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RESUMO

A seca e a salinidade estdo entre os fatores de estresse que mais impactam o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, alterando a dindmica dos ecossistemas
naturais, a diversidade genética e diminuindo a produtividade agricola. Além disso, os
danos causados por esses estresses tendem a ser acentuados devido as mudancas
climaticas globais. Tal cenéario destaca a importancia de estudos envolvendo espécies
adaptadas a tais condigcbes, como as leguminosas Cenostigma pyramidale e
Stylosanthes scabra. S8o espécies com grande potencial na prospecc¢ao e analise de
genes relacionados a tolerancia a estresses abidticos. Proteinas semelhantes as
taumatinas (TLPs) estdo envolvidas tanto no processo de desenvolvimento como
também na resposta da planta a estresses bioticos e abidticos. No presente estudo,
nos identificamos, caracterizamos estruturalmente e verificamos o perfil transcricional
de genes que codificam TLPs no transcriptoma dessas espécies em resposta a dois
tipos de estresse: (a) C. pyramidale sob imposicao de salinidade (30 min, 2 h e 11 dias
apos a imposicao do estresse) e (b) S scabra 6, 24, 48 h ap0s a supressao de rega e
apos 6 h de reidratacdo, inferindo sobre a diversidade genética, caracteristicas
funcionais e padrdes de expressdo em ambas as espécies. A andlise in silico permitiu
a identificacdo de 100 TLPs, sendo 36 e 64 TLPs nos transcriptomas radiculares de
C. pyramidale e S. scabra, respectivamente. As sequéncias candidatas (para ambas
as espécies) mostraram similaridade significativa com as TLPs descritas em outras
espécies. A andlise de expressao via PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)
revelou tendéncias de expressao distintas para as duas espécies, bem como entre 0s
tecidos avaliados (folha e raiz). No entanto, a superexpresséao de algumas TLPs pode
estar associada com a tolerancia de C. pyramidale a salinidade e a tolerancia de S.
scabra a restricdo de dgua. As TLPs caracterizadas e diferencialmente expressas nas
espécies estudadas representam candidatos promissores para uso biotecnoldgico e o
melhoramento de plantas, com énfase para leguminosas. visando a obtencdo de

plantas mais tolerantes a seca e salinidade.

Palavras-chave: Expressao génica; PR-5; RNA-Seq; Salinidade; Seca.



ABSTRACT

Drought and salinity are among the stress factors that most impact plant growth and
development, changing the dynamics of natural ecosystems, genetic diversity and
decreasing agricultural productivity. Additionally, the damage caused by these
stresses tends to be accentuated due to global climate change. This scenario
highlights the importance of studies involving species adapted to such conditions, such
as the legume Cenostigma pyramidale and Stylosanthes scabra. They are species with
great potential in prospecting and analyzing genes related to tolerance to abiotic
stresses. Thaumatin-like proteins (TLPs) are involved both in the development process
and in the plant's response to biotic and abiotic stresses. In the present study, we
identified, structurally characterized and verified the transcriptional profile of genes
encoding TLPs in the transcriptome of these species in response to two types of stress:
(a) C. pyramidale under salinity imposition (30 min, 2 h and 11 days after the imposition
of stress) and (b) S. scabra 6, 24, 48 h after watering suppression and after 6 h of
rehydration, inferring on the genetic diversity, functional characteristics and expression
patterns in both species. The in silico analysis allowed the identification of 100 TLPs,
being 36 and 64 TLPs in the roots transcriptomes of C. pyramidale and S. scabra,
respectively. Candidate sequences (for both species) showed significant similarity to
TLPs described in other species. Expression analysis via quantitative real-time PCR
(RT-gPCR) revealed distinct expression trends for the two species, as well as between
the tissues evaluated (leaf and root). However, overexpression of some TLPs may be
associated with tolerance of C. pyramidale to salinity and tolerance of S. scabra to
water restriction. The TLPs characterized and differentially expressed in the studied
species represent promising candidates for biotechnological use and plant
improvement, with emphasis on legumes, aiming to obtain plants that are more tolerant

to drought and salinity.

Keywords: Gene expression; PR-5; RNA-Seq; Salinity; Drought.
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18

1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas vém causando diversas perturbacdes no meio
ambiente. Para as plantas, essas mudancas influenciam na disponibilidade de
recursos e condicbes essenciais para o crescimento e desenvolvimento, além de
elevar a vulnerabilidade a estresses (bidticos e abidticos) e agravar seus feitos
(PARMESAN; HANLEY, 2015). Para enfrentar fatores ambientais adversos, as
plantas desenvolveram diversos mecanismos fisioloégicos. Dentre as principais
estratégias, a inducdo de genes que codificam proteinas de protecédo vegetal merece
destaque, principalmente aquelas envolvidas na transducéo de sinais (LIU et al., 2018;
RASHEED et al., 2016; SHU et al., 2018; ZHU, 2016).

As proteinas PR (Pathogenesis-Related) destacam-se por serem produzidas sob
estresse, sendo classificadas em 17 familias, de PR-1 a PR-17. Essas proteinas sao
amplamente utilizadas na compreenséao de vias de sinalizacdo de defesa por serem
consideradas os componentes principais do sistema inato das plantas (ALI et al.,
2018b; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Dentre as proteinas PR, as proteinas da
familia PR-5 sdo conhecidas por sua alta similaridade com a taumatina — uma proteina
inicialmente descrita em Thaumatococcus daniellii, representadas, principalmente,
pelas chamadas “proteinas semelhantes a taumatina” (Thaumatin-Like Proteins —
TLPs). As TLPs possuem em média de 207 aminoéacidos, massa molecular de 18 a
26 kDa, presenca de 16 residuos de cisteinas que formam oito ligacBes dissulfeto,
tornando-as estaveis sob varias condi¢des de estresse, como calor e pH. Além disso,
as TLPs apresentam um motivo de assinatura conservado e um motivo REDDD,
ambos presentes na maioria das sequéncias (LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010).

As TLPs sdo geralmente induzidas em resposta a estresses bioticos, sendo
também responsivas a estresses abidticos e por fatores de desenvolvimento das
plantas. Essas proteinas desempenham um papel desde a formacao da parede celular
até a transducéo de sinais e atividades antimicrobianas (CHRISTENSEN et al., 2002).
Diversos estudos demonstram o importante papel da modulagcdo da expressao das
TLPs frente a estresses bibdticos e abibticos, apresentando um padrdo de
superexpressao nas primeiras horas de estresse, refletindo sua participacdo na
defesa efetiva das plantas (HE et al., 2017; WENG et al., 2014).

Dentre as espécies vegetais conhecidas pela tolerancia a estresses ambientais,
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compondo o semiarido nordestino, destaca-se a Cenostigma pyramidale (Tul.) E.
Gagnon & G. P. Lewis, uma leguminosa popularmente conhecida como “catingueira”.
Essa espécie € endémica da Caatinga, com potencial uso forrageiro, medicinal e
considerada uma das plantas mais verséateis do semiarido (ALVIANO et al., 2008;
LORENZI, 2016; MAIA, 2004; VILELA et al., 2021).

Outra leguminosa comumente encontrada na Caatinga é a Stylosanthes scabra
Vogel. A estilosantes é um subarbusto nativo da América do Sul utilizado como
forrageira em diversos paises, principalmente devido a elevada tolerancia a ambientes
com solos pobres e baixa disponibilidade hidrica (CALLES; ESCHULTZE-KRAFT,
2016). Plantas de estilosantes apresentam capacidade de produzir altas quantidades
de massa verde, mesmo enfrentando condicbes ambientais extremas (MARQUES et
al., 2018).

Tendo em vista a tolerdncia dessas espécies frente aos estresses abibticos,
apresentam-se como excelentes modelos vegetais na busca e na analise de genes
associados aos referidos estresses. Com este propésito, as abordagens “6micas”,
através do emprego de técnicas de alto rendimento, a exemplo do RNA-Seq, séo
fundamentais na identificacdo de genes (ou moléculas) envolvidos nos processos
moleculares associados ao crescimento, ao desenvolvimento e a tolerancia a
estresses em varias plantas.

Com a bioinformatica, essas metodologias moleculares tém se consolidado
como indispensaveis na mineragdo e analise funcional do grande niUmero sequéncias
e informacbes biologicas. Nesse sentido, o presente estudo objetivou analisar a
estrutura de genes codificantes de TLPs nos transcriptoma de C. pyramidale sob
salinidade e S. scabra sob supressdo de rega, analisando suas caracteristicas

estruturais, funcionais, padrdes de expresséao diferencial frente aos estresses em tela.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar transcritos da familia das TLPs nos transcriptomas radiculares de
Cenostigma pyramidale e Stylosanthes scabra em resposta ao estresse salino e
supressdo de rega, respectivamente, com vistas a caracterizacdo estrutural e
funcional para entendimento de seu papel biolégico e possivel uso biotecnoldgico e

no melhoramento genético vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar e caracterizar transcritos da superfamilia de TLPs (Thaumatin-Like
Proteins) no transcriptoma radicular de C. pyramidale e de S. Scabra, em resposta

ao estresse salino e supresséao de rega, respectivamente.

e Caracterizar estruturalmente as sequéncias de TLPs de ambas as espécies, com
base nos seus os motivos e dominios conservados, para a realizacdo de estudos

comparativos com sequéncias de genes previamente caracterizados;

e Estabelecer o perfil de expresséao in silico de transcritos de TLPs com base nas

diferentes bibliotecas de RNA-Seq disponiveis para as espécies em estudo;

e Validar o perfil de expresséo das TLPs candidatas nas duas espécies, sob efeito

dos estresses avaliados através de RT-qgPCR.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ESTRESSES AMBIENTAIS EM PLANTAS: ENFOQUE PARA A SECA E A
SALINIDADE

As plantas estédo sob constante efeito de uma ampla gama de fatores ambientais,
caracterizados como estresses abidticos e bidticos, geralmente em combinacao,
levando a grandes perdas da agricultura a cada ano. Os estresses bioticos sdo
causados especialmente por virus, bactérias, fungos, nematoides, insetos e
aracnideos. Ao passo que o estresse abidtico € imposto as plantas por fatores nao
bidticos, como salinidade, luz solar, temperatura extremas, enchentes e seca (GULL,
LONE, WANI, 2019; SHARMA et al., 2020), entre outros.

Na perspectiva fisiolégica, o estresse é a condicdo ocasionada por fatores que
tendem a alterar o equilibrio fisiolégico e bioquimico da planta (NILSEN; ORCUTT,
1996). Tal condicdo pode figurar um fator positivo, ajudando a planta a perceber o
ambiente externo, harmonizar-se com ele e, assim, estimular seu crescimento e
desenvolvimento. Por outro lado, quando a condicéo de estresse afeta negativamente
seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento, tem-se o fator de desiquilibrio
negativo (LICHTENTHALER, 2003). Patégenos, pragas agricolas e ervas daninhas
causam perdas médias que variam de 17% a 30% (SAVARY et al., 2019). Da mesma
forma, estima-se que o impacto dos principais estresses abioticos (por exemplo, altas
temperaturas, seca, deficiéncia e toxicidade de nutrientes para as plantas) resulte em
uma perda anual de 51%-82% da producdo agricola em todo o mundo
(OSHUNSANYA et al., 2019).

A vulnerabilidade das plantas aos estresses bidticos e abidticos esta
aumentando com o advento das mudancas climéticas, agravando os seus efeitos.
Mudancas climéticas influenciam na disponibilidade dos recursos, alterando as
condi¢cdes ideais para o crescimento e desenvolvimento vegetal (PARMESAN;
HANLEY, 2015). Portando, tornam-se fatores determinantes para o declinio da
produtividade em diversas culturas ao redor do mundo. A recorréncia de combinacdes
desses estresses afeta também as espécies arboreas, principalmente em decorréncia
do seu longo ciclo de vida, cuja importancia ecologica e econdmica € destacada pela
contribuicdo direta e indireta na perda de areas florestais e na diminuicdo da

biodiversidade. Fatores como alta temperatura e seca também podem aumentar a
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incidéncia de doencas e surtos de pragas, afetando o crescimento e o
desenvolvimento vegetal (TESHOME; ZHARARE; NAIDOO, 2020).

Em regibes semiaridas, por exemplo, espécies adaptadas a ambientes secos,
salinizados e quentes séo frequentes, embora ainda exista uma lacuna acerca das
caracteristicas fisioldgicas e de adaptabilidade em condi¢cBes de estresse da maioria
dessas espécies (MATIAS, 2019). Entender os mecanismos moleculares das plantas
sob estresses é de extrema importancia para o desenvolvimento de culturas mais
tolerantes, visando a melhoria da eficiéncia da producgéo agricola (ALl et al., 2018a;
RUGGIERO et al., 2017; VASSEUR et al., 2014).

Para a sobrevivéncia em condicdes ambientais adversas, as plantas
desenvolveram um mecanismo de resposta. De modo geral, os estimulos externos
sdo percebidos pela planta, a qual responde através de modificagbes bioquimicas e
fisiologicas apropriadas (SHARMA et al., 2020). A percepcao do estimulo ocorre a
nivel de sensores da superficie celular (ou citoplasma) e transferidos (por vias de
transducdo de sinais) para a maquinaria transcricional, no nucleo (VERMA et al.,
2013).

Os estresses abidticos podem desencadear outros estresses nas plantas, estes
chamados de estresses secundarios, compreendendo estresse ibnico, osmaético e
oxidativo. O déficit hidrico leva ao estresse osmotico, enquanto o estresse salino
ocasiona o0 estresse osmotico e 0 estresse idnico, além de induzir o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que leva ao estresse oxidativo
(ASHRAF et al., 2018; ZHU, 2016). Embora as ROS serem danosas a célula, a
producdo de peroxido de hidrogénio (H202) também desempenha um papel na
sinalizagéo celular, ativando a cascata de sinaliza¢do das proteinas MAPK (mitogen-
activated protein kinase) e regulando a expressao de genes relacionados a estresses
(DUMANOVIC et al., 2021; VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016).

A resposta das plantas aos estresses abidticos é mediada por hormdnios
vegetais. Alteragbes nos niveis de hormonios como acido abscisico (ABA), acido
salicilico (SA), acido jasmonico (JA) e etileno (ET) séo utilizadas para propagar o sinal
de estresse, assim como sinais elétricos, calcio e ROS, dentre outros. Durante
estresses abiodticos, as plantas produzem o ABA e induzem alteragbes
morfofisiolégicas como o fechamento de estbmatos e ativacdo de fatores de
transcricéo (TFs) como NAC, MYB e MYC, induzindo regulacéo de genes de estresse.

Além disso, em resposta a estresses abibticos a sinalizagdo por horménios vegetais
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induz um padrdo de respostas cruzadas, formando um esquema complexo de
regulacdo de genes pelos hormoénios (Figura 1) (CHOUDHURY et al., 2017; SAH;
REDDY; LI, 2016; VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016; ZHU, 2016).

Figura 1 - Percepcao dos sinais de plantas sob estresses abioticos.
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Fonte: Adaptado de Gomes-Neto (2021).

Genes responsivos a estresses abidticos tém sido associados a tolerancia, tais
como, fatores de transcricdo relacionados as vias de sinalizacdo de horménios
vegetais e proteinas chaperonas, dentre outros. Tais genes responsivos podem
desempenhar fun¢des fundamentais, como atuar na protecéo da célula sob estresses,
transducdo de sinais, regulacao da expressédo de novos genes, além da producéo de
enzimas e proteinas de rotas metabdlicas essenciais (GUJJAR; AKHTAR; SINGH,
2014; LIU et al., 2018; RASHEED et al., 2016; SHU et al., 2018; ZHU, 2016).

3.1.1 Seca e salinidade

Os estresses provocados pela seca e a salinidade estdo entre os principais
fatores abidticos que negativamente afetam a producdo agricola, reduzindo o
rendimento das lavouras, tanto qualitativa quanto quantitativamente. Perdas causadas
por esses estresses (além, por exemplo, de inundacgdes e estresse oxidativo devido a
exposicdo ao 0z6nio) passam de 170 bilhdes de dodlares por ano (RAZZAQ et al.,
2021). Devido as crescentes mudancas climaticas, os impactos desses estresses
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tendem a ser cada vez mais impactantes (THORNE; HARTLEY; MAATHUIS, 2020).
Juntos, esses estresses promovem reducao do potencial hidrico do solo, exercendo
estresse osmatico, devido a concentracdo de soluto ou baixa disponibilidade de agua,
respectivamente (Figura 2) (JIMENEZ-ARIAS et al., 2021).

De um modo geral, 0s estresses provocam uma resposta sistémica nas plantas,
envolvendo genes de diferentes 6rgaos e tecidos, visto que o mecanismo de tolerancia

requer diversas alteracdes fisiolégicas (BARTLETT et al., 2016).

Figura 2 - Modelo esquematico de estresse osmatico desencadeado por estresses causados por
salinidade e seca.
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A salinizagdo do solo € um problema mundialmente importante, com efeitos
diretos sobre a produtividade das culturas. Afeta mais de um terco das terras irrigadas
no mundo. Dentre as principais causas da salinizacdo do solo estdo os sistemas de
drenagem e irrigagéo de baixa qualidade e os niveis crescentes de agua subterranea

com alto teor de sal (ZHAO et al., 2020). Seus efeitos sobre as plantas incluem:
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alteracdo dos processos metabdlicos, desorganizacdo da membrana, desequilibrio
nutricional, estresse hidrico e toxicidade i6nica, devido a absorcédo excessiva de ions
como sodio (Na *) e cloreto (Cl ), além do estresse oxidativo devido a geracao de
ROS (ISAYENKOV, 2012; ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019).

No estresse salino, o acimulo de altos niveis de Na* no citosol e o estresse
osmotico induzem o fechamento dos estdmatos para evitar a perda de agua, limitando
as trocas gasosas, comprometendo a fotossintese e, portanto, reduzindo o
crescimento e desenvolvimento das plantas (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009).
A senescéncia e a morte celular programada também sdo processos relacionados
com a toxicidade i6nica que podem ser induzidos pelo estresse salino (SILVEIRA et
al., 2010).

A principal estratégia usada pelas plantas para manter o ajuste do equilibro
osmoético envolve o acamulo de diferentes tipos osmdlitos, tais como a prolina, glicina-
betaina e acucares, porém esse mecanismo € ativado diante de diversas condi¢cfes
(AL-YASI et al., 2020; ZHAO et al.,, 2020). A prolina desempenha uma funcao
essencial no ajuste osmaotico sob estresse salino, além atuar na estabilizacdo de
proteinas e estruturas de membrana e como sequestrador de ROS para atenuar o
estresse oxidativo (BEN REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014; MANSOUR; ALI,
2017). Sob estresse salino, o acumulo de glicina-betaina também esta relacionado ao
ajuste do equilibrio osmético em condi¢Bes de desidratacdo, atuando na reducao do
estresse oxidativo e a estabilizagdo das membranas, além de proteger enzimas
(CHEN; MURATA, 2011).

A deficiéncia hidrica também afeta o crescimento e o desenvolvimento das
plantas por meio de alterac6es dos processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares
(HE et al., 2020). Essas alteragbes resultam em processos como fechamento
estomatico e reducdo da evaporacéo foliar, para restringir a transpiracéo, conservar a
turgidez e a desidratacdo (HE et al., 2020; HESSINI et al., 2019). As plantas também
reduzem a fotossintese, devido ao fechamento estomatico e a reducéo da sintese da
clorofila, resultando no acumulo de biomassa e repressdao do crescimento celular,
além de promover o acumulo de ROS (HE et al., 2020; SHER et al., 2017).

As plantas respondem e se adaptam a seca tanto ao nivel celular quanto
molecular, como pelo acumulo de osmdlitos e de proteinas especificas, estas
envolvidas na tolerancia ao estresse (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006).
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Assim como sob salinidade, as plantas sob estresse hidrico também utilizam o
acumulo de prolina e glicina-betaina para reajuste osmotico, para estabilizar as
membranas, manter o turgor e para atenuar o estresse oxidativo (PER et al., 2017,
RAJASHEKER et al., 2019).

Diversos genes podem influenciar na modulacdo da expressao (inducédo ou
repressdo) de proteinas e metabdlitos envolvidos nas respostas fisiologicas das
plantas quando sob deficiéncia hidrica. (BARTELS; SUNKAR, 2005; SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SEKI, 2003; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,
2005). Além disso, diversos genes induzidos em resposta a seca também sao
induzidos sob estresse salino, indicando a intima relacdo entre ambas as condicdes
(BENKO-ISEPPON et al., 2011).

Entre os genes induzidos, destacam-se aqueles codificadores das proteinas PR.
Essas proteinas sdo expressas em condi¢cdes normais das plantas, no entanto, séo
superexpressas quando as plantas sdo submetidas a condi¢des de estresses, sendo
consideradas importantes no seu sistema inato e, portanto, fundamentais para o

melhor entendimento das vias de sinalizacdo em resposta ao estresse.

