantas ndo conseguem sintetizar este
osmolito justamente pela troca de aminoacido no ponto critico para a sua sintese (Figura 5). Em
contrapartida, BADH podera apresentar atividade AMADH (Fitzgerald et al., 2009), a qual esta
envolvida em varios processos bioldgicos, inclusive na resposta a estresses abiodticos através da
sintese de GABA (Missihoun et al., 2011), o que pode justificar o fato da BADH esta sendo
regulada positivamente em nosso estudo com 150 minutos de desidratacdo radicular.

Trabalhos que abordam o perfil de expressdo de TPS e TPP relatam sua inducdo em
tempos precoces de estresse. Recentemente, Acosta-Pérez et al. (2020), avaliando linhagens
resistentes e suscetiveis de milho submetidas a estresse hidrico durante 72 horas, reportaram a
inducdo de TPS e TPP apds 30 minutos de estresse nas linhagens resistentes, e apos 2 e 4 horas
nas linhagens susceptiveis. Resultado similar foi relatado por Jiang et al. (2010) com TPS de
trigo para estresse salino e por frio. Em contraste, as TPS e TPP de feijdo-caupi identificadas
em nosso estudo foram, em sua maioria, reprimidas no tempo inicial e induzidas com 150
minutos.

4.7.2 Estresses combinados (injuria+inoculagao viral)
As enzimas prolina e trealose além de atuarem no equilibrio osmotico da célula, também

sdo responsaveis por eliminar ROS, evitando ou diminuindo danos oxidativos da célula (Okuma
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et al., 2004; Luo et al., 2008). A injaria foliar utilizada em nosso ensaio visando facilitar a
penetracdo dos virus pode ter incitado a espécie a produzir ROS em resposta ao ferimento,
somado aos efeitos danosos ocasionados pelos patdgenos. Este cenario pode acarretar em um
aumento adicional nos niveis de ROS, e consequentemente, pode justificar a inducao observada
nas bibliotecas de RNA-Seq para os transcritos dessas classes de osmoprotetores.

A atuacdo de MIPS na tolerancia vegetal a estresses abioticos ja tem sido amplamente
reportada na literatura (Joshi et al., 2013; Kaur et al., 2013; Tan et al., 2013; Goswami et al.,
2014). No entanto, existem poucos relatos acerca de sua participacdo na resposta a estresses
bioticos. Igbal e colaboradores (2002) verificaram a superexpressdo de MIPS em genotipos
resistentes de soja a Fusarium solani, ao passo que nos gendtipos susceptiveis os niveis de
expressdo dessas enzimas diminuiu com a aplicacdo do estresse. Recentemente, Zhai et al.
(2016) relataram que o aumento dos niveis de inositol ocasionado pela superexpressdo de MIPS
resultou em diminuicdo nos niveis de H202 e aumento de caracteristicas antioxidantes em
plantas transgénicas de batata doce acometida por nematoides.

A inducdo dos osmoprotetores prolina, mio-inositol e trealose em feijao-caupi
injuriado e acometido por viroses, em especial para CPSMV, sugere que o estresse abidtico
associado (injuria) a um fator biotico (inoculacdo com virus) pode favorecer o acimulo destes
compostos na espécie. No entanto, € importante ressaltar que o numero de transcritos
diferencialmente expressos nas bibliotecas de estresses combinados foi inferior ao observado
nas bibliotecas de desidratacdo radicular.

5 Concluséo

O presente trabalho forneceu resultados importantes para a compreensdo de
caracteristicas estruturais e funcionais de osmoprotetores (prolina, glicina-betaina, mio-inositol
e trealose) em feijao-caupi sob multiplos estresses, apresentando candidatos promissores para

aplicacdo em abordagens biotecnoldgicas ou programas de melhoramento genético da espécie.
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5 Conclusoes Gerais

e [Foram caracterizados 209 candidatos homdélogos a enzimas associadas a sintese de
osmoprotetores em V. unguiculata o que possibilitou gerar um banco de sequéncias
curadas destes genes para uso em projetos de melhoramento genético e biotecnologia
da espécie;

¢ Os candidatos analisados quanto aos dominios e motivos conservados apresentaram em
geral alto grau de conservacdo com relagéo aos seus;

e As proteinas BADH apresentaram uma Isoleucina na posicao critica para a sintese de
glicina-betaina indicando que provavelmente V. unguiculata ndo sintetiza essa enzima;

e A anélise fenética com de genes de prolina, mio-inositol e glicina-betaina apontou para
0 agrupamento das sequéncias de V. unguiculata com outras espécies do género
Fabaceae, comprovando a similaridade e conservacao das mesmas;

e A variacdo na estrutura génica verificada nos osmoprotetores de V. unguiculata
corrobora ao observado em estudos anteriores, e as estruturas de P5CR e IMP
aparentemente sdo achados inéditos uma vez que ainda ndo ha relatos sobre esse tema;

e Os fatores de transcricdo ZF-HD e BHLH possivelmente estdo relacionados com a
regulacao de genes que atuam na biossintese de osmoprotetores em V. unguiculata;

e O perfil transcricional dos osmoprotetores de feijdo-caupi sob desidratacdo radicular
indica sua atuacdo em uma resposta mais tardia (150 minutos) de estresse,
considerando-se os tempos analisados;

e Os candidatos referentes a trealose (TPP e TPS) foram os mais representativos na
resposta ao estresse por desidratagédo radicular em V. unguiculata;

e Os resultados contribuiram para um melhor entendimento das caracteristicas
moleculares das quatro classes de osmoprotetores bem como indicaram sua participacéo
na defesa/tolerancia da espécie V. unguiculata, apresentando potencial para aplicacdo
desses candidatos no melhoramento genético da cultura como também em outras

leguminosas de importancia agricola.
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