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RESUMO

Os terpenoides representam uma das classes mais abundantes de metabolitos
secundarios vegetais, desempenhando funcbes essenciais na ecologia, defesa e regulacéo
fisioldgica de plantas. Dentre as espécies de interesse agrondémico, Stylosanthes scabra destaca-
se como modelo promissor para estudos gendmicos aplicados, devido a sua relevancia
socioecondmica, resisténcia a estresses abioticos (como o déficit hidrico) e potencial para
identificacdo de genes candidatos a programas de melhoramento genético. Este estudo integrou
andlises in silico de genémica estrutural e transcriptdmica para caracterizar a familia de terpeno
sintases (TPS) em S. scabra. Foram investigados: (1) a organizacdo genémica e a diversidade
de genes TPS putativos, (2) as relacGes filogenéticas entre as subfamilias de TPS, e (3) o perfil
de expressdo transcricional sob condicdes de suspensao hidrica. Mediante buscas homoldgicas
(BLASTp) e modelagem de dominios conservados (HMMER), identificaram-se 42 sequéncias
putativas de TPS contendo os dominios Pfam caracteristicos (PF01397 e PF03936). A analise
filogenética revelou a presenca de representantes de todas as subfamilias de TPS reportadas em
angiospermas, com predominancia dos clados TPS-a (associado a biossintese de sesquiterpenos
citosolicos) e TPS-b (relacionado a monoterpenos plastidiais). A conservacao evolutiva do
motivo DDxxD - critico para a atividade catalitica — foi confirmada por alinhamento mdltiplo,
exceto em membros da subfamilia TPS-c, corroborando padrdes conhecidos em
eudicotiledéneas. No perfil transcricional, observou-se repressao significativa da maioria dos
transcritos de TPS em raizes sob déficit hidrico, sugerindo regulagdo negativa da via terpenoide
em resposta ao estresse osmotico. Este padrdo contrasta com relatos em espécies xerofitas,
levantando questbes sobre estratégias adaptativas especificas em S. scabra. Como primeira
investigacdo abrangente das TPS no género Stylosanthes, este trabalho ndo apenas amplia o
conhecimento sobre a diversidade genética dessa familia enziméatica, mas também fornece
insights sobre sua modulacgéo transcricional sob estresse. A caracterizacéo estrutural dos genes
SscTPS constitui um recurso valioso para futuros estudos funcionais e aplicacGes

biotecnologicas visando a tolerancia hidrica em cultivos.

Palavras-chave: Estresse abiotico, Expressdo génica, Fabaceae, Metabolitos secundarios,

Tolerancia a seca



ABSTRACT

Terpenoids represent one of the most abundant classes of plant secondary metabolites, playing
essential roles in plant ecology, defense, and physiological regulation. Among agronomically
relevant species, Stylosanthes scabra emerges as a promising model for applied genomic
studies due to its socioeconomic importance, tolerance to abiotic stresses — particularly water
deficit — and potential for identifying candidate genes for breeding programs. This study
integrates in silico structural genomics and transcriptomic analyses to characterize the terpene
synthase (TPS) gene family in S. scabra. Specifically, we investigated (1) the genomic
organization and diversity of putative TPS genes, (2) the phylogenetic relationships among TPS
subfamilies, and (3) the transcriptional expression profile under water suspension conditions.
Through homology searches (BLASTp) and conserved domain modeling (HMMER), we
identified 42 putative TPS sequences containing the characteristic Pfam domains (PF01397 and
PF03936). Phylogenetic analysis revealed representatives of all TPS subfamilies reported in
angiosperms, with a predominance of the TPS-a clade (associated with cytosolic sesquiterpene
biosynthesis) and TPS-b (linked to plastidial monoterpenes). The evolutionary conservation of
the DDxxD motif—critical for catalytic activity—was confirmed through multiple sequence
alignment, except in TPS-c subfamily members, corroborating previously established patterns
in eudicots. Transcriptional profiling indicated a significant repression of most TPS transcripts
in roots under water deficit, suggesting a negative regulation of the terpenoid biosynthetic
pathway in response to osmotic stress. This pattern contrasts with reports from xerophytic
species, raising questions about species-specific adaptive strategies in S. scabra. As the first
comprehensive investigation of TPS genes within the Stylosanthes genus, this study not only
expands current knowledge on the genetic diversity of this enzyme family but also provides
insights into its transcriptional modulation under stress conditions. The structural
characterization of SscTPS genes represents a valuable resource for future functional studies

and biotechnological applications aimed at improving drought tolerance in forage crops.

Keywords: Abiotic stress, Gene expression, Fabaceae, Physiology, Secondary metabolites,

Drought tolerance.
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1 INTRODUCAO

Fatores ambientais podem atuar de forma agravante no desenvolvimento e
produtividade de cultivares, além de intervir no ecossistema, biodiversidade e na seguranca
alimentar (Shahzad et al., 2021). Possuindo potencial limitante, a seca € um dos principais
fatores responsaveis por impactar no crescimento e desenvolvimento vegetal (Ahmadi et al.,
2024), podendo promover alteragcBes moleculares, bioquimicas e fisioldgicas na tentativa do
organismo vegetal mitigar os efeitos deletérios do déficit hidrico (Spanic et al., 2025).