3.2 PROTEINAS PR NA DEFESA VEGETAL

Proteinas PR constituem uma superfamilia de proteinas relacionadas a
patogénese (PR - Pathogenesis related proteins) classificadas em 17 subfamilias
(nomeadas PR-1 a PR-17) e identificadas em diferentes espécies de plantas, incluindo

tabaco, tomate, Arabidopsis, cevada, entre outras (Tabela 1) (ALI et al. 2018b).



Tabela 1- Classificacao, propriedade e fonte de proteinas PR isoladas de diferentes sistemas vegetais.
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Subfamilia Espécie N°. de acesso do gene Atividade Referéncia
PR-1 YOO707 Antifangica .
PR-2 M59443.1 B—1,3—g?ucanases Antoniw et al. (1980)
PR-3 Nicotiana tabacum X77111.1 Quitinase (Classe I, II, IV, V, VI, VII)
PR-4 NW_015888419.1 Quitinases (Classe |, II) Van Loon (1982)
PR-5 NW_015793016 Proteinas semelhantes a taumatina (TLPs)
PR-6 _ NW_004196001.1 Inibidor de proteinase Green e Ryan (1972)
PR-7 Solanum lycopersicum NC_015445.2 Endoproteinase Vera e Conejero (1988)
PR-8 Crocus sativus NC_026660.1 Quitinase (Classe llI) Metraux et al. (1988)
PR-9 Nicotiana tabacum EC1.11.1.7 Peroxidase Lagrimini et al. (1987)
PR-10 Corycium crispum NC_026940.1 Proteinas semelhantes a ribonuclease Somssich et al. (1986)
PR-11 Nicotiana tabacum gi | 899342 Quitinase (Classe I) Melchers et al. (1994)
PR-12 Raphanus raphanistrum NC_025209.1 Defensina Terras et al. (1995)
PR-13 Arabidopis thaliana gi| 1181531 Thionina Epple et al. (1995)
PR-14 gi | 1045201 Proteina de transferéncia de lipidios (LTPs) Garcia-Olmedo et al. (1995)
PR-15 Hordeum vulgare gi | 2266668 Oxalato oxidase Zhang et al. (1995)
PR-16 gi | 1070358 Semelhante a oxidase Wei et al. (1998)

PR-17 Nicotiana tabacum

Antifangica / antiviral

Okushima et al. (2000)

Fonte: Adaptado de Ali et al. (2018b).
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Inicialmente as PR foram associadas a defesa vegetal contra varios
fitopatdgenos (Sharma et al 2021). Exemplos de PR com atividades antifungicas
incluem as PR-1, PR-2, PR-4, PR-5 e PR-12 (BAKARE; GOKUL,; KEYSTER, 2021,
DAl et al., 2016; LIU et al., 2020; RAIJNINEC et al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2021),
as PR-9, PR-12 e PR-14 com propriedades antibacteriana (JIANG et al., 2015;
SATHOFF; SAMAC, 2019; YANCHEVSKAYA et al., 2018) e as PR-10, PR-13 e PR-
14 com atividade antiviral (AVULA et al., 2021; ELSHARKAWY; ELSAWY; ISMAIL,
2021; MANGAL et al., 2020). Nos ultimos anos, a atividade de algumas subfamilias
de PRs também tém sido extensivamente estudadas devido ao seu importante papel
na tolerancia a estresses abiéticos (Sinha et al. 2020; Wu et al. 2016).

Proteinas PR tém sido relatadas como sendo constitutivamente expressas, com
grande relevancia no desenvolvimento das plantas (IQBAL et al., 2020; WANG et al.,
2007; WU et al., 2016), como também induzidas por fatores bidticos e/ou abioticos
(ALl et al., 2018b; AL-YASI et al., 2020; BAKARE; GOKUL; KEYSTER, 2021). Como
componentes fundamentais no sistema inato das plantas, o estudo com proteinas PR
sao fundamentais para uma melhor compreensao das vias de sinalizagédo em resposta
ao estresse (ALl et al., 2018b).

A modulacao da expressao das proteinas PR é dependente de componentes de
sinalizacdo, a exemplo do acido salicilico, acido jasménico e etileno (BOCCARDO et
al., 2019). Além disso, fatores de transcricdo e outros hormdnios vegetais também
possuem um papel na codificacdo dessas proteinas, tais como a auxina (Aux),
giberelina (GA), CAMTA, HSFA2, proteinas CKs, MAPK e OGA (Figura 3), as quais
variam em composicao, quantidade e tempo de exposicao, de acordo com espécie e
tipo de estresse (ALl et al., 2018b; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Plantas transgénicas superexpressando proteinas PR mostram maior resisténcia
a microrganismos fitopatogénicos, como também maior tolerancia a estresses
abibticos. Segundo Chye et al. (2005), plantas transgénicas de batata super
expressando genes PR-2 e PR-3 mostraram resisténcia a patdogenos fungicos, além
de apresentarem maior crescimento radicular, quando comparadas as plantas néo
transgénicas. A transformacdo de Arabidopsis com o gene GhTLP19 promoveu
aumentou a tolerancia a seca, com maior desenvolvimento de tricomas (LI et al.,
2020). Plantas de arroz transgénicos superexpressando o gene JIOSPR10 resultou no
aumento da tolerancia ao fungo M. oryzae como também resultou em fendtipo de

tolerancia a seca e ao estresse salino (Wu et al. 2016). Segundo os autores, a
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tolerancia se deu em funcdo da modulacdo diferencial de varias proteinas
relacionadas ao estresse, principalmente, do estresse oxidativo, metabolismo de

carboidratos e defesa da planta.

Figura 3 — Esquema da regulacédo dos genes PR ap0s estresses abidticos.
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Fonte: Adaptado de Ali et al. (2018b).

De modo geral, proteinas PR apresentam baixa massa molecular (6—43
kDa), resisténcia a proteases e estabilidade sob variacées de pH e temperatura
(VAN LOON et al., 1994; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Também podem
ser divididas em acidas e basicas. As proteinas acidas geralmente sao secretadas
no espaco extracelular, por vias especificas, sendo que as basicas sao
transportadas para o0 vacuolo, por uma sequéncia de extensdo localizada
na extremidade C-terminal (TAKEDA et al., 1991).

Com relacdo a estresses ambientais, a expressao de genes PR ainda nédo é
totalmente compreendida em nivel molecular. No entanto, estudos relatam o
envolvimento de varias vias de sinalizacdo na regulacao da expressao de genes
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PR apds estresse abidtico (ALI et al., 2018b). Conforme Singh et al. (2013),
estresses salino e oxidativo aumentam significativamente a expressao de genes
PR, como verificado em Arabidopsis. Os genes PR de Brassica juncea foram
significativamente induzidos por estresses hormonais (ABA, JA e SA) e pelo
patogeno Erysiphe cruciferarum (ALI et al., 2017). No arroz, a regulacao positiva
do gene PR-10 foi relatada em estresses causados seca e sal (WU et al., 2016).
Além disso, os niveis de mMRNA do gene PR-4 foram regulados positivamente ap6s
frio, salinidade e ferimento (KIM et al., 2014).

Diante do exposto, a expressao de genes PR (principalmente das quitinase,
glucanase, TLP, defensina e tionina) associados adefesa vegetal destacam-se como
excelentes alvos moleculares a serem utilizados no desenvolvimento de culturas cada
vez mais tolerantes (ALl et al., 2017, 2018; ARCHAMBAULT; STROMVIK, 2011; DAI
et al., 2016; EL-KEREAMY et al., 2011; FOUNTAIN et al., 2010; JIANG et al., 2015).

3.2.1 Thaumatin-Like Proteins (TLPs)

As proteinas da familia PR-5 sdo conhecidas pela alta similaridade de sequéncia
com a taumatina, uma proteinas de sabor doce, inicialmente descritas em
Thaumatococcus daniellii, planta nativa do Oeste Africano. Em funcdo disso, séo
chamadas de proteinas semelhantes a taumatina (TLPs) (CHRISTENSEN et al., 2002;
VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Apesar de amplamente descritas em plantas, as TLPs também estédo presentes
em diversos organismos (SHATTERS et al., 2006), incluindo nematoides (KITAJIMA;
SATO, 1999), insetos (BRANDAZZA et al., 2004) e fungos (GRENIER et al., 1999;
SAKAMOTO et al., 2006). Em plantas, as TLPs sédo encontradas em angiospermas,
gimnospermas e bridfitas (LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010).

De forma geral, as proteinas da familia TLP possuem um motivo de fenda acida
(cleft acidic), composto por cinco residuos de aminoacidos conservados: arginina,
acido glutamico e trés residuos de acido aspartico (REDDD), o qual atua na ligacéo
ao seu receptor especifico, durante atividade antifingica. Apresentam massa
molecular entre 18 a 26 kDa (em geral), e tamanho médio de 207 aminoécidos,
incluindo a presenca de 16 residuos de cisteina, responsaveis pela formacéo de oito
ligacdes dissulfeto, tornando-as mais estaveis, principalmente sob variacdes de calor
e pH (BREITENEDER, 2004; GHOSH; CHAKRABARTI, 2008; LIU; STURROCK;
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EKRAMODDOULLAH, 2010; RETHINASAMY; DATTA; MUTHUKRISHNAN, 1999).

Sequéncias menores de TLPs (small TLPs; sTLPs), com massa molecular de
~17 kDa, com apenas 10 residuos de cisteina conservados e cinco ligagdes dissulfeto,
foram identificadas em monocotiledéneas, coniferas e fungos (GREENSTEIN et al.,
2006; LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010).

A maioria das sequéncias das TLPs apresenta o seguinte motivo de assinatura
conservado: G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-D-C-X(1,2)-[GQ]-X(2,3)-C (JESUS-PIRES et al.,
2020; LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010; ZHAO; SU, 2010). A estrutura
terciaria € formada por trés dominios conservados distintos, formando uma fenda
central, localizada entre os dominios | e Il, responsaveis por sua atividade
antimicrobiana (LEONE et al., 2006). Apesar da alta conservagdo de cisteinas e da
atividade antimicrobiana, normalmente as TLPs nao séo classificadas como peptideos
antimicrobianos (AMPSs) ja que, tradicionalmente, os AMPs sdo proteinas menores,
possuindo de 12 a 50 aminoacidos (SANTOS-SILVA et al., 2020).

Nas plantas, as TLPs podem estar acumuladas no espaco extracelular e nos
vacuolos para atuar em resposta a defesa (SAMAC et al., 2011; SHARMA et al., 2020;
TACHI et al., 2009). Em alguns estudos, as TLPs acumuladas nos vacuolos séo
reconhecidas como osmotinas ou OLPs (osmotin-like proteins) devido a sua atuacéo
na resposta ao estresse osmotico (PETRE et al., 2011) ou zeamatina devido a espécie
na qual foi inicialmente identificada (Zea mays) (MALEHORN et al., 1994), no entanto,
a classificacdo das TLPs utiliza a sequéncia de aminoacidos (sequéncia primaria)
como critério e ndo ha diferencas claras entre as sequéncias de TLPs de eucariotos
(JESUS-PIRES et al., 2020). Além disso, anélises filogenéticas revelaram que apesar
de algumas TLPs possuirem fun¢@es diferentes, elas ndo sdo separadas por clados
filogenéticos distintos (SHATTERS et al.,, 2006). Deste modo, o uso dos termos
osmotinas e OLPs é desaconselhavel (JESUS-PIRES et al., 2020).

As TLPs sédo geralmente induzidas em resposta ao estresse bidtico, embora
muitas sejam induzidas por outras condicbes de estresse e/ou fatores de
desenvolvimento. Estudos tém revelado que as TLPs desempenham um papel desde
a rigidificacdo da parede celular até a transducdo de sinais e atividades
antimicrobianas (CHRISTENSEN et al., 2002), sendo identificadas e analisadas em
diversos organismos, incluindo Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (SHATTERS et al.,
2006), Brachypodium distachyon e Hordeum vulgare (IQBAL et al., 2020), Cucumis
melo (L.) (LIU et al., 2020), Citrullus lanatus (Thunb.) (ZHANG et al., 2018), Glycine
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max (L.) (HAYASHI et al., 2014), e Vitis vinifera (L.) (YAN et al., 2017).

Nas ultimas décadas, estudos com TLPs em vegetais tém revelado que essas
proteinas mostram expresséo diferencial quando a planta esta sob efeito de estresses
(biético e/ou abiotico). Sob estresse bidtico, o padrdo de expressdo das TLPs é
elevado nas primeiras horas, sugerindo uma resposta mais efetiva de defesa (HE et
al., 2017; WENG et al., 2014), inibindo o crescimento do fitopatégeno (YAN et al.,
2017; ZHANG et al., 2018). Liu e colaboradores (2020) verificaram que das 28 TLPs
analisadas em melédo (C. melo), a maioria delas mostrou-se significadamente induzida
apos inoculacdo com fungo fitopatogénico Podosphaera xanthii. Este estudo também
revelou algumas TLPs reprimidas, sugerindo efeitos sobre eventos fisiologicos
diferentes, tal como no desenvolvimento da planta. Em melancia (C. lanatus), o gene
CITLP27 inibiu significativamente o crescimento de varios patdgenos fungicos, como
Fusarium verticillioides e Didymella bryoniae (ZHANG et al.,, 2018). Arabidopsis
transgénica expressando uma TLP de uva (VqTLP29) foi associada a maior
resisténcia ao fungo Erysiphe necator e a bactéria Pseudomonas syringa. Além disso,
a resposta imune associada ao fechamento estomatico em decorréncia do ataque de
patdgenos foi reforcada nas linhagens transgénicas (YAN et al., 2017).

A Cynanchum komarovii (uma planta do deserto adaptada a seca), sob estresses
abidticos (Metil Jasmonato, ABA, SA, NaCl e seca), apresentou maior expressao do
de CKTLP, sugerindo a participacdo das TLPs na resposta de diferentes estresses
abidticos (WANG et al., 2011). Similarmente, sob condi¢des de estresse salino, houve
maior inducéo de TLPs no tecido foliar da soja (TACHI et al., 2009), como aumentou
a tolerancia de Arabidopsis transgénica sob condicdo de estresse por seca,
promovendo o desenvolvimento dos tricomas em Arabidopsis (LI et al.,, 2020). O
fragmento TACA (A/G) do promotor PR5, combinado com Dil9 (Drought-induced
protein 19), resultou no aumento da expressdo de PR-5 e da tolerancia a seca em
Arabidopsis (LIU et al., 2013).

A regulacdo das TLPs ocorre através de varios sinais de hormoénios vegetais e
fatores de transcricdo, o que sugere sua participacdo nos processos de crescimento
e desenvolvimento das plantas, como a formacao de 6rgéos florais e desenvolvimento
de fibra (LI et al., 2020; NEALE et al., 1990). Igbal et al. (2020) avaliaram a expressao
de TLPs de Hordeum vulgare e relataram que algumas HvTLPs (HVTLP14, 17 e 18)
foram diferencialmente expressas durante a germinacdo (16-96 h) indicando seu

possivel papel envolvimento na germinacdo de sementes e no processo de maltagem.
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Alguns estudos também revelaram que as proteinas TLPs demonstraram funcao
anticongelante, como as AFPs (antifeeze proteins) - atividade esta, reportada em
centeio, durante aclimatacéo ao frio (HIILOVAARA-TEIJO et al., 1999; YU; GRIFFITH,
1999). Outro exemplo inclui uma TLP da larva de Dendroides canadenses (besouro),
a qual mostrou interagir com as proteinas AFPs, formando complexos maiores que as
AFPs sozinhas (WANG; DUMAN, 2006).

TLPs também atuam como alergénicos de frutas, como a Mald2 na mac¢a (Malus
domestica) (HSIEH; MOOQOS; LIN, 1995) - posteriormente descrita como Atoc2 no kiwi
(Actinidia chinensis) (GAVROVIC-JANKULOVIC et al., 2002); uma TLP de uva (Vitis
vinifera) (PASTORELLO et al., 2003) e outra de banana (Musa acuminate) (LEONE et
al., 2006).

Adicionalmente, algumas TLPs apresentam um dominio intracelular quinase (na
regido C-terminal) formando as “TLPKs”, também conhecidas como PR5-K. A primeira
TLPK reportada foi em Arabidopsis, cuja similaridade com as proteinas TLPs
sugeriram alvos patogénicos semelhantes, embora o mecanismo exato de acdo dos
TLPKs ainda n&o seja conhecido (LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010).
Recentemente foram identificadas TLKs nos genomasde cinco culturas de
cereais:Brachypodium distachyon (planta modelo para gramineas forrageiras e
cereais) cevada (Hordeum vulgare), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor) e
trigo (Triticum aestivum) (SHARMA et al., 2020).

Para realizacdo de estudos de identificagédo e caracterizacéo de genes TLPs em
plantas, espécies adaptadas a ambientes extremos sdo promissoras, principalmente
aguelas tolerantes a altas temperaturas, solos salinizados e com baixa disponibilidade

hidrica.

3.3 A CAATINGA COMO AMBIENTE NA BUSCA DE GENES DE TOLERANCIA A
ESTRESSES AMBIENTAIS

A Caatinga € considerada um dos grandes biomas brasileiros correspondendo a
cerca de 11% do territério nacional (912.529 Km2) sendo a maior parte da regiao
semiarida do nordeste brasileiro, incluindo os estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranh&o, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe
(LEAL et al., 2005; TABARELLI et al., 2018).

Apresenta extrema heterogeneidade de topografia, clima, solos e vegetagao
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(SILVA et al., 2017; VELLOSO et al., 2002), contribuindo significativamente para o
surgimento de diferentes formacodes vegetais (LEAL et al., 2005)-

A-vegetacdo é constituida principalmente de arbustos e arvores de pequeno
porte, bem como muitas plantas suculentas, apresentando anatomia, morfologia e
mecanismos fisioldgicos adaptados para prosperar em um ambiente hostil imposto por
chuvas irregulares e secas prolongadas (precipitacdo de <1800 mm/ano, com
periodos de 5 a 6 meses recebendo menos que 100 mm (QUEIROZ et al., 2017).

A diversidade de plantas angiospermas é notavelmente alta na Caatinga,
representadas por 3.347 espécies, 962 géneros e 153 familias das quais, 526
espécies e 29 géneros sdo endémicas. Esses numeros revelam uma relacéo
espécie/area, proporcionalmente maior do que a da floresta amaz6nica, ou seja, uma
média de 4 espécies por mil km? na Caatinga e 2,5 espécies/ mil km? na Amazonia
(FERNANDES; CARDOSO; QUEIROZ, 2020). Dentre as familias de plantas, as
Leguminosae (Fabaceae) e Euphorbiaceae sdo as mais ricas em espécies (490
espécies/ 112 géneros e 199 espécies / 27 géneros, respectivamente) e, considerando
espécies endémicas, essas também sdo as mais representadas, seguidas pelas
familias Cactaceae, Bromeliaceae, Malvaceae e Apocynaceae (FERNANDES,
CARDOSO; QUEIROZ, 2020).

Apesar da riqueza desse bioma, a caatinga destaca-se como um dos biomas
mais afetados pelas mudancas climéaticas globais, visto que o aumento das
temperaturas e da aridez tendem a reduzir a dindmica dos ecossistemas naturais,
afetando a distribuicdo e diversidade das espécies. Segundo SILVA et al. (2019),
espécies de plantas endémicas da Caatinga sédo altamente vulneraveis, até mesmo a
cenarios conservadores de mudancas climéticas futuras. Além disso, os baixos
indices pluviométricos, associado as altas taxas de evaporacdo (condicao
predominante em diversas areas), tém levado a pratica de irrigacdo, acelerando o
processo de salinizacdo dos solos (ZHAO et al., 2020).

Consequentemente, a frequéncia e duracao da seca, o aumento da temperatura
associados a praticas insustentaveis de manejo do solo tém potencializado o processo
de erosao, assoreamento dos rios, comprometendo a biodiversidade deste bioma,
contribuindo para o processo de desertificagdo (DEMARTELAERE et al., 2021;
MARENGO et al., 2017; SANTOS et al., 2011).

Neste sentido, espécies altamente adaptadas as condi¢des estressantes do

semiarido chamam a atencéo pelas condi¢cbes extremas de estresse que conseguem
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suportar, portanto, sdo espécies promissoras em estudos visando a prospeccédo de
categorias de moléculas (ou genes) relacionados a tolerancia a fatores de estresses
ambientais, especialmente, seca e salinidade. Estudos dessa natureza exaltam a
importancia do potencial biotecnolégico da riqueza desse bioma exclusivamente

brasileiro.

3.3.1 Leguminosas: além da importancia socioecondmica

A familia Leguminosae ocupa a terceira posicdo entre as maiores familias de
angiospermas (LPWG, 2013; 2017). Sua ampla distribuicdo geografica (incluindo
regides temperadas, tropicais e subtropicais) ressalta a capacidade de adaptacao
desta importante familia aos mais diferentes ambientes (KNOTHE et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2020). No Brasil ocorrem 220 géneros e 2.830 espécies, estando
entre as familias mais ricas na maioria dos biomas brasileiros, predominantemente na
Amazonia e Caatinga (GIULIETTI et al., 2005; PEREIRA et al., 2019; RODRIGUES et
al., 2020).

Membros desta familia apresentam uma grande diversidade de héabito de
crescimento, desde ervas perenes até arvores de grande porte (SILVEIRA; MIOTTO,
2013). Muitas espécies de leguminosas sdo amplamente conhecidas pela sua
importancia socioecondémica, a exemplo do amendoim (Arachis hypogaea L.), da
ervilha (Pisum sativum), do feijdo (Phaseolus vulgaris), do grao-de-bico (Cicer
arietnum), da lentilha (Lens cultivaris), e da soja (Glycine max). Outras leguminosas,
embora menos conhecidas, sdo amplamente utilizadas para fins madeireiro (BALDIN;
MARCHIORI, 2014; SANTOS et al., 2017), forrageiro (LISTA et al., 2019; MUIR et al.,
2019), medicinal (VILELA et al., 2021; NGHONJUYI et al.,, 2016) e ornamental
(MASLOVA et al., 2018; MOREIRA et al., 2018).

Dentre as espécies notavelmente adaptadas as condi¢des ambientais do
semiarido nordestino destacam-se duas leguminosas, sendo uma arbdrea, a
Cenostigma pyramidale e uma arbustiva, a Stylosanthes scabra. Tendo em vista a
tolerancia dessas espécies frente a deficiéncia hidrica e salinidade, essas plantas
apresentam-se como excelentes modelos vegetais na busca e analise de genes

associados aos referidos estresses.
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3.3.1.1 Cenostigma pyramidade

Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G. P. Lewis (sindbnimo Caesalpinia
pyramidalis Tul., Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz), € uma Leguminosa,
pertencente a subfamilia Caesalpinioideae (WARWICK; LEWIS, 2009), popularmente
conhecida como “catingueira” e, portanto, considerada um dos simbolos desse bioma.
Apresenta ampla distribuicdo no Nordeste brasileiro, abrangendo os estados de
Alagoas, Bahia, Cear4, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe; sendo
também encontrada na regido Norte, no estado do Amazonas, embora a ocorréncia
seja rara (Figura 4) (PEREIRA-FILHO et al., 2018).

Ocorre em diversos ambientes, desde varzeas Umidas (com porte arbéreo de até
10 m altura) como em &reas semiaridas (de porte arbustivo, geralmente até 2 m de
altura) (MAIA, 2004; CARVALHO, 2014).

Figura 4 — Mapa de distribuicdo geografica de C. pyramidale.

Fonte: Pereira-Filho et al. (2018).

Morfologicamente, C. pyramidale apresenta folhas bipinadas, com foliolos
alternos ou opostos (MAIA, 2004) de coloragéo rosada, quando novas, tonando-se
verdes (ARAUJO et al., 2008). As flores sdo amarelas e o caule geralmente apresenta
uma casca acinzentada, € curto, estreito e lenticelado. O fruto € um legume do tipo

deiscente, de coloracdo castanho claro e composto por 5 a 7 sementes (castanho-
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escuro ou verde-escuro) (Figura 5).

Figura 5 — Morfologia de Cenostigma pyramidale. A. Espécime, B. Folhas, C. Caule, D. Flores, E.
Vargem e F. Sementes.

A B

Fonte: NEMA (2019).

A floracdo da catingueira ocorre entre a estacao seca e chuvosa, com a brotacao
iniciando nos primeiros indicios de chuva, cujo ciclo se completa, aproximadamente,
30 dias apos inicio do periodo chuvoso (BRAGA, 1976 MAIA, 2004; QUEIROZ, 2009).
E considerada uma das leguminosas mais versateis do semiarido brasileiro, tendo em
vista seu elevado potencial madeireiro, forrageiro e medicinal (ALVIANO et al., 2008;
LIMA et al., 2014; LORENZI, 2016; VILELA et al., 2021).
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A madeira apresenta grandes quantidades de celulose e lignina, sendo utilizada
na geracao de carvao, mourdes, coque metallrgico e até alcool combustivel, também
sendo empregada na producéo de corantes a inseticidas (MAIA, 2004; SILVA et al.,
2009). O alto teor proteico torna a catingueira uma espécie amplamente utilizada para
a alimentacéo animal, principalmente durante a estacdo de seca, quando submetidas
a processo de fenacéo, ja que normalmente a planta perde suas folhas nesse periodo
(ALVES et al., 2007; DANTAS et al., 2009). A presenca de biflavonoides, flavonoides,
triterpenos e fenilpropanoides exalta seu uso terapéutico, onde as flores, folhas e
cascas (infusGes) sdo indicadas no tratamento de hepatites, anemias, gastrite, colica,
diarreia, azia estomacal, dor, bronquite e asma, entre outras doencas (ALVIANO et
al., 2008; VILELA et al., 2021).

A catingueira possui impressionante capacidade de adaptacdo as condi¢cfes
ambientais adversas, especialmente a altas temperaturas, luminosidade, salinidade e
déficit hidrico (DOMBROSKI et al., 2011; MAIA, 2004). Apresenta baixo potencial
hidrico na estacdo seca, mantendo altos valores de condutancia estomatica,
possibilitando transpiracdo mesmo em horarios mais quentes, indicando um eficiente
ajustamento osmdtico, visto que o sistema radicular ndo alcanca os lencéis freaticos
profundos (ARAUJO et al., 2008; DOMBROSKI et al., 2011).

Com base nas suas propriedades fisioldgicas, essa espécie tem sido alvo de
varios estudos, incluindo: a biologia reprodutiva (LEITE; MACHADO, 2009), quebra de
dorméncia de sementes (ALVES et al., 2007), influéncia da precipitacdo na densidade
e na dominancia populacional (ANDRADE et al., 2009) e nas rela¢des hidricas durante
estacdo seca (ARAUJO et al., 2008; DOMBROSKI et al., 2011). Estudos recentes
reportaram que em associacédo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), a espécie
tende a alterar o metabolismo bioquimico sob influéncia de diferentes tipos de estresse
abidticos, tanto sob hidratacdo (FROSI et al., 2016a) como sob deficiéncia hidrica
(FROSI et al., 2016b), assim como sob efeito de estresse por salinidade (FROSI et al.,
2018, 2021; LIMA et al., 2021).

3.3.1.2 Stylosanthes scabra
O género Stylosanthes Sw. (stylo; Papilionoideae) € conhecido por incluir

espécies fixadoras de nitrogénio e tolerantes & seca (MARQUES et al., 2018). E um

género altamente diverso e polimdrfico, composto por cerca de 50 espécies tropicais
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e subtropicais, distribuidas principalmente neotrépicos (COSTA; SARTORI; POTT,
2008; MARQUES et al., 2018). O Brasil € considerado o centro de diversidade do
género, com espécies ocorrendo em todos os biomas, compreende 32 espécies sendo
13 endémicas (SANTOS-GARCIA et al., 2012; STACE; CAMERON, 1984; GISSI,
2020). Cinco espécies deste género, S. scabra, S. seabrana, S. hamata, S. guianensis
e S. viscosa, sao predominantemente utilizadas como forrageiras de trépicos umidos
a semiaridos (CHANDRA; PATHAK; BHATT, 2006), com capacidade de restaurar a
fertiidade e melhorar as propriedades fisicas do solo, além de fornecer cobertura
vegetal permanente.

Popularmente conhecida no Brasil como trifélio e alfafa-do-nordeste,
Stylosanthes scabra Vogel destaca-se por apresentar tolerancia a seca (NAGAICH et
al., 2013) e desenvolvimento sob solos pobres, acidos, de superficie arenosa, sendo
amplamente indicada como forrageira (CALLES; SCHULTZE-KRAFT, 2016;
RESENDE et al., 2006). Apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo em diferentes
regides brasileiras, incluindo o Norte (Para e Roraima), Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte), Centro-Oeste
(Distrito Federal, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Rio Grande do Sul) (Figura 6) (MELO
et al., 2018).

Figura 6 — Mapa de distribuicdo geogréafica de S. scabra.

Fonte: Melo et al. (2018).
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S. scabra é um subarbusto de habito ereto, cujo porte pode variar de 20 a 150
cm de altura. Os ramos geralmente s&o escabrosos e viscosos, com folhas
trifolioladas, cujos foliolos apresentam em média de 8 a 21 mm de comprimento e 2 a
7 mm de largura. De raiz principal aprumada e lenhosa e caule lenhoso, apresenta

inflorescéncia semelhante a espiga, com flores de coloracdo amarela (Figura 7).

Figura 7 — Morfologia de Stylosanthes scabra Vogel. A. Espécime, B. Folhas e Flores e C. Sementes.

3,2 i
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Fonte: Mercadante (2017).

Os frutos desta espécie sdo do tipo lomento (Figura 7C), apresentando sementes
elipsoides assimetricamente reniformes, com extremidade proeminente (amareladas
ou enegrecidas) (MELO et al., 2018) e de reproducéo por autofecundacdo (STACE;
CAMERON, 1984). O florescimento e frutificacdo dessa espécie ocorrem
simultaneamente entre os meses de abril a junho e de agosto a fevereiro, com
germinacgao e crescimento lentos (FORTUNA-PEREZ; SILVA; TOZZI, 2011).

S. scabra apresenta grande potencial de propagacéo natural, ocorrendo
espontaneamente a margem de estradas, capoeiras e areas alteradas da Caatinga,
em mata de cip6 e campos rupestres, principalmente em matas pouco densas e solos
arenosos (MELO et al., 2018). Além disso, foi coletada em area de restinga aberta,
em dunas, as margens de lagoas ou em bordas de florestas estacionais deciduais
(SAO-MATEUS et al., 2013). Os ramos finos e as folhas sdo muito utilizados como

forragem na Australia e em outros paises com climas tropicais, sendo considerado
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uma das leguminosas forrageiras mais utilizadas economicamente (HALL, GLATZLE,
2004). Nos ultimas anos essa espécie tem sido predominantemente utilizada em
centros de pesquisa agricola no Brasil, Australia e paises do sul da Asia, com vistas
no melhoramento para utilizagdo como pastagem e adubo verde, especialmente em
regides de baixa precipitacdo (CHANDRA, 2013; MARQUES et al., 2018).

Contudo, plantas naturalmente adaptadas a ambientes extremos, a exemplo da
catingueira e da estilosantes representam uma riqgueza vegetal ainda nao explorada,
principalmente em estudos envolvendo a prospeccdao de genes importantes na
determinacao da tolerancia aos principais fatores de estresse como seca e salinidade.
Para caracterizacdo de genes associados a tolerancia em plantas como estas, assim
como em outras espeécies, a transcriptbmica aliada a bioinformatica torna-se
indispensavel. Por meio dessa associacao € possivel identificar genes, analisar os
niveis de expressdo génica em diversos tratamentos e inferir funcdo a partir da

modulacao desses genes.

3.4 A TRANSCRITOMICA E BIOINFORMATICA COMO FERRAMENTAS NA
ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Estudos de transcriptbmica permitem a avaliacdo do conjunto completo de
transcritos, analisando os padrées de expressdo génica em células e tecidos, em
situacdes de andlise especificas (comparando controle e estressado). Neste sentido,
analises de transcriptomas sdo fundamentais para a identificacdo de elementos
funcionais do genoma, na determinac¢éo de padrdes de modificacdes pos-traducionais
e inferéncia sobre seu papel nos processos bioldgicos (WANG; GERSTEIN; SNYDER,
2009).

Entre as abordagens utilizadas na transcriptébmica, o sequenciamento de RNA
através de tecnologias de alto desempenho (RNA-Seq) destaca-se como uma das
ferramentas mais promissoras. Nessa abordagem, cada molécula é sequenciada ,
gerando sequéncias curtas de uma extremidade (single-end) ou em ambas as
extremidades (paired-end) , podendo ser obtidas por diferentes tipos de montagens,
como a montagem baseada em referéncia (utilizando um genoma de referéncia), a
montagem de novo (que encontra sobreposicdes entre as leituras) ou uma
combinacédo de ambas as montagens (KUKURBA; MONTGOMERY, 2015).

A tecnologia de RNA-Seq possui alta acuracia na quantificacdo da expressao,
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precisa de menores quantidades de RNA, permite a predizer localizacdo de éxons,
introns e sitios de splicing alternativo, além da identificar as extremidades 5’ e 3’ dos
genes e detectar genes niveis baixos de expressdo (MARGUERAT; WILHELM,;
BAHLER, 2008; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Devido a isso, essa
abordagem vem sendo utilizada em estudos de expresséo génica em muitas culturas
importantes, como o arroz (XIA et al., 2017), cana-de-acUcar (PEREIRA-SANTANA et
al., 2017), feijao (O’ROURKE et al., 2014), milho (LIU et al., 2015), uva (SHANGGUAN
et al., 2017) e soja (ZENG et al., 2019)

Adicionalmente, tdo importante quanto a geracdo e identificacdo de um
transcriptoma, e de seus respectivos genes, € a quantificacdo da expressao
diferencial, ou seja, atribuir a cada gene um perfil transcricional frente a um fator de
estresse, assim como conhecer quais genes participam desde a transducéo de sinais
até a modulacéo da sua expressao.

Desta forma, as metodologias de sequenciamento juntamente com as

ferramentas da bioinformatica tém gerado um grande numero de dados biolégicos,
assim como tém permitido a identificacdo de genes diferencialmente expressos,
inclusive de transcritos raros (MANZONI et al., 2018; MOCHIDA; SHINOZAKI, 2010).
Essas informacgdes tém sido fundamentais para a compreensdo dos mecanismos de
sinalizacéo transcricional, traducional e pdés-traducional regulados em plantas frente a
diferentes tipos estresses. Tais informacdes sdo de extrema importancia no
desenvolvimento de estratégias visando o aumento da tolerancia/resisténcia das
plantas (MOCHIDA; SHINOZAKI, 2010).

Ao longo dos anos, os dados gerados pela transcriptdmica e outras 6micas tém
aumentado exponencialmente, tornando-se inviavel lidar com esses dados
manualmente (SANTOS-SILVA et al., 2020). Assim, as sequéncias de multiplas
origens tém sido depositadas em bancos de dados, constituindo servidores privados
e/ ou repositorios publicos (MANZONI et al., 2018; SANTOS-SILVA et al., 2020). Tal
como o UniProt - Universal Protein Resource (https://www.uniprot.org/), exemplo de
bancos de dados bioldgicos e considerado um recurso abrangente para sequéncia de
proteinas e dados de anotacao funcional.

Os bancos de dados também s&o importantes quando se busca a identificacdo
de genes em transcriptomas. Dentre os métodos mais utilizados para este fim
destacam-se: BLAST, HMM e REGEX. O primeiro método consiste no alinhamento de

sequéncias-sondas (seed-sequences) do gene alvo em banco de dados publicos
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contra o banco de dados da espécie estudada (transcriptoma, genoma, etc.
(ALTSCHUL et al., 1990). No segundo método é utilizada a ferramenta HMMER,
buscando padrdes no dominio conservado, por meio do algoritmo de Hidden Markov
Modelo (HMM) (PORTO; PIRES; FRANCO, 2017). O terceiro método é utilizado para
analise de expressao regular (REGEX) (THOMPSON, 1968), com padrbes de
peptideos desenvolvidos previamente.

Uma vez selecionadas as sequéncias candidatas, as caracteristicas podem ser
avaliadas, por exemplo, investigados os dominios e motivos conservados, ponto
isoelétrico (pl), massa molecular (MW), localizagc&o subcelular e a construcao e analise
do modelo tridimensional para conferir a proteina uma funcao biolégica especifica,
além disso, é possivel observar a expressdo génica e compreender a funcao
molecular das sequéncias candidatas frente as condigbes experimentais analisadas.
Um fluxograma dessas etapas é apresentado na Figura 8 (SANTOS-SILVA et al.,
2020).

Figura 8 — Fluxograma das principais etapas de identificacdo, caracterizacdo e andlise de expressao
de TLPs.
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Os dados de expressao diferencial (obtidos através do RNA-Seq e devidamente
processados por meio de ferramentas de analise in silico) necessitam ser validados.
Diante da variedade de métodos atualmente disponiveis para este fim, a PCR

guantitativa em tempo real (RT-gPCR) tem sido amplamente utilizado na quantificacéo
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da expressdo de amostras biologicas, sob influéncia de diferentes condicdes
experimentais (AGARWAL et al., 2013; SINICROPI et al. 2007; VANHAUWAERT et
al., 2014). A alta sensibilidade, especificidade, exatiddo e precisdo da técnica, bem
como sua simplicidade e velocidade de processamento prético, tornam a RT-gPCR o
método mais indicado a ser utilizado para validacéo de dados de expresséao (BUSTIN,
2002; WONG; MEDRANO, 2005).

Em conjunto, as metodologias descritas sdo fundamentais para o conhecimento
de quais genes sdo expressos em resposta a determinado tipo de estresse, assim
como quantificar sua expresséao. A partir dessas informacdes € possivel tracar o perfil
de expressdo de um conjunto de genes intimamente associados ao estresse em
questao, constituindo uma fonte valiosa a ser disponibilizada para programas de

melhoramento vegetal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO 1

Caracterizacdo e analise de expressdo de Thaumatin-Like Proteins de

Cenostigma pyramidale sob estresse salino
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Resumo: Estresses abibticos sdo um desafio constante para as plantas. Para
enfrenta-los, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesa. As proteinas
semelhantes a taumatinas (TLPs) séo fundamentais contra diversos estresses biéticos
e abioticos, e desempenham o papel de sinalizadores de atividades transducédo e
antimicrobianas. A catingueira (Cenostigma pyramidale) € uma planta amplamente
encontrada no bioma Caatinga, conhecida por ser altamente tolerante a restricdo
hidrica e salinidade. O presente estudo teve como obijetivo identificar e caracterizar as
TLPs no transcriptoma da C. pyramidale sob estresse salino. Foi possivel identificar
36 CpTLPs que apresentaram os dominios caracteristicos da familia das TLPs, um
peptideo sinal na regido N-terminal, massa molecular entre 20,6 e 24,5 kDa e ponto
isoelétrico de 4,11 a 9,64. O alinhamento multiplo revelou a conservagdo de 16
cisteinas, um motivo de assinatura e um motivo "REDDD", todos caracteristicos das
TLPs. A modelagem tridimensional das seis sequéncias analisadas revelou a
presenca de trés dominios tipicos das TLPs e na dindmica molecular a maioria dessas
sequéncias demonstraram estabilidade durante a simulacdo. A analise de expressao
diferencial (via RT-gPCR) foi realizada nos tempos 30 min, 2 h e 11 dias apos
imposicao de estresse salino, nos tecidos foliar e radicular. Foi possivel observar a
superexpressao de quatro TLPs (CpTLP2, CpTLP5, CpTLP20 e CpTLP31), bem como
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verificar expressao diferencial distinta entre os tecidos avaliados, indicando que os

genes CpTLPs analisados estdo associados a tolerancia da catingueira a salinidade.

Introducéo

As plantas enfrentam uma variedade de estresses ambientais ao longo de seu
ciclo de vida. Esses estresses sdo caracterizados em bioticos, causados
especialmente por patdgenos, tais como bactérias, fungos, nematoides e virus, e
abidticos, causados por temperatura, deficiéncia hidrica, salinidade, etc. (GULL,
LONE, WANI, 2019; SHARMA et al., 2020). A seca e a salinidade destacam-se entre
os principais fatores de estresse abidticos que afetam as areas agricolas no mundo
(CRAMER et al., 2011).

Solos salinos sdo encontrados em todos o0s continentes, impactando a
agricultura, os recursos hidricos e o meio ambiente (ZHAO et al., 2020). O processo
de acumulo de sais decorre de causas naturais e/ou a¢ao antrépica. O clima também
tem efeito sobre a salinizacdo, principalmente em regides aridas e semiaridas, tendo
em vista as elevadas taxas de evaporacdo (OMUTO et al., 2020). O estresse salino
afeta a planta inteira, em todos os niveis (morfolégico, fisiolégico e bioquimico) em
todos os estagios de crescimento (desde a germinacao até a fase de maturacao),
resultando na reducédo da producao de biomassa (NAWAZ et al., 2010).

Apesar dos grandes avanc¢os na pesquisa envolvendo o estresse salino em
plantas nas ultimas décadas, muitos dos processos basicos (ex. captacdo, sequestro
e transporte de ions associados a salinidade) que contribuem para a tolerancia em
plantas ainda permanecem parcialmente compreendidos (ISAYENKOV; MAATHUIS,
2019).

Uma das estratégias usadas pelas plantas em resposta a fatores de estresse
envolve a sintese de proteinas PR (Pathogenesis-related protein), as quais foram
classificadas em 17 familias (PR-1 a PR-17) (ALI et al., 2018; SELS et al., 2008). As
TLPs (Thaumatin-like proteins) pertencem a familia PR-5, cuja nomenclatura se deve
a alta similaridade com uma proteina de sabor doce - uma taumatina, isolada de
Thaumatococcus daniellii (planta nativa do oeste africano) (CHRISTENSEN et al.,
2002; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; WEL; LOEVE, 1972).

A maioria das TLPs apresenta a sequéncia consenso G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-
D-C-X(1,2)-[GQ]-X(2,3)-C (LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010; ZHAO;
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SU, 2010), além de um motivo composto por cinco residuos de aminoacidos
conservados, sendo uma arginina (R), um acido glutamico (E) e trés residuos de acido
aspartico (D), (motivo REDDD), formando um dominio definido de fenda &cida (cleft
acidic), responsavel pela atividade antifangica (ZHAO; SU 2010). A massa molecular
dessa varia de 18 - 26 kDa, com uma média de 207 aminoéacidos, sendo 16 residuos
de cisteinas ligadas por pontes de dissulfeto, tornando-as estaveis sob varias
condicbes de estresse, como calor e pH (BREITENEDER, 2004; GHOSH,;
CHAKRABARTI, 2008; LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010;
RETHINASAMY; DATTA; MUTHUKRISHNAN, 1999).

Tendo em vista seu envolvimento na defesa vegetal, conferindo maior
resisténcia a fitopatégenos e tolerdncia a fatores abidticos, as TLPs tém sido
caracterizadas e testadas em varias espécies de plantas. Exemplos incluem
Arabidopsis thaliana (SHATTERS et al., 2006), Arachis diogoi (SINGH et al., 2013),
Cucumis melo (L.) (LIU et al., 2020), Citrullus lanatus (Thunb.) (ZHANG et al., 2018),
Glycine max (L.) (HAYASHI et al., 2014), Hordeum vulgare (IQBAL et al., 2020), Oryza
sativa (L.) (SHATTERS et al., 2006) e Vitis vinifera (L.) (YAN et al., 2017). Essas
proteinas séo expressas durante o crescimento e desenvolvimento vegetal (NAWROT
et al., 2021), com também séo induzidas em resposta a fatores de estresse bioticos e
abioticos (MUOKI et al., 2021, RAJAM et al., 2007; TACHI et al., 2009; FAILLACE et
al. 2021). Experimentos conduzidos com plantas transgénicas expressando TLPs
revelaram maior toleréncia a deficiéncia hidrica (WEBER et al., 2009; PARKHI, et al.
2009) e a salinidade (SINGH et al., 2013; KUMAR et al., 2016). A inducdo de genes
gue codificam proteinas PR em plantas em resposta a uma ampla variedade de
estresses reforca sua importancia como excelentes candidatos na obtencédo de
plantas tolerantes a multiplos estresses (ALl et al., 2018).

A exploragao da diversidade, juntamente com uma maior compreensao dos
mecanismos de tolerancia a salinidade a nivel molecular sdo evidentes. Neste sentido,
espécies adaptadas a ambientes hostis, com pouca disponibilidade hidrica e solos
salinos representam uma riqueza genética essencial para este proposito. Tendo em
vista as multiplas funcbes desempenhadas pelas TLPs, entre diferentes espécies de
plantas e estresses, a caracterizacdo e expressao dessas proteinas em plantas
tolerantes ao estresse salino sdo fundamentais.

Cenostigma pyramidale (Tul.) L.P. Queiroz, é uma planta lenhosa, da familia

das leguminosas, endémica da Caatinga e uma das espécies mais representativas
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desse bioma. Utilizada, principalmente, para fins medicinais e forrageiros (ALVIANO
et al., 2008; DANTAS et al., 2009; LORENZI, 2016; VILELA et al., 2021), estudos
recentes revelaram que em associa¢cdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS),
a catingueira apresentou respostas bioquimicas que indicaram tolerdncia em
condicbes de seca (FROSI et al., 2016) e salinidade (FROSI et al., 2017; LIMA et al.,
2021). No estudo de LIMA et al. (2021), os autores observaram que no tecido foliar, a
catingueira apresentou capacidade de remobilizar o conteddo de Na+ rapidamente e
recuperou a concentracao de K+ horas ap0s o inicio da imposi¢ao do estresse salino.
Além disso, Frosi et al. (2017) relataram que esta espécie mantém o equilibrio i6nico
sob estresse salino, indicando a tolerancia da catingueira a salinidade.

O presente estudo teve como objetivo identificar TLPs no transcriptoma
radicular de C. pyramidale sob estresse salino, caracterizando a estrutura génica, a
localizacédo subcelular, os motivos conservados, a estrutura tridimensional e analise
fenética. O perfil de expressdo de TLPs dessa espécie também foi avaliado em

diferentes tecidos, sob condi¢éo de estresse salino.

Material e Métodos

Material Vegetal e imposicéo do estresse

O experimento foi realizado em Casa de Vegetacao na Universidade Federal de
Pernambuco, localizada em Recife, Brasil. As sementes de C. pyramidale foram
gentilmente fornecidas pelo Nucleo de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA)
- UNIVASF / Petrolina-PE, Brasil. Sementes de C. pyramidale foram desinfestadas em
hipoclorito de sédio 1% e germinadas em bandejas contendo areia lavada esterilizada.
Apos 20 dias, as plantas foram transplantadas para potes com capacidade de 300 mL
e mantidas em casa de vegetacdo com umidade relativa de 40%—-60%, temperatura
média de 34 + 2 °C e luz natural. Apds seis meses de cultivo, as plantas foram
submetidas ao estresse salino, através da irrigacdo com 300 mL de solucéo salina
(NaCl 100 mM). Plantas controle permaneceram com irrigacdo com agua. As plantas
(controle e estressadas) foram coletadas ap6s 30 minutos, 2 horas e 11 dias (maximo
de estresse). Foram coletadas trés réplicas biologicas por tempo de estresse. As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente armazenadas a -
80 °C.



49

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido do tecido radicular e foliar de C. pyramidale, utilizando
os protocolos CTAB (CHANG; PURYEAR; CAIRNEY, 1993) e através do Kit SV Total
RNA Isolation System (Promega), respectivamente. Apos o tratamento com DNAse
(DNA-free™ Kit DNase Treatment & Removal (Invitrogen-Ambion), as amostras de
RNA foram avaliadas em eletroforese em gel de agarose a 1,5% e quantificadas em
Fluorimetro (Qubit®-Life Technologies). Aliquotas de 1 uL de RNA (em todos os
tratamentos e controle, incluindo 3 réplicas biolégicas) foram convertidas em cDNA,
através do kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), seguindo as

instrugdes do fabricante.

Identificacdo das sequéncias CpTLPs no transcriptoma de C. pyramidale

As sequéncias de TLPs de C. pyramidale (CpTLPs) foram obtidas do banco de
transcriptoma (RNA-Seq) da referida espécie (FROSI et al., 2021b). A identificagédo
das CpTLPs foi realizada utilizando trés métodos (SANTOS-SILVA et al., 2020). O
primeiro método consistiu no alinhamento de sequéncias-sondas (seed-sequences)
de TLPs disponiveis no banco de dados publico UniProt (https://www.uniprot.org/)
contra o banco de dados de RNA-Seq da catingueira por meio da ferramenta BLAST.
No segundo método foi utilizada a ferramenta HMMER (FINN; CLEMENTS; EDDY,
2011), buscando padrées no dominio conservado, por meio do algoritmo de Hidden
Markov Modelo (HMM). O terceiro método foi realizado usando expressao regular
(RegEXx), com os padrdes de peptideos desenvolvido por nosso grupo de pesquisa.

As sequéncias candidatas (CpTLPs) foram traduzidas por meio da ferramenta
Transdecoder (http://transdecoder.sf.net.) e os dominios conservados foram
identificados por meio do Batch CD-Search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) e InterProScan
(https:/lwww.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). A presenca de peptideo sinal e
dominios transmembrana (TM) foram previstos pelas ferramentas SignalP 5.0
(PETERSEN et al., 2011) e TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001), respectivamente.
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Caracterizacdo e analise fenética

As CpTLPs com dominio completo foram analisadas quanto ao tamanho, ponto
isoelétrico (pl), massa molecular (MW) e hidrofobicidade, através da grande média de
hidropaticidade - GRAVY (grand average of hydropathy) preditos no ExPASy
ProtParam (http: //web.expasy.org/protparam/). A localizacdo subcelular foi predita
com o auxilio do programa ProtComp 9.0 (Softberry Inc., Mount Kisco, NY, USA).

Utilizando a ferramenta Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) foi realizado
um alinhamento multiplo com uma sequéncia de taumatina de Thaumatococcus
daniellii (Benth.) para identificacdo de padrées conservados. Os motivos conservados
foram preditos por meio da ferramenta MEME 5.0.3 (http:/meme-
suite.org/tools/meme), conforme os parametros sugeridos por LIU et al. (2020) e
visualizados no software TBtools (CHEN et al., 2020). A classificacdo das subfamilias
das CpTLPs foi realizada comparando-as com TLPs de outras espécies, por
similaridade. A arvore fenética foi construida pelo método de Neighbor-Joining e
bootstrap de 1000 repeticbes, com auxilio do programa MEGA v.7 (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016) e visualizados por meio da ferramenta iTol (LETUNIC;
BORK, 2016). A estrutura secundaria foi obtida a partir do pacote JNet Secondary
Structure Prediction (COLE; BARBER; BARTON, 2008).
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Figura 1 - Fluxograma das principais etapas desenvolvidas na caracterizacéo estrutural e anotacao
funcional das CpTLPs.
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Andlise de expressao in silico

Os dados do transcriptoma de C. pyramidale do tecido radicular foram baixados
do banco de dados NCBI Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GIYPO0000000 para analisar os niveis de
expressdo dos genes CpTLPs (FROSI et al., 2021b). A construcdo do perfil de
expressado in silico foi baseada na analise dos valores de Fold Change (FC) dos
transcritos (tratamento versus controle), a partir do programa EdgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2010). Transcritos com -1 >FC > 1, p-value e FDR < 0,05 foram
considerados diferencialmente expressos e submetidos ao software CLUSTER 3.0
(READ et al., 2001), para a analise de agrupamentos através do método Hierarchical
Clustering Analysis (EISEN et al., 1998), cujos resultados foram apresentados em um
painel de expresséo, gerado pelo programa TreeView (SALDANHA, 2004) e dispostos

em heatmap.

Desenho de primers e analise da expressao diferencial por gPCR

Para cada transcrito diferencialmente expresso in silico foram desenhados
primers, através do programa Primer3 Plus (UNTERGASSER et al., 2007) e Primer-
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BLAST (YE et al., 2012), com os seguintes parametros: conteiddo de GC 50%,
tamanho do amplicon entre 80 e 150 pb, temperatura de melting entre 40 °C e 60 °C
e desenhados na juncéo éxon-éxon.

As reacdes de gPCR foram realizadas em equipamento LineGene 9660 FQD-
96A (Bioer), utilizando o sistema de deteccdo SYBR Green. As reacfes foram
preparadas em triplicatas biolégicas e técnicas. O volume das reacdes foi ajustado
para 10 pL, contendo 5 pL do Go-Taq gPCR Master Mix 2x (Promega), 1 yL de cDNA
(1/10), 0,3 pL de cada primer (5 uM), 0,1 yL de Carboxy-X-Rhodamine (CXR) e 3,3 uL
de H20. As condic¢bes de ciclagem foram 95 °C por 2min, seguido por 40 ciclos a 95
°C por 15s, 60 °C por 60s. A curva de melting foi gerada com a temperatura de
amplificagéo variando de 65 — 95 °C.

As eficiéncias de amplificagdes foram determinadas a partir das curvas padrao
geradas por diluices seriadas de cDNA (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000) em triplicatas
técnicas e calculadas por meio da equagéo E=10(/slope of the standard curve) (RASMUSSEN,
2001). A expressao relativa foi avaliada pelo programa REST (Relative Expression
Software Tool, v.2.0.13; PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). Para normalizacéo,
os genes ARP3, SAC1 e HAG2 foram usados como referéncia para o tecido radicular,
sendo que para o tecido foliar foram utilizados os genes ARP3, MYB4 e ATKRS-1
como referéncia (Tabela S1) (FROSI et al., 2021a). As analises de RT-gPCR seguiram
as recomendac0des sugeridas pelo MIQE (The Minimum Information for Publication of
Quantitative RealTime PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).

Modelagem comparativa

Para fins de modelagem tridimensional (3D), foram selecionados como
templates modelos tridimensionais experimentalmente validados no Protein Data
Bank (PDB-https://www.rcsb.org/) mediante usando a ferramenta BLASTp objetivando
encontrar o modelo que melhor se adequasse (maior identidade de sequéncia e
cobertura) na construcdo dos modelos tedricos correspondentes de cada sequéncia
de TLP selecionada. Usando o software Modeller (v.10.1) (WEBB; SALI, 2014), 1.000
modelos tedricos foram gerados para cada sequéncia de TLP. Os modelos que melhor
solucionaram o minimo energético pela unido consenso das solugbes que melhor
satisfazem as restricbes especiais da modelagem pela métrica energética DOPE-

Score (Discrete Optimized Protein Energy) (SHEN; SALI, 2006) que acessa a energia
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do modelo e indica a estrutura provavel.

Neste sentido, a validacdo dos modelos teoricos seguiu considerando
caracterizacdo esteroquimica e do dobramento dos modelos tedricos. Foi utilizado,
portanto, o servidor DOE-MBI/SAVES6.0 mediante o PROCHECK para averiguar
regides criticas e choques esteroquimicos dos modelos (LASKOWSKI et al. 1993).
Em seguida, o servidor PROSA-Web: Protein Structure Analyses foi utilizado para
avaliar o dobramento dos modelos mediante a métrica Z-score (WIEDERSTEIN,
SIPPL 2007; SIPPL 1993). A ferramenta QmeanDisCo foi utilizada para acessar a
estimativa da qualidade global dos modelos teéricos (STUDER et al. 2020).

A caracterizacao fisico-quimica das interagdes biomoleculares solvente-soluto
foi feita utilizando o] servidor APBS-PDB2PQR software suite
(http://server.poisonboltzmann.org). Para o preparo da simulacdo dos modelos foi
utilizado o algoritmo PDB2PQR os parametros de pKa foram calculados usando o
algoritmo PROPKA para a assinatura dos estados de protonacdo para o pH 7 e o
campo de forcas utilizado foi Charmm (BROOKS et al., 2009). A estimativa da energia
de solvatacéo foi calculada pela equacdo de Poisson-Boltzmann que simplifica o
modelo a energias de solvatacao polares. Caracteristicas estruturais dos modelos de
TLPs com base em locais conservados foram acessadas comparando modelos 3D
usando o software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Versdo 2.0
Schrddinger, LLC).

Simulacdo em dindmica molecular (DM) e Anélise de componente principal (PCA)

As simulagdes foram realizadas com o pacote GROMACS 2019.4. As TLPs
modeladas na etapa anterior foram posicionadas no centro de uma caixa cubica e
solvatada, usando o modelo de agua SPC (Simple Point) (BERENDSEN et al., 1981)
com cargas pontuais assimiladas em concentracao fisiologica pela adi¢cdo de ions
NaCl (0.15 M), com o sistema tendo sua energia minimizada apés a adi¢cao dos ions
sob o campo de forgas do tipo “all atoms” GROMOS 53a6 (OOSTENBRINK et al.,
2004) otimizados para energia usando 50.000 passos e todas as simulagdes
atomisticas foram realizadas para 100 ns, em presséao (1 atm) e temperatura (300K)
para uma simulacdo em condic¢des isotérmica-isobarica. O método LINCS (HESS et
al., 2008) foi usado para restringir ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio. A

integracéo foi realizada pelo algoritmo leapfrog (HOCKNEY, 1970) com tempo de


https://www.zotero.org/google-docs/?L2vcq2
https://www.zotero.org/google-docs/?hebwwX
https://www.zotero.org/google-docs/?hebwwX
https://www.zotero.org/google-docs/?m5cPir
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integracao de 2-fs.

Para estabelecer as principais mudancas conformacionais dos sistemas
durante a simulagdo em dindmica molecular, foi realizada uma PCA das trajetérias da
DM utilizando o pacote GROMACSs (anaeig). A técnica foi realizada para &tomos de
carbono a durante o periodo de 100 ns. As coordenadas cartesianas de tais atomos
foram usadas para gerar a matriz de covariancia e os dois primeiros componentes

foram usados para gerar o resultado grafico.

Resultados

Identificacdo e caracterizacdo de CpTLPs candidatas

ApoOs a analise de redundéancia, 36 transcritos de TLPs foram obtidos no
transcriptoma de C. pyramidale (Tabela 1). Desses, 8 sequéncias apresentaram o
dominio GH64-TLP-SF (que inclui hidrolases glicosidicas), 16 possuiam o dominio
Thaumatin (relacionadas a atividade antifingica) e 12 apresentaram o dominio TLP-
PA (similar ao dominio taumatina e presente em proteinas antifiUngicas/alergénicas).

Todas as 36 CpTLPs apresentaram peptideo sinal N-terminal, sendo a maioria
das CpTLPs (86%) localizadas na regido extracelular, enquanto 5 (CpTLP 13-16 e
CpTLP26) mostraram localizacao vacuolar. Os resultados de predicdo dos dominios
transmembrana (TM) mostraram que 18 das 36 CpTLPs ndo possuiam dominios TM,
engquanto 12 possuem um dominio TM e 6 possuiam dois dominios TM. As proteinas
maduras (sem o peptideo sinal) apresentaram entre 201 a 238 aminoacidos (aa), com
tamanho médio de 219 aa, massa molecular entre 20,6 kDa (CpTLP36) a 24,5 kDa
(CpTLP25) e ponto isoelétrico (pl) variando de 4,11 (CpTLP35) a 9,64 (CpTLP3)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Tamanho da proteina (aa), massa molecular (MW), ponto isoelétrico (pl), indice de
hidropaticidade média (GRAVY), dominios transmembranas (TM) e localiza¢ao subcelular das CpTLPs.

Carateristica das Proteinas
Gene Transcript-ID N° de MW Localizagao
aa (kDa) Pl TM GRAVY Subcelular
CpTLP1 TR102219|c1_g2_i3 202 2281 9,06 O -0,041 Extracelular
CpTLP2 TR139251|c0_g1_i1 210 21,64 4,24 -0,194 Extracelular
CpTLP3 TR176183|c0_g1_il 218 23,53 9,64 -0,169 Extracelular
CpTLP4 TR176633|cO_gl il 212 21,87 7,49 -0,043 Extracelular

= O O
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Carateristica das Proteinas
Gene Transcript-ID N° de MW Localizagéo
aa (kDa) Pl TM  GRAVY Subcelular

CpTLP5 TR177565|c0_g2 i3 212 22,07 4,49 -0,219 Extracelular
CpTLP6 TR177599|c0_g1 i1 214 21,04 5,05 -0,272 Extracelular
CpTLP7 TR177599|cO0 gl i2 214 21,07 5,05 -0,254 Extracelular
CpTLPS8 TR178646|c1l_g2_ il 230 23,20 8,56 -0,148 Extracelular
CpTLP9 TR178646|c1_g2_i2 230 23,20 8,56 -0,148 Extracelular
CpTLP10 TR178646|cl g2 i4 230 23,11 8,556 -0,141 Extracelular
CpTLP11 TR178646|cl_g2_i5 230 23,20 8,56 -0,148 Extracelular
CpTLP12 TR22640|c0 g1 il 221 22,48 4,62 -0,261 Extracelular
CpTLP13 TR23739|c0_gl_il 202 21,32 7,02 -0,444 Vacuolo
CpTLP14 TR23739|c0_gl_i2 202 21,27 8,17 -0,44 Vacuolo
CpTLP15 TR23739|c0_g1l1_i3 202 21,25 7,94 -0,438 Vacuolo
CpTLP16 TR23739|c0_gl_i4 202 21,26 7,02 -0,427 Vacuolo
CpTLP17 TR254272|c0_gl il 215 22,36 4,22 -0,127 Extracelular
CpTLP18 TR254557|cl_gl il 223 23,76 8,11 -0,041 Extracelular
CpTLP19 TR256045|c0 g2 il 226 21,96 5,10 -0,021 Extracelular
CpTLP20 TR256045|c0_g2_i3 214 21,93 5,10 -0,01 Extracelular
CpTLP21 TR256045|c0_g2_i4 226 21,96 5,10 -0,021 Extracelular
CpTLP22 TR256045|c0_g2_i7 226 21,96 5,10 -0,021 Extracelular
CpTLP23  TR256045|c0_g2_i8 226 21,96 5,10 -0,021 Extracelular
CpTLP24  TR288718|c0_gl il 224 22,83 4,54 -0,277 Extracelular
CpTLP25 TR301707|cO0_g1 il 238 24,57 4,44 -0,151 Extracelular
CpTLP26  TR320277|c0_gl il 226 22,13 4,38 -0,059 Extracelular
CpTLP27 TR320277|c0_gl i2 226 22,13 4,38 -0,059 Extracelular
CpTLP28 TR320277|c0_g2_il 226 22,25 4,31 0,091 Extracelular
CpTLP29 TR320277|c0_g2_i2 226 22,25 4,31 0,091 Extracelular
CpTLP30 TR320277|c0_g2_i3 226 22,25 4,31 0,091 Extracelular
CpTLP31 TR58119|c0 g1 il 218 23,00 5,06 -0,153 Extracelular
CpTLP32 TR62217|c0_gl_i2 220 22,35 8,97 0,008 Extracelular
CpTLP33 TR93325|c0_gl_il 220 22,61 8,28 0,053 Extracelular
CpTLP34  TR95948|c0 g1 il 217 22,42 4,60 -0,133  Extracelular
CpTLP35 TR96328|c0_gl1_il 237 24,04 4,11 -0,271 Extracelular
CpTLP36  TR97443|c0_gl_il 201 20,67 7,89 -0,209 Vacuolo
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Alinhamento multiplo e motivos conservados das CpTLPs

O resultado do alinhamento revelou que todas as CpTLPs apresentaram os 16
residuos de cisteinas (C) conservados (Figura 2). Além disso, o motivo REDDD
[Arginina (R), acido glutamico(E), e trés residuos de acido aspartico(D)] também foi
encontrado conservado na maioria das CpTLPs. A CpTLP3 também né&o apresentou

o motivo REDDD conservado, a regido € constituida por arginina, histidina, glicina e
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dois &cidos asparticos. A CpTLP34 apresentou variacdo da posicdo dos residuos,
enquanto a CpTLP5, CpTLP20 e CpTLP31 também ndo apresentaram o motivo
REDDD conservado, em substituicdo, na CpTLP5 a regido do quinto aminoacido (D)
possui uma Alanina (A) e nas CpTLP20 e CpTLP31 a regido possui uma lisina (K). Na
CpTLP18, a regido do acido glutamico (E) foi substituida por Glutamina (Q). No
alinhamento também foi identificado o motivo de assinatura tipico da familia das TLPs.
A predicdo da estrutura secundaria das CpTLPs indicou que as sequéncias

apresentam de onze a quatorze folhas-p, além de duas até trés a-hélices (Figura 2).
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Figura 2 — Alinhamento multiplo e predicéo da estrutura secundaria das sequéncias aminoacidos de Taumatina e das CpTLPs Os residuos conservados séo
indicados pelo fundo vermelho e rosa.
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Em geral, as regides conservadas das proteinas indicam a base de suas
funcdes. Para analisar as caracteristicas funcionais e a diversidade estrutural, os
grupos e motivos padrdes entre as CpTLPs foram investigados (Figura 3). Essa
andlise revelou um total de nove grupos (Figura 3A) representados por 20 motivos
(Figura 3B), oito dos quais altamente conservados. Mais de 80% (31 dos 36) das
CpTLPs apresentaram os motivos 1, 2, 4, 5, 6 e 7, sendo que 28 delas também
apresentaram os motivos 3 e 8. Alguns grupos exibiram motivos Unicos, a exemplo
dos grupos 2 e 4 (com os motivos 20 e 19, respectivamente), ao passo que alguns
motivos foram mais representativos em determinados grupos, como o motivo 12 no
grupo sete. Embora exista diferenca dos motivos entre 0s grupos, o0s integrantes do
mesmo grupo tendem a demonstrar padroes de motivos semelhantes, como CpTLP6
e CpTLP7, CpTLP10 e CpTLP11, CpTLP20 e CpTLP23, indicando que as fung¢des

entre eles podem ser semelhantes.

Figura 3— Formacao de grupos baseada na distribuicdo dos motivos conservados entre as 36 CpTLPs.
A. Arvore fenética das CpTLPs formada pelo método NJ. B. Padrées de motivo conservados das TLPs
de C. pyramidale. Os 20 motivos estédo dispostos por cores.
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Andlise fenética das CpTLPs

As CpTLPs foram comparadas com TLPs previamente descritas para outras
espécies disponiveis nos bancos de dados do NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e
UniProt (https://www.uniprot.org/), gerando uma arvore fenética, a partir do método de
Neighbor-Joining (NJ) (Figura 4). Com este propésito, 88 TLPs de 40 diferentes tdxons

e 16 familias de plantas foram obtidos.

Figura 4 — Fenograma gerado por meio do método NJ de TLPs de C. pyramidale comparativamente
com TLPs dos bancos de dados NCBI e UniProt. As proteinas séo representadas por seus cédigos de

acesso, seguido da espécie vegetal.
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O Fenograma foi dividido em 10 grupos (Figura 4). Com excec¢ao dos grupos seis
e sete, os grupos foram compostos de CpTLPs e de TLPs de outras espécies de
plantas, apontando a semelhanca entre essas proteinas (Figura 4). A distribuicdo das
CpTLPs foi relativamente desigual na maioria dos grupos, com excecao dos grupos e
5, 9 e 10 que agruparam 3 CpTLPs. O grupo 5 foi constituido por sequéncias de
Leguminosae, Rosaceae, Juglandaceae e Fagaceae, o grupo 9 de Leguminosae,
Cucurbitaceae, Rutaceae e Solanaceae e grupo 10 foi composto por sequéncias de
Brassicaceae, Leguminosae e Poaceae. Os grupos 6 e 7 SG40 0S menores grupos, nao
apresentaram CpTLPs e cada grupo foi constituido por 4 membros de TLPs de outras
espécies.

Espécies das familias Brassicaceae, Leguminosae e Cucurbitaceae estavam
presentes no grupo 6, enquanto o grupo 7 foi composto apenas por sequéncias da
familia Leguminosae. O Grupo 8 continha sequéncias das familias Actinidiaceae,
Brassicaceae, Poaceae, Cupressaceae, Leguminosae, Sapotaceae, Solanaceae,
Oleaceae e Marantaceae, tornando-se o maior e mais diverso grupo, composto por 39
membros. O grupo 4 continha de Leguminosae, Vitaceae e Brassicaceae. Os grupos

1, 2 e 3 foram compostos apenas por membros da familia Leguminosae.

Andlise de expressao génica

Inicialmente, as 36 TLPs identificadas no transcriptoma (RNA-Seq) de C.
pyramidale foram avaliadas in silico quanto ao seu perfil de expressdo. Essa andlise
revelou seis TLPs (CpTLP2, CpTLP3, CpTLP5, CpTLP17, CpTLP20 e CpTLP31) com
diferenca de expressdo em diferentes tempos (30 min, 2 h e 11 dias) apés imposicéo
do estresse salino. O tempo de 11 dias apos imposicdo do estresse foi 0o que
apresentou mais CpTLPs diferencialmente expressas, sendo trés: (CpTLP2, CpTLP17
e CpTLP31) reprimidas e uma (CpTLP20) superexpressa. Ja, nos tempos iniciais,
duas CpTLPs foram reprimidas, uma apdés 30 min (CpTLP5) e a outra apos 2
h(CpTLP3) (Figura 5).
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Figura 5 — Analise in silico do perfil de expresséo das TLPs no transcriptoma (RNA-Seq) da raiz de C.
pyramidale gerado apds imposicao do estresse salino (NaCl 100 mM). A escala de cores representa o
nivel de expresséo relativa das CpTLPs superexpressas (vermelho), reprimidas (azul) e sem expressao
diferencial (cinza).
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As seis CpTLPs diferencialmente expressas na analise in silico foram, entéo,
avaliadas quanto sua expressao relativa, via RT-gPCR, em dois tecidos de C.
pyramidale, raiz e folha, nos mesmos tempos de imposicdo de estresse (NaCl

100mM). Os dados de expressao sédo mostrados na Figura 6.

Figura 6 — Expressdo génica de TLPs em C. pyramidale em resposta ao estresse salino. As barras
representam a expressao relativa das seis CpTLPs no tecido foliar (A) e radicular (B) ap6s 30 minutos
(verde) 2 horas (vermelho) e 11 dias (azul) de estresse salino. =up-regulated e down-regulated (p<
0,05).
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Os dados de expressédo dos transcritos codificadores de CpTLP2, CpTLP3,
CpTLP5, CpTLP17, CpTLP20 e CpTLP31, no tecido radicular corroboram com os
resultados de expresséo in silico realizados no transcriptoma de C. pyramidale (RNA-

Seq), onde a maioria das TLPs foram reprimidas (Figura 6B). Entretanto, na analise
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de expresséo relativa, além da CpTLP20 (Unica induzida no RNA-Seq) outras duas
(CpTLP3 e CpTLP5) apresentaram inducéo significativa aos 30 min e aos 11 dias de
estresse, respetivamente. ApGs superexpressao aos 30 min, CpTLP3 foi reprimida nos
dois tempos seguintes (2 h e 11 dias).

No tecido foliar, quatro das seis CpTLPs foram induzidas em pelo menos dois
(inicial e tardio, 30 min e 11 dias, respectivamente) dos trés tempos analisados, sendo
duas (CpTLP2 e CpTLP20) induzidas no tempo de 30 min e quatro (CpTLP2, CpTLP5,
CpTLP20 e CpTLP31) induzidas no tempo de 11 dias (Figura 6A). Embora as CpTLP5
e CpTLP31 apresentaram regulacdo constitutiva nos tempos iniciais (30 min e 2
horas), apos 11 dias apresentaram superexpressdo de (4 vezes e 12 vezes,
respectivamente). A modulacdo da expressdo da CpTLP2 em folha apresentou
inducao (30 min), represséao (2h) e superexpressao aos 11 dias (13,18 vezes).

A CpTLP17 mostrou repressao tanto em raiz como na folha de C. pyramidale,
em todos os tempos avaliados. Também se observa que no tempo de 2 hde imposicéo
do estresse salino, todas as CpTLPs no tecido radicular foram reprimidas, ao passo
gue na folha foram reprimidas ou sem expresséao diferencial.

Esses resultados ndo apenas demonstraram haver diferencas significativas na
resposta transcricional da familia TLP em diferentes tecidos da planta, mas também
indicam que alguns genes TLPs estdo associados a tolerancia da catingueira a

salinidade.

Modelagem comparativa das CpTLPs

Foram selecionados para as modelagens templates com cobertura total. Para
CpTLP3 e CpTLP5 o melhor modelo selecionado foi uma estrutura de TLP de um
alergénico da maca (Malus domestica) (PDB:3ZS3), as quais compartilharam 38.79%
e 53.30% de identidade, respectivamente. Ja para CpTLP2, CpTLP17, CpTLP20 e
CpTLP31 o melhor modelo selecionado foi um alergénico de Prunus avium
(PDB:2AHN), compartilhando 56,67%, 55,3 5%, 54,25% e 63,59% de identidade,
respectivamente.

Apos analise estereoquimica das sequéncias dos residuos de aminoacidos,
observou-se que mais de 90% dos residuos de aminoacidos estavam em posi¢des
mais favoraveis para todos os modelos (Tabela 2). Acerca da qualidade do

dobramento dos modelos, foram observados valores de Z-Score aproximados aos de
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modelos de mesmo tamanho solucionados experimentalmente com valores estimados
entre -7.73 e -6.94. A estimativa de funcdo energética global pelo algoritmo
QmeanDisCo apresentou scores revelou energia global entre 0,70 e 0,85

apresentando picos energéticos em regides de loop.

Tabela 2 — Resultados dos algoritmos para modelagem e validacdo dos modelos teéricos das CpTLPs.

QMEAN
DisCo

CpTLP2 2ahn Total 56.67%  X-ray, 1.3A 92% 0.78+0.06 -7.73
CpTLP3 3zs3 Total 38.79%  X-ray, 1.8A 90.60% 0.70+0.06 -6.24
CpTLP5 3zs3 Total 53.3% X-ray, 1.BA 91.90% 0.78+0.06 -7.39
CpTLP17 2ahn Total 55.35%  X-ray, 1.3A 91.70% 0.82+0.06 -7.05
CpTLP20 2ahn Total 54.25%  X-ray, 1.3A  90.90% 0.78+0.06 -7.63
CpTLP31 2ahn Total 63.59% X-ray, 1.3A 92.70% 0.85+0.06 -6.94

TLP Template Coverage Identity Method Ramachandran Z-score

Dinamica Molecular (DM)

Apés a dinamica foi realizada uma analise para observar as possiveis
modificacdes que os modelos tedricos sofreram durante a simulacdo em DM, os
gréaficos de desvio quadratico médio (RMSD), flutuacao quadratica média (RMSF), raio
de giracdo e numero de ligacbes de hidrogénio foram avaliados (Figura 7). Ao
observar o0 RMSD, os modelos tedricos CpTLP3 e CpTLP5 foram os que mais
sofreram modificacbes conformacionais ao longo da simulacdo (Figura 7A, lado
esquerdo). Por outro lado, os outros modelos se apresentaram estaveis com variacdes
durante a maior parte da simulacdo em DM. Na andlise de flutuacéo dos residuos de
aminoacidos foi observado que CpTLP3 e CpTLP5 apresentaram maiores picos de
flutuacdo atdbmica, mostrando maior flexibilidade nessas regibes de loop, que
geralmente apresentam maior grau de flexibilidade para flutuagdo. Essa
movimentacao atdbmica é refletida no grafico de calor b-factor (Figura 7A lado direito e
7B). Em contraste, as estruturas CpTLP2 e CpTLP31 se mostraram mais rigidas em
comparacao com os outros modelos. O raio de giro (Figura 7C lado esquerdo) indica
uma tendéncia a compactacdo para a maioria dos modelos, com exce¢do para
CpTLP3 e CpTLP5 que se apresentam com variagdes de dispersao no eixo de massa
ao longo da simulacdo em DM. As ligacdes de hidrogénio variaram bastante para cada
modelo teorico, com os modelos CpTLP5 e CpTLP17 com tendéncia exponencial ao
fim da DM (Figura 7C lado direito).
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Figura 7 — Simulac¢des de dinAmica molecular dos modelos tedricos tridimensionais CpTLP2 (magenta),
CpTLP3 (verde), CpTLP5 (preto), CpTLP17 (azul claro), CpTLP20 (laranja) e CpTLP31 (roxo). A.
RMSD (lado esquerdo) mostrando o desvio dos modelos teéricos apds a dinamica e o RMSF (lado
direito) dos modelos representados pela flutuagéo dos residuos de aminoacidos em relagcao ao tempo
de 100 ns. B. Representacdo das CpTLPs correspondentes ao b-factor ou espalhamento dos atomos
dos modelos relacionados (quanto mais proximo do vermelho, maior a mobilidade dinamica dos
atomos, e quanto mais proximo do azul, menos mobilidade dinamica dos atomos); C. Raio de giro (lado
esquerdo) mostrando a compactacao/dispersdo dos modelos e o gréafico da ligagao de hidrogénio (lado
direito).

A
09 09
0.8 0s
07 07
i System e variable
- = CcpTLP2 $ o CpILP2
Eos = CpTLP3 éo.s © CpTLP3
o - CpTLPS g a CpTLPS5
204 = CpTLP17 & 0.4 + CpTLP17
& =~ CpTLP20 2 % CpTLP20
03 - CpTLP31 %034 © CpTLP31
02 02
01 01
0.0 0.0
o 10 20 30 50 60 7‘6 80 920 100
Time (ns) Residue
B
CpTLP2
CpTLP17 CpTLP20 CpTLP31
C
20 160
150
19
Sjstem 140 ' t i | | J System
. = CpTLP2 (LEL R LAl s i = CpTLP2
= - CpTLP3 5 i - CpTLP3
H — CpTLP5 £ 130] | Al = CpTLP5
& - CpTLP17 2

== CpTLP20
= CpTLP31 120

== CpTLP20
== CpTLP31

3 “"m" — CpTLP17

40404 Gov04 4000 6000
Time (ps) Time (ps)



64

Apesar de alguns modelos tedricos tenham sido derivados do mesmo template,
eles apresentam suas proprias caracteristicas de compactacéao e flutuacdo, com forte
influéncia nas mudancas estruturais (Figura 8A). Com a caracterizagdo do mapa de
potencial eletrostatico (Figura 8B), foi possivel observar que a CpTLP3 foi o Gnico
modelo que apresentou carga superficial majoritariamente com carater fisico-quimico
basico (azul), em comparacdo aos demais modelos, que apresentaram residuos de
aminoacidos acidos (vermelho) densamente expostas na superficie da fenda
eletronegativa do dominio REDDD ou ainda, outros aminoacidos caracterizados

neutros (branco).

Figura 8 — Modelos tridimensionais das TLPs de Cenostigma pyramidale. A Estrutura antes (verde) e
depois (magenta) da simulagdo em dindmica molecular com a respectiva distancia (em nandmetro)
entre os modelos e a posicdo dos dominios representados por I, Il e Ill. B O potencial eletrostatico de
superficie (gerado com APBS) para os modelos tridimensionais tedricos de CpTLPs, a cor vermelha é
referente a carga negativa dos residuos de aminoacidos, a cor azul a carga é referente a carga positiva
dos residuos de aminoécidos.
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Andlise do componente principal (PCA)

Em relacdo a PCA das trajetorias da simulacdo em DM (técnica utilizada para
descrever a dinamica conformacional das CpTLPs por meio dos movimentos atdmicos
da estrutura convertidos em movimentos principais), a Figura 9 apresenta 0s

agrupamentos de conformacdes ao longo dos planos PC1 e PC2. Foi possivel
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observar que a estrutura CpTLP3 e CpTLP5 na regido de 0 e 50ns apresentaram
ampla area de disperséo junto aos componentes, apresentando consideravel variacao
conformacional e flexibilidade em comparacdo com os outros modelos teoricos. Por
outro lado, os movimentos entre 75 e 100ns mostraram valores menos dispersos,
convergindo para um cluster mais conservado com menos variagao, mas variando em

comprimento nos componentes principais para todos os modelos.

Figura 9 — Agrupamento de componente principal (2D) de varios instantes da trajetoria de simulagéo (0
a 100 ns) com base nas respectivas coordenadas cartesianas.
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Discussao

Identificacdo, andlise estrutural e propriedades fisico-quimicas das CpTLPs

Entre as espécies da catinga, a C pyramidale destaca-se pelo valor medicinal
e uso forrageiro (ALVES et al., 2007; DANTAS et al., 2009; VILELA et al., 2021). Um
dos mecanismos de defesa vegetal € a expressdo de genes que codificam TLPs, as
quais desempenham papel crucial na transducdo de sinais e agdo antimicrobiana
(RAJAM et al., 2007; CAO et al., 2016; AN et al., 2019).

Nesse estudo nés identificamos 36 TLPs de C. pyramidale, obtidas no
transcriptoma (RNA-Seq) do tecido radicular ap6s 30 min, 2 h e 11 dias de imposi¢éo
ao estresse salino (NaCl, 100 mM). Esse € o primeiro estudo reportando TLPs desta
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espécie, uma das mais representativas do bioma caatinga, com notavel tolerancia a
deficiéncia hidrica e a salinidade. O numero de TLPs identificado é similar ao obtido
para outras espécies vegetais, sendo inferior em meldo, C. melo L. (LIU et al., 2020)
e Arabidopsis (SHATTERS et al., 2006) (ambos com 28 TLPs); em nabo, Brassica
rapa L. (29 TLPs) (WANG et al., 2020); uva, V. L. (33) (YAN et al., 2017); e em cevada,
Brachypodium e sorgo (19, 28 e 35 TLPs, respectivamente) (IQBAL et al., 2020).
Numeros superiores de TLPs foram relatados em O. sativa (IQBAL et al., 2020),
Populus trichocarpa (ZHAO; SU, 2010) e Vigna unguiculata (JESUS-PIRES et al.,
2020), com 37, 55 e 56 TLPs, respectivamente. Considerando os papéis significativos
associados a defesa vegetal € coerente que o numero de TLPs varie amplamente
entre os varios niveis taxondmicos (JESUS-PIRES et al., 2020), além disso sugere
que expansao dos genes TLPs variou substancialmente entre as diferentes familias
das plantas (SU et al., 2021).

Analises estruturais revelaram que as CpTLPs codificam para um polipeptideo
de 219 aminoacidos (média), com pl variando de 4,11 a 9,64 e massa molecular de
20,6 a 24,5 kDa, confirmando com as descri¢Bes na literatura, como sendo proteinas
de baixo massa molecular (~18 a 26 kDa) e pl acidos ou basicos (BREITENEDER,
2004; LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010; WANG et al., 2010).

As CpTLPs identificadas apresentaram trés dominios conservados: TLP-PA,
Thaumatin e a superfamilia GH64-TLP-SF, com alta similaridade com a taumatina,
conforme reportado em Populus szechuanica sob infeccdo do fungo Melampsora
laricis-populina (CHEN et al., 2016). A maioria as CpTLPs apresentaram as
caracteristicas tipicas das TLPs de plantas: os residuos de cisteina (Cys) altamente
conservados, assinatura tipica da familia da taumatina, o motivo REDDD, bem com o
peptideo de sinal na regido N-terminal. Esses sao requisitos estruturais dessa familia
de proteinas, tal como as pontes dissulfeto formadas pelas Cys e que conferem
estabilidade sob condigOes extremas de temperatura e pH para as TLPs (FIERENS et
al., 2009).

As CpTLPs apresentaram aminoacidos altamente conservados e
correspondentes ao motivo de assinatura G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-D-C-X(1,2)-[GQ]-
X(2,3)-C, este esta presente em toda a familia de proteinas PR-5 (JESUS-PIRES et
al., 2020), o que reforca a identidade das CpTLPs. A CpTLP34 apresentou variacdes
nas regides dos aminoacidos do motivo REDDD, enquanto algumas CpTLPs

(CpTLP5, 18, 20, 31) apresentaram modificac6es no quinto aminoacido desse motivo,
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ao passo que o CpTLP3 apresentou modificacdes no segundo (E) e terceiro (D). Essas
substituices, assim como alteracbes em torno da fenda acida sugerem a
especificidade de funcdo dessas TLPs, uma vez que causam diferengas na topologia
e no potencial eletrostatico de superficie da proteina (FAILLACE et al., 2021; MIN et
al., 2004). Mudancas conformacionais sdo observadas na maioria das plantas e
podem explicar a grande variedade de propriedades das TLPs até agora descritas. O
motivo REDDD compreende uma fenda acida conservada, geralmente associada a
atividade antifungica ou atividade -1,3-glucanase, cuja propriedade € indicada ser
universal entre os TLPs de eucariotos (JAMI et al., 2007; LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010), sendo fundamental para a estabilidade das moléculas
(BATALIA et al.,, 1996) e na manutencdo da estrutura topoldgica e potencial
eletrostatica da proteina (MISRA et al., 2016). Tais motivos também foram relatados
em TLPs de outras espécies, incluindo A. thaliana e O. sativa (KAUR et al., 2020), C.
melo L. (LIU et al., 2020) e V. vinifera L. (YAN et al., 2017).

Neste estudo, todas as CpTLPs apresentaram um peptideo sinal na regido N-
terminal, e 18 das 36 TLPs apresentaram um ou dois dominios TM, corroborando com
os resultados de Li et al. (2020b) em espécies de algodéo e Liu et al. (2020), no meléo.
Estes sé@o responsaveis pelo direcionamento das TLPs as vias secretoras para
atingirem sua funcéo como proteinas de defesa a nivel extracelular (LIU et al., 2020;
SINGH et al., 2013; WANG et al., 2011). De fato, a maioria das CpTLPs também foram
preditas na regido extracelular, enquanto cerca de 14% foram preditas no vacuolo.
SAMAC et al. (2011) que avaliaram a expressdo de TLPs em raizes de Medicago
truncatula sob inoculacdo de Phytophthora medicaginis, observaram as das TLPs
estavam direcionadas para a regido extracelular e no vacuolo. Na fase inicial sob
desequilibrio osmoético severo, algumas TLPs podem ser rapidamente liberadas na
regido extracelular para atuar no sistema defensivo e, posteriormente, na fase final do
desequilibrio osmotico, as TLPs tendem a se acumular nos vacuolos, conferindo maior
tolerancia ao estresse salino. Tal mecanismo ocorre principalmente no tecido foliar,
como observado por TACHI et al. (2009) em soja. Essa atuacdo mais efetiva nas
folhas pode ser explicada pelo fato das proteinas PR constituirem de 5%-10% da
proteina total da folha, embora TLPs também sejam acumuladas em todos os 6rgaos
da planta (JAMI et al. 2007; LAROSA et al.,1992; VAN LOON; REP; PIETERSE,
2006).
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Analise fenética e motivos conservados

As TLPs apresentam as caracteristicas de sequéncia que sugerem 0S Seus
membros da familia devem ser parafiléticos, originados de 10 ancestrais comuns,
antes da diferenciacdo de monocotiledéneas e dicotileddneas (KOHLER et al., 2008;
LIU; ZAMANI; EKRAMODDOULLAH, 2010; SHATTERS et al.,, 2006). A fenética
revelou que CpTLPs com as TLPs de varias espécies foram divididos em 10 grupos e
a distribuicdo foi relativamente dispersa em cada grupo, corroborando com os
resultados obtidos por (LI et al., 2020b; LIU; ZAMANI; EKRAMODDOULLAH, 2010;
LIU et al., 2020) em algodao, Arabidopsis e meldo, respectivamente. O agrupamento
de CpTLPs identificados em varios clados corrobora com a natureza parafilética de
origem. O numero varidvel de CpTLPs em cada grupo ocorre devido a duplicacédo
diferencial de genes da familia TLP (SHARMA et al., 2022), o que sugere que elas
podem ter caracteristicas semelhantes, conforme relatado por Wang et al. (2011),
além disso indica que esses genes podem desempenhar uma ampla variedade de
papéis sob diferentes condi¢cbes de estresse e de crescimento (SU et al., 2021).

No presente estudo, foi observado que os grupos 6 e 7 foram compostos
apenas de TLPs de outras espécies, sugerindo que as CpTLPs podem compartilhar
apenas 8 genes ancestrais comuns com o0s de outras plantas. Além disso, todos os
grupos compostos por TLPs de C. pyramidale também estavam presentes TLPs
outras leguminosas, indicando a alta similaridade das TLPs dessa familia.

Nos grupos formados exclusivamente pelas CpTLPs foi observada a formacao
de 9 grupos com oito motivos altamente conservados dos 20 motivos preditos.
Ademais, as CpTLPs apresentaram algumas especificidades em regides do REDDD.
Conforme Petre et al. (2011), alguns aminoacidos podem sofrer diversificacdo de
selecdo, com excec¢bes provavelmente atribuidas a estruturas de proteinas atipicas,
no entanto, as TLPs de plantas apresentam o motivo REDDD e residuos de cisteinas
com alta conservacao, o que permite a conservacgao de diversos motivos ao longo da

proteina.

Expressao diferencial das CpTLPs

Nas plantas, a regulacéo da expressao de genes (positiva ou negativa) pode

levar a diferentes respostas fisiolégicas durante um estresse, seja bidtico ou abidtico.
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Nos ultimos anos ha um crescente interesse nas TLPs tendo em vista seu papel na
defesa vegetal (LI et al., 2020a), principalmente em resposta a fatores abioticos. Sob
estresses de seca ou salinidade, as proteinas PR-5 estabilizam a osmolaridade celular
via compartimentalizacéo de solutos espaco intercelular e no vacuolo ou por meio de
alteracbes metabolicas e estruturais, tais como por meio da ativacdo de vias de
sinalizacdo ou por mudancas no Ca2* levando a morte celular programada
(CHOWDHURY; BASU; KUNDU, 2017; MANGHWAR; HUSSAIN, 2022). Além disso,
as TLPs tém um papel na ativagdo da via biossintética que desencadeia o acumulo
de prolina envolvida na eliminacéo de espécies de ROS, possuindo também um papel
na cascata de sinalizacdo de defesa, envolvida na iniciacdo das vias JA/ET e AS.
MANGHWAR; HUSSAIN, 2022).

Para explorar a funcdo dessa importante classe de proteinas, sequencias de
TLPs diferencialmente expressas no transcriptoma de C. pyramidale foram usadas
como candidatas na analise de expresséao (via RT-gPCR) no tecido radicular e foliar,
nos mesmos tratamentos (estresse salino, 30 min, 2 h e 11 dias, incluindo os
controles). Outros estudos relataram respostas positivas de expressédo de TLPs em
plantas sob estresse salino, por exemplo, Li et al. (2020b) observaram que os genes
GhTLP35 e GhTLP81 do algoddo (G. hirsutum) apresentaram um aumento de
expressao, essa inducao foi relatada por Wang et al. (2011) no estudo da expressao
de CKTLP no tecido radicular da Cynanchum komarovii (planta adaptada encontrada
no deserto) sob estresse salino.

Os resultados da analise de expressdo das CpTLPs revelaram perfil de
expressao contrastante em relacédo aos tecidos avaliados. Ou seja, no tecido foliar, a
maioria das CpTLPs foi induzida, ao passo que no tecido radicular, a maioria das
CpTLPs foi reprimida. A superexpressédo de CpTLP2, CpTLP5 e CpTLP31 apés 11
dias de irrigagdo com solugdo salina, no tecido foliar, reflete a importancia das TLPs
na tolerancia de C. pyramidale frente a salinidade. Resultados semelhantes foram
relatados por Tachi et al. (2009), que avaliaram a expressao génica de GmOLP, em
condicbes de estresse salino em soja (Glycine max) sob diferentes tempos e
diferentes tecidos. Segundo os autores GmOLP foi altamente induzida nas folhas de
soja, iniciando a partir das 2 h de estresse, sendo altamente induzida entre 18 e 72 h.
Conforme He et al. (2017) e Weng et al. (2014), as TLPs geralmente apresentam um
aumento de expressao nos primeiros momentos de estresse, resultando em maior

efetividade na defesa vegetal.



70

No tecido radicular, a CpTLP3 foi superexpressa apos 30 min, reprimida nos
demais tempos, sugerindo que ela pode ter um papel na sinalizacdo do estresse,
atuando no metabolismo primario do estresse (SAMAC et al., 2011). Ja a CpTLP2 e
CpTLP17 foram reprimidas em todos os tratamentos. A repressao dessas TLPs pode
sugerir sua atuacdo em outras em atividades e eventos moleculares diferentes
(PIETRE et al., 2011). O mesmo foi observado em meléo (LIU et al., 2020) e algodao
(LI et al., 2020), cujas TLPs foram associadas ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, ou ainda, apresentaram induc&o em resposta a outras condi¢des de estresses
(IQBAL et al., 2020; LI et al., 2020; NEALE et al., 1990). Outro exemplo € a PopTLP1
(em P. trichocarpa) cuja expressao foi induzida por ozénio, UV-B, seca, cobre e
infeccdo fungica (PETRE et al., 2011). As CpTLP5 e CpTLP20 foram superexpressas
apos 11 dias de estresse, indicando a atuacdo dessas proteinas no processo de
tolerancia de C. pyramidale frente ao estresse salino.

Neste estudo, a maioria das CpTLPs apresentaram perfis de expressao
distintos entre os tecidos raiz e folha. Tais essas diferencas podem estar relacionadas
a diversidade de fungbes desempenhadas por essas proteinas, além das diferencas
relativas a cada tecido da planta (LIU et al., 2020; MUNIS et al., 2010; MUOKI et al.,
2021; SINGH et al., 2013;). Perfis de expressao contratantes entre diferentes tecidos
também foi observado em manjericdo, Ocimum basilicum (MISRA et al., 2016), no
meléo (LIU et al., 2020) e em soja (TACHI et al., 2009). Por outro lado, as CpTLP5 e
CpTLP17 mostraram padrdes de expressao semelhantes nos dois tecidos avaliados,
indicando que essas TLPs sdo importantes recursos para a C. pyramidale sob

salinidade.

Modelagem e dinamica molecular

Tal como observado em tomate, Lycopersicon esculentum (GHOSH,;
CHAKRABARTI, 2008), os modelos tridimensionais das CpTLPs apresentaram maior
predominéancia de folhas-, além dos trés dominios caracteristicos das TLPs (LIU;
STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010), os quais correspondem a um [-barril
(dominios ), um dominio Il (constituido por varios loops), e o dominio Il (o qual dispde
um pequeno loop)(FAILLACE et al., 2021, LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH,
2010).

Neste estudo também propomos modelos estruturais para as CpTLPs. A
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validacdo dos modelos tedricos relevou que a maioria (90%) dos residuos
apresentaram angulacbes phi-psi permitidas, sugerindo a confiabilidade
estereoquimica da “espinha dorsal” dos modelos tedricos (ASHOK KUMAR,;
VENKATESH, 2014). As estimativas de qualidade do dobramento do modelo
corroboram a qualidade estereoquimica supracitada e ratificam, portanto, a
representatividade dos modelos tedricos.

Foi observado nas andlises de dindmica molecular, tendéncias individuais de
expansdo e/ou compactacdo associadas a mongdes coletivas possivelmente
relacionadas a acomodacéao de diferentes modelos elucidados pelo mesmo template.
Ademais, a maioria dos modelos apresentou estrutura tridimensional estavel e
tendéncia a compactacao, tipico das TLPs (KUMAR; MUKHERJEE, 2020). Dois
modelos, entretanto, se apresentaram como excecéo, sendo eles CpTLP3 e CpTLP5
os quais sofreram modificacdes conformacionais mais expressivas. Foi observado,
ainda, que as regides de maiores moncdes coletivas se situam em regides de loop,
reconhecidas pela flexibilidade estrutural (KIM; VOS; OGATA, 1988), apesar disso, a
arquitetura de sanduiche-f das TLPs permite rigidez e estabilidade durante a dindmica
molecular (KUMAR; MUKHERJEE, 2020; MENU-BOUAOUICHE et al., 2003).

A maioria das CpTLPs apresentou caracteristicas tipicas das TLPs, com excec¢ao
da CpTLP3, a qual apresentou carga superficial com predominio de residuos de
aminoécidos catibnicos, enquanto os demais modelos apresentaram predominio
anionicos ou neutros. E possivel observar na caracterizagdo fisico-quimica da
topologia dos modelos que a regido da fenda central, entre os dominios | e II,
apresenta riqueza em aminoacidos hidrofilicos e acidos (REDDD), caracteristicos das
TLPs, portanto, eletronegativo, tal como caracterizado em Malus domestica (KREBITZ
et al., 2003), Musa acuminata (LEONE et al., 2006) Nicotiana tabacum L. (MIN et al.,
2004), Prunus avium (INSCHLAG et al., 1998) e Zea mays (BATALIA et al., 1996). No
entanto, devido a substituicbes nas regibes do motivo REDDD, a CpTLP3 né&o
apresentou esse forte carater eletronegativo, sugerindo que essa proteina pode ter
uma fungéo diferente das demais TLPs analisadas nesse estudo, como atuagao no
crescimento e desenvolvimentos da planta, uma vez que a especificidade das TLPs é
determinada que pelas diferencas em torno desse motivo (FAILLACE et al., 2021; MIN
et al., 2004).
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Conclusao

Neste estudo foi possivel identificar 36 TLPs da C. pyramidale que apresentam
caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes ao observado em outros
organismos para essa familia. Na andlise de expressao diferencial, a maioria das
CpTLPs foram induzidas na folha e reprimidas na raiz nos tempos testados. Em geral,
a modulacdo das CpTLPs analisadas indica que esses genes desempenham um
papel na resposta ao estresse salino na espécie estudada. Os genes que codificam
TLPs representam candidatos valiosos para 0 melhoramento de plantas,
principalmente visando transformacéao genética e obtencédo de plantas mais tolerantes

a fatores de estresse, principalmente a salinidade.
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Tabela S1- Genes de referéncia e alvos (CpTLPs) para reacdes de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), com base na literatura e identificados no
transcriptoma de C. pyramidale sob estresse salino, respectivamente.

Gene Anotacgao Amplicon Primer Referéncia Espécies Eficiéncia (.%)
(pb) Folha - Raiz
ARP3 Actin-related protein 3 131 (F) AATTCAGCTCAGCCATCCTTT Frosi et al, (2021a) C. pyramidale 10318 10101
(R) CCAGCCTCACTTTGATTGTTC
SAC1 Suppressor of Actin 101 (F) CCAGTCCAGGTCCTTCACATA Frosi et al, (2021a) C. pyramidale N/A 101.14
(R) TGAAGAGAATGGTTGGTACGG
Histon Itransfer . .
HAG2 b s;OBeC:fa‘it)t’ié anserese 108 (F) GCATGAGACGAGGAGAGTTTG  Frosietal, (2021a) C.pyramidale o
(R) CACTTCGCCTGCTTAATTTTG
MYB4 Iﬂr\"’(‘gi"”pt"’” repressor 165 (F) TCACCGAAAGAGAAGCAGTGT  Frosi etal, (2021a) C.pyramidale oo 0 /0
(R) AGTCCTATGGCTTGCCTGATT
ATKRS-1 (Lng;'lth'?\'l’g)Sy”thetase e (F) GCATTCTTGCTTATGGTTTCG Frosietal, (2021a) C.pyramidale oo\
(R) GCTGCTCTCTCATTTCCTTCA
Alvos
CpTLP2 Taumatina 2 135 (F) GCCTTCAGTTTACTCGGAGATG  Este estudo . pyramidale 108.03  96.49
(R) TGACTTGGAGAGGAAGGACAG ' '
CpTLP3 Taumatina 3 131 (F) CAAGCTGTGTTGCAGAAACC Este estudo . pyramidale N/E 92 55
(R) ACTTGTGCATGAGCGAAGG '
CpTLP5 Taumatina 5 115 (F) CGTGAACAAGTGCGACTACAC Este estudo . pyramidale 9779  106.73
(R) AGCTAGAAAGGAGCGGGAAG ' '
CpTLP17 Taumatina 17 108 (F) TCCCACACACTCTGCTTCAC Este estudo . pyramidale 10038 90.60
(R) GTAGTACCCAGAACACCTGTGG ' '
CpTLP20 Taumatina 20 84 (F) GTTGGCGGAGTTCACCTTAG Este estudo . pyramidale 108.19 10073
(R) AGCATAGGCACGTTGTACCC ' '
CpTLP31 Taumatina 31 137 (F) GTTTGTGCCACTGGTGACTG Este estudo . pyramidale 105,24 101,25

N/A=Nao analisado; N/E= Nao eficiente.
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Figura S1- Curvas de eficiéncia para os alvos obtidas nos ensaios de RT-gPCR nos tecidos foliar (A)

e radicular (B).
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Figura S2— Curvas de Melting dos alvos obtidas nos ensaios de RT-gPCR nos tecidos foliar (A) e radicular (B).
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4.2 ARTIGO 2

Andlise estrutural e funcional da familia das TLPs no transcriptoma
Stylosanthes scabra sob supresséo de rega

Maria Cidinaria Silva Alves?!, Carolline de JesUs-Pires!, Gabriella Frosi?, Flavia
Czekalski Araujo?, Carlos André dos Santos-Silval, Marx Oliveira de Lima?, Ana Maria
Benko-Iseppon?, Valesca Pandolfi'

Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal, Departamento de Genética, Centro de
Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil

2Faculté des Sciences, Départament de Biologie, Université de Sherbrooke,
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*Autor correspondente: telefone: +55 81 21267816; e-mail: valesca.pandolfi@ufpe.br.

Resumo: Fatores ambientais, como altas temperaturas, seca, salinidade,
(frequentemente agindo de forma combinada) tém levado a grandes perdas a cada
ano. Dentre as estratégias de adaptacdo as condicfes de estresse (bidtico e abibtico)
destaca-se a inducdo de genes relacionados a defesa vegetal, incluindo as TLPs
(Thaumatin-like Proteins). Essa familia de proteinas € conhecida pela sua acao
antimicrobiana, mas tém sido investigadas pela sua associacdo com a tolerancia a
estresse abidticos. Stylosanthes scabra Vogel € uma espécie nativa do Brasil,
amplamente adaptada a ambientes hostis, principalmente sob solos pobres e com
pouca disponibilidade hidrica, representando uma excelente candidata para estudo de
genes de defesa vegetal. O presente trabalho teve como objetivo identificar e
caracterizar TLPs no transcriptoma da S. scabra, assim como avaliar o perfil de
expressdo das SsTLPs apés 6, 24 e 48 h de supressédo de rega e 6 h apds a
reidratacdo. As 64 SsTLPs identificadas apresentaram dominios caracteristicos das
TLPs, assim como o peptideo sinal, ponto isoelétrico e massa molecular tambem
tipicos dessa familia. O alinhamento multiplo revelou alta conservacdo dos 16
residuos de cisteinas, além do motivo de assinatura e um motivo "REDDD", também
caracteristicos das TLPs. A andlise de expressdo mostrou indu¢do na maioria das
SSTLPs, indicando a agéo das SSTLPs (SSTLP3, SsTLP4, SSTLP19 e SSTLP46) sobre

a tolerancia a restricdo hidrica em S. scabra.
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Introducéo

Os fatores ambientais adversos, como a seca, causam deficiéncia de agua nas
plantas, consequentemente, afetando o crescimento e o desenvolvimento vegetal,
limitando severamente a producédo agricola e reduzindo o rendimento e a qualidade
das plantas cultivadas (LIU et al., 2013; RASHEED et al., 2016).

A seca desencadeia mudangas fisiologicas e moleculares significativas nas
plantas, como reducédo da presséo do turgor foliar, ajustes do potencial e metabolismo
osmotico, reducdo ou interrupcdo do crescimento, entre outros (RASHEED et al.,
2016; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006; TARDIEU et al., 2014). As
respostas de defesa subjacentes a adaptacdo aos estresses ambientais séo
governadas por mudancgas na expressao génica (LIU et al., 2014). A adaptagcédo ao
estresse hidrico desencadeia alteracbes na expressdo de numerosos genes
pertencentes a diversos grupos funcionais, como fatores de transcricdo e proteinas
PR, que contribuem para a transducédo de sinal e protecdo da célula (LIU et al., 2013,
2014; SHU et al., 2018; ZHU, 2016).

As proteinas relacionadas a patogénese (PR) sdo conhecidas devido a tolerancia
a estresses ambientais, categorizadas em 17 familias (PR-1 a PR17). As TLPs
(Thaumatin-like Proteins) pertencem a familia das PR-5, sendo conhecidas conhecida
por sua similaridade de sequéncia com a taumatina, descrita em Thaumatococcus
daniellii, planta nativa do oeste africano (CHRISTENSEN et al., 2002; VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006).

A familia das TLPs possui sequéncias de proteinas com em média 207
aminoacidos, massa molecular de 18kDa a 26 kDa e oito ligacdes dissulfeto devido a
presenca de 16 residuos de cisteina (Cys), tornando-as estaveis sob diversas
condicdes de estresse, como calor e pH. Além disso, possui um dominio definido de
fenda acida (REDDD), composto pelos aminoacidos conservados arginina, acido
glutamico e trés residuos de éacido aspartico, que atuam na ligacdo ao receptor
especifico quando em atividade antifangica (GHOSH; CHAKRABARTI, 2008;
BREITENEDER, 2004; LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010). As TLPs
também possuem um motivo de assinatura conservado G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-D-C-
X(1,2)-[GQ]J-X(2,3)-C, este esta presente na maioria das TLPs (LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010; ZHAO; SU, 2010).

A superexpressao de TLPs nas plantas resulta em resisténcia a diversos
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patdgenos, tais como a Macrophomina phaseolina e Phytopthora infestans e
estresses abioticos, como a salinidade e seca (ACHARYA et al., 2013; HE et al., 2017,
LIU et al., 2013; SUBRAMANYAM et al., 2012). Diversos estudos revelaram que as
TLPs desempenham fungbes no desenvolvimento e fisiologia da planta, incluindo
atividade antimicrobiana, amadurecimento de frutas e germinacao de sementes (LIU;
STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010; SALZMAN et al., 1998; SEO et al., 2008).
TLPs foram identificadas em vérias plantas, incluindo Arabidopsis thaliana
(SHATTERS et al., 2006), Arachis diogoi (SINGH et al., 2013), Cucumis melo (L.) (LIU
et al.,, 2020), Citrullus lanatus (Thunb.) (ZHANG et al., 2018), Glycine max (L.)
(HAYASHI et al., 2014), Hordeum vulgare (IQBAL et al., 2020), Oryza sativa (L.)
(SHATTERS et al., 2006) e Vitis vinifera (L.) (YAN et al., 2017). No entanto, as TLPs
sao diversificadas em diferentes espécies de plantas e estresse, 0 que sugere que
suas funcdes ainda precisam ser investigadas.

Em regides semiaridas, as plantas frequentemente precisam adaptar-se as
condi¢cdes de estresse, como ambientes salinizados, secos e quentes. Entre as
diversas plantas adaptadas nessas regioes, destaca-se a leguminosa S. scabra Vogel
com notavel adaptacédo a solos pobres, acidos e sob baixa disponibilidade hidrica,
sendo muito utilizada como forrageira (CALLES; SCHULTZE-KRAFT, 2016;
CHANDRA; PATHAK; BHATT, 2006; RESENDE et al., 2006). Thumma et al. (2001)
revelam que a expresséo de diversos genes € induzida sob baixa disponibilidade de
agua em S. scabra e elevam producdo de biomassa. Em condi¢des salinas, a S.
scabra apresentou aumento nos teores de glicina-betaina e colina, enquanto a prolina
foi afetada adversamente (AGARWAL; VARSHNEY, 2019). Atualmente a S. scabra
tem sido predominantemente utilizada em centros de pesquisa agricola na Australia,
Brasil e em paises do sul da Asia, com vistas melhoramento como adubo verde e
pastagem, especialmente em regifes semiaridas (CHANDRA, 2013; MARQUES et
al., 2018).

Diante disso, o0 presente estudo teve como objetivo identificar TLPs no
transcriptoma S. scabra sob supressdo de rega, analisando sistematicamente sua
estrutura génica, localizacdo subcelular, motivos conservados, analise fenética e

padrdes de expressao no tecido radicular sob estresse hidrico.
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Materiais e Métodos

Material Vegetal e tratamentos

O material vegetal deste estudo foi obtido através do experimento descrito em
Ferreira-Neto et al. (2021) (em preparo). Resumidamente, estacas enraizadas de S.
scabra (acesso 85, do BAG da Universidade do Estado da Bahia-UNEB) foram
cultivadas em vasos plasticos (de 10 L) contendo areia / solo argiloso / vermiculita (v
/ v) e mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, a 25 °C
(x 2 °C) e umidade relativa de 60% (£ 5%), sob luz natural (fotossintética densidade
de fluxo de fétons (PPFD) = 1,5 x 103umoles m-2s-1 por 12h/dia, regadas diariamente.
Apéds seis meses, as plantas foram submetidas a 6, 24 e 48 horas de deficiéncia
hidrica (por suspensédo de agua) e 6 horas apos a reidratacdo (cada tratamento com
seus respectivos controles (regadas diariamente, 500 mL H20), em triplicatas
biolégicas. As amostras (de cada tratamento) foram coletadas e mantidas a -80 °C até
a extracao do RNA.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total do tecido radicular de S. scabra (em todos os tratamentos) foi
extraido utilizando o Kit SV Total RNA Isolation System (Promega). As amostras foram
tratadas com DNAse e analisadas quanto a sua integridade (gel de agarose 1,5%), e
concentracdo (Fluorimetro Qubit®-Life Technologies). Para a validacdo da expressao,
as amostras de RNA total foram convertidas em cDNA utilizado o kit GoScript™
Reverse Transcription System (Promega) seguindo instrucbes do fabricante e
mantidas a -20°C até a realizacao das reacoes de amplificagdes.

Aliguotas de RNA total das amostras de S. scabra, 6 e 24 horas de supressao
de rega e seus respectivos controles (em triplicata) foram utilizadas para a construcéo
de bibliotecas de RNA-Seq, utilizando a plataforma Illumina HiSeq 2500, 2 x 100 bp,
usando o kit HiSeq Rapid PE cluster V.2 (lllumina), de acordo com as instru¢gdes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado com trés réplicas biolégicas por tratamento

em cada tempo de coleta.
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Identificacdo das sequéncias

A identificagdo das sequéncias da familia das TLPs foi realizada utilizando trés
métodos (SANTOS-SILVA et al.,, 2020). O primeiro foi realizado através do
alinhamento de sequéncias-sondas (seed-sequences) de TLPs disponiveis no banco
de dados publico UniProt (https://www.uniprot.org/) contra o banco de dados de RNA-
Seq da estilosantes, por meio da ferramenta BLAST. O segundo utilizou a ferramenta
HMMER (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011), buscando padrdes no dominio
conservado, através do algoritmo de Hidden Markov Modelo (HMM). O terceiro
método foi realizado usando expressao regular (RegEx), com padrdes de peptideos
desenvolvido por nosso grupo. As sequéncias candidatas foram traduzidas por meio
da ferramenta Transdecoder, submetidas ao Batch CD-Search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) e InterProScan
(https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) para identificar os dominios
conservados da classe das TLPs. A presenca de dominios transmembrana (TM) e
peptideo sinal foram previstos pelas ferramentas TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001) e
SignalP 5.0 (PETERSEN et al., 2011), respectivamente.

Caracterizacdo das sequéncias candidatas a taumatinas e andlise fenética

As sequéncias com dominio completo foram avaliadas quanto ao tamanho de
proteina, ponto isoelétrico (pl), massa molecular (MW) e grande média de
hidropaticidade  (GRAVY), previstos por ExPASy  ProtParam  (http:
Ilweb.expasy.org/protparam /) e a localizacdo subcelular foi predita com o auxilio do
programa ProtComp 9.0 (Softberry Inc., Mount Kisco, NY, USA). Utilizando a
ferramenta Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) foi realizado um alinhamento
multiplo com uma sequéncia de taumatina de Thaumatococcus daniellii (Benth.) para
identificacdo de padrbes conservados. A estrutura secundaria foi predita a partir do
pacote JNet Secondary Structure Prediction (COLE; BARBER; BARTON, 2008). Os
motivos conservados foram previstos por meio da ferramenta MEME 5.0.3
(http://meme-suite.org/tools/meme) conforme os parametros sugeridos por LIU et al.
(2020) e visualizados no TBtools (CHEN et al., 2020). Para comparar as relacdes
evolutivas e identificar as subfamilias, TLPs descritas em outras espécies foram

utilizadas para construir uma arvore fenética pelo método de Neighbor-Joining (NJ)
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com auxilio do programa MEGA v.7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) e
visualizados no iTOL (LETUNIC; BORK, 2016).

Figura 1- Fluxograma das principais etapas desenvolvidas na anotagéo estrutural e funcional de
Taumatinas no transcriptoma de S. scabra.
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Expressao in silico das SsTLPs

O transcriptoma de S. Scabra, sequenciado pela tecnologia de RNA-Seq
(Nlumina HiSeq2500), assim como as tabelas de genes diferencialmente expressos
em 6 e 24 hapds a suspensdo de rega foram disponibilizados pelo grupo do
Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV/UFPE). A construgéo do perfil
de expressao in silico foi baseada na analise dos valores de Fold Change (FC) dos
transcritos de cada tratamento a partir das andlises via EdgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2010), onde foram considerados os transcritos com FC > 1 ou
< -1 (p-value e FDR =0.05). Em seguida, esses transcritos foram submetidos ao
software CLUSTER 3.0 (READ et al., 2001), onde foram realizados agrupamentos
relacionando os clusters e as bibliotecas através do método Hierarchical Clustering
Analysis (EISEN et al., 1998), cujos resultados foram apresentados em um painel de
expressdo gerado pelo programa TreeView (SALDANHA, 2004), dispostos em

heatmap.
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Andlise da expresséao diferencial via RT-gPCR

Com base na expresséo in silico, foram selecionadas cinco SSTLPs para serem
validadas quanto a sua expressao diferencial, via RT-gPCR. Os pares de primers
foram desenhados utilizando o software Primer3 Plus (UNTERGASSER et al., 2007)
e Primer-BLAST (YE et al., 2012), seguindo-se 0s seguintes parametros: conteudo de
GC 50%, temperatura de Melting de 40 °C a 60 °C, juncdo exon-exon e tamanho do
amplicon entre 80 - 150 pb.

Amostras de diluicbes seriadas de cDNA (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000), em
triplicatas técnicas, foram usadas para construir as curvas padrées para cada par de
primer, a fim de determinar a eficiéncia das amplificacdes a partir da seguinte equacao
E=10Q (-/slope of the standard curve) (RASMUSSEN, 2001). As reagdes de amplificacbes por
gPCR foram preparadas com 5 uyL de SYBR Green (GoTag® gPCR Master Mix 2x,
Promega), 1 uL de cDNA diluido (1/10), 0,3 uL de cada primer (5 yM) e volume
ajustado para 10 uL de agua livre de nucleases, em triplicatas biologicas e técnicas.
As reac0des foram realizadas no equipamento CFX96 Touch Real-Time (Bio-Rad), com
a seguinte programacao: 95 °C por 2min, seguido por 40 ciclos a 95 °C por 15s, e 60s
a 60 °C. A curva de melting foi gerada variando a temperatura de amplificacdo de 65
-95°C.

Os genes de referéncia B-TUB2, F-Box e UBQ10 foram usados para
normalizacdo dos dados de expressédo (Tabela S1). As validacdes por RT-gPCR
seguiram as orientacoes do MIQE (The Minimum Information for Publication of
Quantitative RealTime PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009) e foram analisadas
pelo programa estatistico REST (Relative Expression Software Tool, v.2.0.13;
PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).

Resultados
Selecdo e caracterizagéo dos candidatos

Foram obtidos 64 transcritos de TLPs no transcriptoma de S. scabra (Tabela
1). Desses, 12 sequéncias apresentaram o0 dominio GH64-TLP-SF (que inclui
hidrolases glicosidicas), 16 apresentaram o dominio Thaumatin (relacionadas a
atividade antifungica) e 36 apresentaram o dominio TLP-PA (similar ao dominio

taumatina e presente em proteinas antifUngicas/alergénicas). As sequéncias de
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SsTLPs variaram de 180 a 224 aminoacidos (aa) com tamanho médio de 211 aa, o pl
de 4,14 (SsTLP1) a 9,06 (SSTLP5 e SsTLP6) e massa molecular de 18,77 kDa
(SsTLP15) a 24,28 kDa (SsTLP51 a SsTLP54). Estavam localizadas na regido
extracelular 54 das 64 SsTLPs e as demais estavam presentes no vacuolo. Os
resultados da analise do peptideo sinal indicou que 87% das SsTLPs continham um
peptideo sinal na regido N-terminal, além disso, a maioria das sequéncias possuia um

ou dois dominios TM.

Tabela 1 — Tamanho da proteina (aa), massa molecular (MW), ponto isoelétrico (pl), indice de
hidropaticidade média (GRAVY), dominios transmembrana (TM) e localizagao subcelular das SsTLPs.

Caracteristicas das Proteinas
Gene ID N° de MW ol TM GRAVY Localizacéo
aa (Da) subcelular

SsTLP1  TR21987|c0_gl_il 218 22,46 4,14 -0,105  Extracelular
SsTLP2  TR24711|c0_g1_il 219 23,06 4,78 -0,446  Extracelular
SsTLP3  TR24711|c0_g1_i2 219 22,97 5,05 -0,398  Extracelular
SsTLP4  TR24711|c0_gl1_i4 197 20,68 5,05 -0,392  Extracelular
SSTLP5  TR24722|c0_g1_il 217 23,35 9,06 -0,151  Extracelular
SsTLP6  TR24722|c0_g1_i2 217 23,30 9,06 -0,134  Extracelular
SsTLP7 TR24877|c0_gl il 213 22,45 7,02 -0,062 Extracelular
SsTLP8  TR24877|c0_gl_i2 214 22,62 7,02 -0,046  Extracelular
SsTLP9  TR25192|c0_g1_il 199 21,41 4,29 -0,252  Vacuolo

SsTLP10 TR25192|c0_g1_i2 199 21,39 4,37 -0,275  Vacuolo

SsTLP11 TR25192|c0_g1_i3 199 21,37 4,19 -0,224  Vacuolo

SsTLP12 TR25192|c0_gl i4 199 21,40 4,29 -0,239  Vacuolo

SsTLP13 TR25192|c0_g1_i5 199 21,42 4,37 -0,268  Vacuolo

SsTLP14 TR27893|cl_gl_il 211 22,26 4,8 -0,321  Extracelular
SsTLP15 TR27893|cl gl _i2 180 18,77 4,5 -0,369 Extracelular
SsTLP16 TR27893|c1l_gl1_i3 211 22,26 4,8 -0,321  Extracelular
SsTLP17 TR27893|cl gl i4 211 22,26 4,8 -0,321 Extracelular
SsTLP18 TR27893|cl_gl i5 211 22,27 A7 -0,308  Extracelular
SsTLP19 TR27893|cl_gl_i6 211 22,26 4,8 -0,321  Extracelular
SsTLP20 TR27893|cl_gl i7 211 22,27 A7 -0,308  Extracelular
SsTLP21 TR27893|c1l_gl_i8 211 22,25 4,6 -0,317  Extracelular
SsTLP22 TR27893|cl_gl i9 211 22,25 4,6 -0,317  Extracelular
SsTLP23 TR28205|c1l_gl il 224 23,61 4,67 -0,178  Extracelular
SsTLP24 TR28205|c1l_gl_i2 224 23,64 4,67 -0,225  Extracelular
SsTLP25 TR30051|cO0_g1 i1 214 22,30 4,22 -0,225  Extracelular
SsTLP26 TR30051|c0_g1_i10 214 22,29 4,22 -0,226  Extracelular
SsTLP27 TR30051|c0_g1_i2 214 22,30 4,22 -0,225  Extracelular
SsTLP28 TR30051|c0_g1 i3 214 22,30 4,22 -0,225  Extracelular
SsTLP29 TR30051|c0_gl1_i4 210 21,69 4,22 -0,271  Extracelular
SsTLP30 TR30051|c0 gl i5 214 22,30 4,22 -0,225  Extracelular
SsTLP31 TR30051|c0_g1_i7 214 22,30 4,22 -0,225  Extracelular
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Caracteristicas das Proteinas

Gene ID N° de MW ol TM GRAVY Localizacéo
aa (Da) subcelular

SsTLP32 TR30051|cO0_gl1 i8 214 22,30 422 O -0,225  Extracelular
SsTLP33 TR30051|c0 g1 i9 214 2230 422 O -0,225  Extracelular
SsTLP34 TR62915|c0_g1 il 217 22,79 831 1 -0,351  Extracelular
SsTLP35 TR62915|c0 gl i2 217 22,77 831 O -0,333  Extracelular
SsTLP36 TR62915|c0 gl i3 217 22,80 846 O -0,351  Extracelular
SsTLP37 TR62915|c0_gl1 i4 219 23,02 859 1 -0,345  Extracelular
SsTLP38 TR64766|c0_gl il 212 22,20 45 2 -0,203  Extracelular
SsTLP39 TR64766|c0_g2_ il 212 22,27 456 1 -0,224  Extracelular
SsTLP40 TR64815|c0_g1 il 184 19,44 465 O -0,385  Extracelular
SsTLP41 TR64815|c0_g1_i3 184 1944 465 O -0,385  Extracelular
SsTLP42 TR65390|c0_g1 il 184 1952 852 O -0,149  Extracelular
SsTLP43 TR65390|c0_g1_i3 184 1952 852 O -0,149  Extracelular
SsTLP44 TR65634|c0_g1 il 198 21,09 571 1 -0,387  Vacuolo

SsTLP45 TR65634|c0_gl i2 200 2132 521 1 -0,352  Vacuolo

SsTLP46 TR65763|cl_gl_il 218 22,43 4.6 0 0,020  Extracelular
SsTLP47 TR65763|cl_gl i3 219 2252 4,6 2 -0,103  Extracelular
SsTLP48 TR66439|c0_g1_il 199 21,63 466 O -0,370  Vacuolo

SsTLP49 TR66439|c0_gl1 i2 199 21,68 4,8 0 -0,347  Vacuolo

SsTLP50 TR66439|c0_g1_i3 199 21,65 4,8 1 -0,387  Vacuolo

SsTLP51 TR84027|c0_g1_il 219 2435 7,3 0 -0,141  Extracelular
SsTLP52 TR84027|c0_g1 i2 219 24,28 7,3 0 -0,172  Extracelular
SsTLP53 TR84027|c0_g1_i3 219 2435 7,3 0 -0,141  Extracelular
SsTLP54 TR84027|c0_gl_i4 219 2428 7,3 0 -0,172  Extracelular
SsTLP55 TR84632|c2_g2 il 219 2296 7,89 2 -0,197  Extracelular
SsTLP56 TR84632|c2_g2 i10 219 2293 751 1 -0,197  Extracelular
SsTLP57 TR84632|c2_g2_i2 219 22,83 751 2 -0,154  Extracelular
SsTLP58 TR84632|c2_g2 i3 219 2299 79 2 -0,200  Extracelular
SsTLP59 TR84632|c2_g2_i4 219 2297 7.9 2 -0,175  Extracelular
SsTLP60 TR84632|c2_g2_i5 219 22,84 751 2 -0,179  Extracelular
SsTLP61 TR84632|c2_g2_i6 219 2284 751 2 -0,179  Extracelular
SsTLP62 TR84632|c2_g2_i7 219 2293 751 2 -0,168  Extracelular
SsTLP63 TR84632|c2_g2_i8 219 2299 7.9 2 -0,200  Extracelular
SsTLP64 TR84632|c2_g2_i9 219 2299 79 2 -0,200  Extracelular

Alinhamento multiplo das sequéncias e motivos conservados

Os resultados do alinhamento mdltiplo das SsTLPs revelaram que a maioria

apresenta 16 residuos de cisteina conservados, conforme mostrado na Figura 1,

excetuando a SsTLP15 que apresentou 15 Cys e as SsTLP40 a SsTLP43 que

apresentaram 14 cisteinas conservadas. O motivo REDDD conservado [arginina (R),

acido glutamico (E) e trés residuos de acido aspartico(D)] foi altamente conservado
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na maioria das SSTPLs, com excecao das SSTLP2, SSTLP3 e SsTLP4 apresentaram
substituicdo no aminoacido arginina por Lisina (K). Além disso, o alinhamento revelou
0 motivo de assinatura tipica da familia das TLPs. A predicdo da estrutura secundaria
mostrou que as SSTLPs apresentaram de doze a quatorze folhas-f3, além de até duas

a-hélices (Figura 2).
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Figura 2 — Alinhamento multiplo e predicdo da estrutura secundaria das sequéncias aminoacidos de
Taumatina e das SsTLPs Os residuos conservados séo indicados pelo fundo vermelho e rosa.
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Os grupos e motivos conservados entre as SsTLPs foram investigados para
analisar as caracteristicas funcionais e a diversidade estrutural (Figura 3). Foram
observados nove grupos (Figura 3A) e dezesseis motivos conservados (Figura 3B),
dos quais nove motivos foram altamente conservados na maioria das sequéncias.
Mais de 89% (57 dos 64) das SsTLPs apresentaram os motivos de um a nove e 27
sequéncias apresentaram o motivo cinco duplicado. Alguns grupos exibiram motivos
anicos, a exemplo dos grupos 2 e 5 (com os motivos 12 e 14, respectivamente). O
motivo 15 foi encontrado apenas nas sequéncias SSTLP7, SSTLP8 e SSTLP46, bem
como o motivo 11 estava presente nas SSTLPs 4,38 e 39. Os grupos tendem a
apresentar padrdoes de motivos semelhantes, tais como 0s grupos um, dois e nove,

sugerindo que essas TLPs possuem funcdes semelhantes.
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Figura 3 — Formagcéao de grupos baseada na distribuicdo dos motivos conservados entre as 64 SsTLPs.
A. Arvore fenética das SsTLPs formada pelo método NJ. B. Padrdes de motivo conservados das TLPs
de S. scabra. Os 16 motivos estéo dispostos por cores.
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Andlise fenética

Para comparar as SsTLPs identificadas com TLPs de outras espécies foi gerada
uma arvore fenética a partir do método de Neighbor Joining (NJ). As TLPs de outros
organismos foram obtidas através dos bancos de dados NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt (https://www.uniprot.org/), totalizando 107
TLPs de 42 diferentes taxons e 16 familias de plantas foram obtidas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/
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Figura 4 — Fenograma gerado por meio do método NJ de TLPs de S. scabra comparativamente com
TLPs dos bancos de dados NCBI e UniProt. As proteinas sdo representadas por seus codigos de

acesso, seguido da espécie vegetal.
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Grupo 4

Foi observada a distribuicdo das TLPs em 10 grupos (Figura 4). Os grupos foram
compostos de SSTLPs e de outras espécies de plantas, com excec¢do do grupo dois,
apontando a semelhanca entre as SSTLPs e as TLPs de outras plantas. A distribuicdo
das SsTLPs foi relativamente desigual na maioria dos grupos, a exemplo do grupo 10
com apenas a SSTLP1 e grupo 6 com as SsTLP23 e SsTLP24, enquanto no grupo 1
estavam presentes 12 SsTLPs. O grupo 6 também é menor, apresentando 8 TLPs
cada. O maior grupo € o 7 com 38 membros, desses 10 eram SsTLPs. O grupo 2,
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assim como os grupos 1, 4 e 6 foram compostos apenas por espécies da familia
Leguminosae. O Grupo 3 foi constituido por espécies da Brassicaceae, Leguminosae
e Vitaceae, enquanto o Grupo 5 foi constituido Fagaceae, Juglandaceae,
Leguminosae e Rosaceae. O Grupo 7 foi apresentou maior diversidade de familias,
sendo composto por Actinidiaceae, Brassicaceae, Cupressaceae, Leguminosae,
Oleaceae, Poaceae, Sapotaceae, Solanaceae, Marantaceae e Vitaceae. O Grupo 8
foi composto por espécies de Cucurbitaceae, Leguminosae, Rutaceae e Solanaceae.
Ja os grupos 9 e 10 foram compostos pelas familias Brassicaceae e Leguminosae,

diferenciados pela presenca das familias Poaceae e Cucurbitaceae, respectivamente.

Andlise de expressao génica

As 64 SsTLPs identificadas no transcriptoma (RNA-Seq) foram avaliadas in silico
guanto ao seu perfil de expressdo. A partir dessa analise, foram identificados doze
transcritos diferencialmente expressos no RNA-Seq de 24 horas apés a imposi¢ao do
estresse hidrico, desses as SSTLP2, SSTLP3, SsTLP4, SsTLP9, SsTLP10, SsTLP12,
SsTLP13, SsTLP18, SSTLP19 e SsTLP58 foram induzidos e SSTLP46 e SsTLP47
foram reprimidos (Figura 5).

Figura 5 — Analise in silico do perfil de expressao das TLPs no transcriptoma (RNA-Seq) da raiz de S.

scabra gerado apds imposi¢do do estresse hidrico. A escala de cores representa o nivel de expressao
relativa das SsTLPs superexpressas (vermelho), reprimidas (azul) e sem expressao diferencial (cinza).
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Das doze SsTLPs diferencialmente expressas, cinco foram avaliadas quanto sua



101

expressao relativa (SSTLP3, SSTLP4, SsTLP19, SSTLP46 e SsTLP47), via RT-gPCR,
no tecido radicular, nos mesmos tempos 6, 24 e 48 h de imposicao de estresse hidrico

e 6 horas apds a reidratagéo (Figura 6).

Figura 6 — Expressdo génica de TLPs em S. scabra em resposta ao estresse hidrico. As barras
representam a expresséao relativa das cinco SsTLPs no radicular apos 6 horas (verde), 24 horas
(vermelho), 48 horas (azul) de estresse hidrico e 6 horas de reidratacdo (amarelo escuro). xup-regulated
e down-regulated (p< 0,05).
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A maioria dos genes codificadores dos transcritos SsTLPs analisados
apresentou expressao semelhante aos dados in silico do transcriptoma de S. scabra
(RNA-Seq), excetuando o SSTLP46 que apresentou expressdo adversa. Além disso,
a maioria das TLPs de S. scabra foram induzidas nos tempos avaliados. A SsTLP3 foi
induzida em todos os tempos, sendo expressao 25,9 vezes no tempo de 24 horas,
quanto a SsTLP4 foi modulada constitutivamente em 6 horas de estresse e induzida
nos demais tempos, chegando a 34,8 vezes em 48 horas.

Ja SsTLP19 foi induzida em 6, 24 e 48 horas e modulada constitutivamente em
6 horas de reidratacéo. A SsTLP46 foi expressa de forma constitutiva em 6 horas,
induzida em 24 e 48 horas e reprimida em 6 horas de reidratagdo. A SsTLP47 foi
reprimida em 24 e 48 horas e modulada constitutivamente nos demais tempos. Dessa
forma, a inducdo das SSTLPs na maioria dos tempos analisados indica uma possivel

associacao a tolerancia da estilosantes submetida a supresséao de rega.
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Discusséo
Andlise estrutural e propriedades fisico-quimicas das SsTLPs

A seca é um dos fatores ambientais mais impactantes sobre o crescimento,
desenvolvimento das plantas, promovendo de alteracfes fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares (HE et al., 2020). Geralmente 0s estresses provocam uma resposta
sistémica nas plantas, envolvendo genes de diferentes érgaos e tecidos (BARTLETT
et al., 2016). Estudos apontam para o envolvimento de varias vias de sinaliza¢do na
regulacdo da expressdo de genes PR apds estresse abiotico (ALl et al., 2018)
incluindo seca e salinidade (WU et al., 2016). Dentre as PR-5, as TLP destacam-se
por sua participagéo na defesa vegetal frente a diferentes tipos de estresses (CAO et
al., 2016; AN et al., 2019).

Baseado no transcriptoma (RNA-Seq) de S. Scabra nés identificamos 64 TLPs
em comparacao com 19, 37, 28 e 35 TLPs na cevada, Oryza sativa, Brachypodium e
sorgo, respectivamente (IQBAL et al., 2020); 28 TLPs em Cucumis melo (LIU et al.,
2020) e Arabidopsis (SHATTERS et al., 2006); 29 em Brassica napus (Wang et al.,
2020); 33 em Vitis vinifera (YAN et al., 2017); 55 em Populus trichocarpa (ZHAO; SU,
2010) e 56 em Vigna unguiculata (JESUS-PIRES et al., 2020). Essa variacdo no
namero de genes codificadores para TLPs é esperado, devido os papeis significativos
das TLPs associados a resposta a estresses (JESUS-PIRES et al., 2020) e indica uma
variacdo consideravel na expansao dos genes TLPs entre os diferentes grupos das
plantas (SU et al., 2021).

Diversos estudos apontam que as TLPs podem apresentar pontos isoelétricos
acidos ou basicos e sdo proteinas de baixo massa molecular (18 a 26 kDa)
(BREITENEDER, 2004, LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010; WANG et al.,
2010). As SsTLPs apresentaram em média 211 aminoacidos, com pl de 4,14 a 9,06 e
massa molecular entre 18,77 kDa e 24,28 kDa. Estudos anteriores revelaram as
proteinas PR estdo localizadas em todos os oOrgaos da planta, encontradas
predominantemente em botdes florais, epiderme, raizes e folhas, constituindo 5% a
10% da proteina total da folha e acumuladas no vacuolo, quando sujeitas a ataques
patogenos (JAMI et al., 2007; LAROSA et al., 1992; VAN LOON; REP; PIETERSE,
2006) ou preditas na regiao extracelular (SAMAC et al., 2011). Neste estudo, a maioria

das TLPs foi predita na regiao extracelular, enquanto cerca de 15% foram preditas no
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vacuolo. Dados semelhantes foram reportados por Tachi et al. (2009) avaliando a
expressdo de TLPs em raizes de soja (Glycine max) sob estresse salino, observaram
que a maioria das TLPs foram preditas na regido extracelular (as demais
permaneceram no vacuolo), assim como em algodao herbaceo (Gossypium hirsutum)
sob seca (LI et al., 2020).

A maioria das SsTLPs apresentou um peptideo sinal N-terminal e, pelo menos,
um dominio transmembrana, tal como observado em algodao (LI et al., 2020) e meldo
(LIU et al., 2020). Tais sequencias estao presentes na maioria das TLPs, sendo
cruciais para o direcionamento as vias secretoras, indicando seu papel de defesa
como proteinas extracelulares (SINGH et al., 2013; WANG et al., 2011). As SsTLPs
identificadas apresentaram trés dominios conservados: Thaumatin, TLP-PA e a
superfamilia GH64-TLP-SF, ambos apresentando alta similaridade com a taumatina,
conforme reportado em Populus szechuanica sob infeccdo do fungo Melampsora
laricis-populina (CHEN et al., 2016).

O alinhamento das SsTLPs revelou 16 residuos de cisteina altamente
conservados na maioria das sequéncias, responsaveis pela formacao de pontes de
dissulfeto, permitindo o dobramento correto e conferindo estabilidade a proteina
(FIERENS et al., 2009). O alinhamento das SsTLPs revelou aminoacidos altamente
conservados e correspondentes ao motivo de assinatura (G-X-[GF]-X-C-X-T-[GA]-D-
C-X(1,2)-[GQ]J-X(2,3)-C) presente em toda a familia de proteinas PR-5 (JESUS-PIRES
et al., 2020; TACHI et al., 2009). O motivo REDDD [arginina (R), acido glutamico (E)
e trés residuos de acido aspartico(D)] mostrou-se presente na maioria das SsTPLS,
exceto algumas sequéncias que apresentaram substituicdo no aminoacido arginina
(R) por Lisina (K). Esse tipo de alteragdo resulta em variagbes na topologia e no
potencial eletrostatico da superficie da proteina, indicando especificidade de funcao
dessas TLPs. Esse motivo é fundamental para a estabilidade das TLPs sob condi¢des
de estresse (BATALIA et al., 1996; FAILLACE et al., 2021; MIN et al., 2004). Diversos
estudos relataram a presenca de tais motivos em TLPs de varias espécies, como
Arabidopsis e arroz (KAUR et al., 2020), meldo (LIU et al., 2020) e uva (YAN et al.,
2017).

A estrutura secundaria das SsTLPs relevou até duas a-hélices e doze a quatorze
folhas-B, no melédo, as TLPs possuiram de até quatro a-hélices e quatorze folhas-f3

(LIU et al., 2020), tipicamente as TLPs possuem essa estrutura com predominancia
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de folhas-3 que sao cruciais para a sua fungao e para a estabilidade dessas moléculas
(LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010).

Anélise fenética e motivos conservados

Devido a composicdo de suas sequéncias, as proteinas TLPs séo parafiléticas,
originadas de 10 ancestrais comuns, antes da diferenciagdo de monocotiledoneas e
dicotiledéneas (KOHLER et al., 2008; LIU; ZAMANI; EKRAMODDOULLAH, 2010;
SHATTERS et al., 2006). Neste estudo, as SsTLPs e TLPs de outras espécies foram
distribuidas em 10 grupos, de forma relativamente dispersa, semelhante aos
resultados obtidos em Arabidopsis (LIU; ZAMANI; EKRAMODDOULLAH, 2010),
algodao (LI et al., 2020) e meléo (LIU et al., 2020). A distribuicéo dispersa das SsTLPs
nos grupos indica semelhancas estruturais e funcionais com TLPs de outras espécies
conforme descrito por Wang et al. (2011), essa variacdo na distribuicdo das SsTLPs
ocorre em razao da duplicacao diferencial de genes da familia TLP (SHARMA et al.,
2022), e sugere que as TLPs podem desempenhar diferentes fungbes sob distintos
tipos de estresses e de fases de crescimento da planta (SU et al., 2021). A auséncia
de SsTLPs no grupo dois sugere que as TLPs de S. scabra compartilham 9 dos 10
genes ancestrais comuns de outras plantas. Todos 0s grupos compostos com SsTLPs
possuiram TLPs de leguminosas, apontando a alta similaridade das TLPs dessa
familia.

As sequéncias de aminoacidos de SsTLPs foram divididas em nove grupos, com
9 motivos altamente conservados (dos 16 preditos) e algumas sequéncias possuiram
motivos exclusivos. Essas especificidades de sequéncias sdo comumente
encontradas nas TLPs das plantas e demonstram que alguns aminoacidos sofreram
diversificacdo de selecdo (PETRE et al., 2011), no entanto, devido a riqueza de
cisteinas e alta conservacdo do motivo REDDD, as SSTLPs apresentam conservacao
elevada, indicando semelhanca funcional das TLPs, enquanto as alteracdes na
molécula indicam especificidade funcional (FAILLACE et al., 2021; MIN et al., 2004).

Expressao diferencial das SsTLPs

As plantas respondem a estresses abidticos por meio da regulacédo da expressao

génica que eventualmente resulta na renovacdo da desintoxicagdo de toxinas,
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homeostase celular e na recuperacao do crescimento (SUBRAMANYAM et al., 2011).
Sob restricdo hidrica, as TLPs desempenham uma fungéo defensiva, mantendo assim
a integridade da membrana celular (DAS et al, 2011) através da
compartimentalizacdo de solutos no vacuolo e no espaco intercelular e pela regulacao
da expressdo génica, além da ativacdo das vias de sinalizacdo (CHOWDHURY;
BASU; KUNDU, 2017; MANGHWAR; HUSSAIN, 2022).

Para analisar a funcdo dos genes TLP de S. scabra, os genes SsTLPs
diferencialmente expressos no transcriptoma radicular foram utlizados como
candidatos na andlise de expressao no tecido radicular sob supressdo de rega, nos
tempos 6 h, 24 h e 48 h apGs e 6 horas apos reidratacéo.

O estudo de expressdo via RT-gPCR, a maioria das SsTLPs analisadas
mostraram superexpressdo em todos os tempos testados. A maioria das SSTLPs
continuaram sendo moduladas positivamente, embora com menor nivel de expressao.
Esse aumento da inducdo dos genes SsTLPs durante o estresse, seguido da
diminuicdo apos a reidratacdo, demonstra a atuagdo efetiva das TLPs em S. scabra
durante a restricdo hidrica, principalmente nos primeiros tempos de estresse.

Por exemplo, o gene SsTLP19, induzido em todos os tempos, apresentou
aumento de expressao até 24 h, no entanto, apés 48 houve um declinio significativo,
porém, continuou induzido. Em condi¢cBes de seca, essa tendéncia também tem sido
reportada em TLPs de diversas espécies, a exemplo TLPs de C. komarovii (uma
planta adaptada do deserto) (Wang et al., 2011) e de G. hirsutum (algodao herbaceo)
(LI etal., 2020). Apos 6 h de reidratacéo, a expressao do SsTLP19 néo foi significativa,
indicando que sua participacdo foi particularmente importante nos primeiros
momentos de deficiéncia hidrica, quando a planta ainda estava sob influéncia do
estresse.

Com excec¢ao da SsTLP47, as SSTLPs analisadas apresentaram maior indugéo
nos tratamentos 24 h e 48 h(a maioria superexpressas), indicando atuagcao mais
efetiva das SsTLPs frente a restricdo hidrica. JA& o gene SsTLP47, o qual néo
apresentou diferenca de expressao no tempo de 6 horas, nos tempos de 24 e 48 horas
de supressdo de rega estava reprimido, indicando que essa TLP pode atuar em
mecanismos fisioldgicos diferentes da resposta de tolerancia a seca, tal como o
crescimento e desenvolvimento das plantas, tal como reportado por Munis et al.
(2010), onde a GbTLP1 foi fundamental para o desenvolvimento da parede celular

secundaria da fibra de algodao (Gossypium barbadense L.).
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Conclusao

Neste estudo foi possivel identificar 64 TLPs da S. scabra que apresentaram a
configuracdo canbnica semelhante as TLPs descritas em outras plantas. Na anélise
de expresséo diferencial, a maioria das SSTLPs foram altamente induzidas nos
tempos testados, indicando que elas desempenham um papel na resposta ao estresse
salino na espécie estudada. As TLPs mostram-se candidatos valiosos para o
desenvolvimento de espécies mais tolerantes a fatores de estresse, principalmente a

supresséao de rega.
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Tabela S1- Genes de referéncia e alvos (SsTLPs) para reacdes de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), com base na literatura e identificados no

transcriptoma de S. scabra sob supresséao de rega.

Gene Anotacdo Am(pl;lg)():on Forward (Iljzr)l;nlsgverse R) Referéncia Espécies Eficiéncia (%)

F-Box Proteina F-box 163 (F) CACCAGGATGCAAAAGTGG Araujo (2019) S. scabra 104
(R) ATCCGCTTGTCCCTTGAAC

UBQ10 Polibiquitina 10 140 (F) TGGCAGACTA CAACATCCAG Araujo (2019) S. scabra 92,2
(R) CACATTATCG ATTGTGTCAG AG

B-TUB2 Beta-tubulina 2 117 (F)CCGTTGTGGAGCCTTACAAT Araujo (2019) S. scabra 98,25
(R) GCTTGAGGGTCCTGAAACAA

Alvos

SsTLP3 Taumatina 3 129 (F) GTTGTTGGAGCATCCTGTCC Este estudo S. scabra 94
(R) CAAGCTAACCAAGGCAGTCC

SsTLP4 Taumatina 4 101 (F) AGATGCTGGTGTGGCTTCTC Este estudo S. scabra 96,9
(R) GGACAGGATGCTCCAACAAC

SsTLP19 Taumatina 19 134 (F) CATGTTCCTTTGCCGGAAG Este estudo S. scabra 101,2
(R) AAACCAGAAATCGGAACCAC

SsTLP46 Taumatina 46 147 (F) TGACCCTAAATCCGAACCAG Este estudo S. scabra 107,2
(R) GCTTATGATGATGCCACCAG

SsTLP47 Taumatina 47 105 (F) ATCACCGAACGCTTCACAC Este estudo S. scabra 95,8

(R) GATTTGAATGGTGGGTGTCC
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Figura S1- Curvas de eficiéncia para os genes de referéncia e alvos obtidos nos ensaios de RT-gPCR
no tecido radicular de S. Scabra.
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Figura S2— Curvas de Melting para os genes de referéncia e alvos obtidos nos ensaios de RT-gPCR
no tecido radicular de S. Scabra.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel identificar e caracterizar TLPs nos transcriptomas de
C. pyramidale e S. Scabra, sendo identificadas 36 e 64 TLPs em C. pyramidale
e S. Scabra, respectivamente.

As TLPs identificadas apresentaram caracteristicas estruturais e funcionais
semelhantes as descritas na literatura.

As TLPs analisadas via RT-gPCR apresentaram expressao diferencial
(induzidas ou reprimidas) em resposta aos estresses estudados. Na
catingueira, as TLPs apresentaram perfis de expresséao distintos nos tecidos
folha e raiz, sugerindo que as TLPs podem ter fungdes diferentes de acordo

com o tecido onde sdo expressas.
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