Apresentando baixos padrdes pluviométricos, o semiarido brasileiro € marcado por
secas periodicas e ampla flutuacdo na distribuicdo anual de precipitacdo (Santos et al., 2024).
Nesse contexto, a alta adaptabilidade a condi¢cbes ambientais extremas, possibilita analisar
recursos génicos, presente em plantas nativas da regido, afim de identificar genes associados a
resisténcia a seca, altas temperaturas e os mais variados niveis de estresses (Chandra, 2013;
Pessoa et al., 2021).

Nesse contexto, em virtude de sua notavel capacidade de adaptacdo a ambientes
desfavoraveis, resisténcia a pressdes bidticas e abidticas, bem como elevada tolerancia a seca,
0 género Stylosanthes (Sw.) tem sido amplamente estudado desde a década de 1970 (Reddy et
al., 2024). Dessa forma, espécies desse género destacam-se como modelos promissores para a
identificacdo de genes com potencial aplicacdo em programas de melhoramento genético
(Ferreira-Neto et al., 2022).

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram notaveis variedades de
mecanismos adaptativos de defesa mediados por horménios vegetais (Gua et al., 2024), como
0 &cido jasmonico e o acido salicilico, que regulam respostas contra herbivoria e patégenos
(Sultana et al., 2024), além do etileno, acido abscisico e giberelina, envolvidos na tolerancia a
estresses ambientais, atuando como reguladores em diferentes processos bioldgicos vegetais,
como o crescimento (Acharya et al., 2024), expansdo foliar (Zhumanova et al., 2024), reducéo
da taxa de transpiracdo, condutancia estomatica (Pizzio et al., 2024) e senescéncias (Xing et
al., 2024), contribuindo na tentativa de prosperar em ambientes antes inospitos (Amist;
Narsingh et al., 2024).

Dessa forma, diante de uma situacdo de estresse, plantas podem sintetizar metabdlicos
secundarios denominadas de terpenoides, uma das classes mais diversas de compostos naturais
(Jiang et al., 2024). Nesse sentido, 0s organismos vegetais podem produzir tais enzimas com a
finalidade de func@es primarias ou secundarias, as quais codificam a sintese de monoterpeno

(C10), sesquiterpeno (C15) ou diterpenos (C20), como difosfato de dimetilalila, difosfato de


https://www.zotero.org/google-docs/?NZgcm7
https://www.zotero.org/google-docs/?8f5V1G
https://www.zotero.org/google-docs/?8f5V1G
https://www.zotero.org/google-docs/?8f5V1G
https://www.zotero.org/google-docs/?8f5V1G
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geranila e difosfato de geranilgeranila, respectivamente (Kumar et al., 2024), podendo atuar de
forma precursora na formacdo de horménios vegetais, como acido abscisico, giberelinas e
brassinosteroides, assim como na formacdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas,
carotenoides), além de poder sinalizar de forma eficiente estresses ambientais (Sun et al., 2016),
incluindo a seca (MA et al., 2024; Zhang et al., 2019).

Diante disso, estudos envolvendo a familia génica das terpeno sintases tém demonstrado
a ocorréncia de expressdo diferencial desses genes em diversas espécies vegetais, sugerindo
uma regulacdo dindmica sob condigdes adversas (Ma et al., 2024). Podendo essas serem
suprimidas quando impostas a curta e média exposicao a estresses abidticos (Zhou et al., 2020),
qual podem ser impactadas pela caréncia hidrica, ou diante a outros fatores ambientais (Chen
et al., 2021). Além disso, os transcritos podem apresentar baixa expressao transcricional em
raizes quando comparada a outras regides vegetais pontuando a especificidade tecidual dessa
regulagdo (Li et al., 2021).

Portanto, por apresentar tolerancia frente aos mais variados niveis de estresses, plantas,
especialmente as nativas (Coelho et al., 2024), tornam-se modelos vegetais fundamentais na
analise de genes e produtos génicos que visam executar funcBes no crescimento,
desenvolvimento e adaptacdo, quando submetidos a condi¢cbes ambientais estressantes, a
exemplo do déficit hidrico (Liu et al., 2024). Dessa maneira, a abordagem desses recursos
genéticos toma particular relevancia, tendo em vista as significativas perdas na produtividade
agricola em diversos paises em decorréncia desses fatores (Hernandez-LoOpez; Andrade;
Barrios, 2024).

Diante disso, o trabalho teve como proposta analisar genes TPSs presentes no genoma
de S.scabra, identificando de forma sistematica sua estrutura, localizacdo subcelular, motivos
conservados, analise filogenética, além de investigar a expressdo no trancriptoma radicular

submetido a privacdo de agua.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos gerais

Executar estudos de gendmica estrutural dos genes TPS no genoma de S.cabra,
identificar todos os seus transcritos e avaliar a sua expressdo no transcriptoma de acessos
resistentes da referida espécie submetidos a privacéo de agua.

1.1.2 Objetivos especificos

» Minerar e identificar enzimas TPS no genoma de referéncia de S.scabra,

A\

Caracterizar a estrutura génica dos referidos TPS e de seus produtos proteicos;

» Analisar os mecanismos responsaveis pela expansao de genes TPS no genoma
de S. scabra;

» Estudar a orquestracdo transcricional dos genes TPSs em acessos resistentes de
S. scabra submetidos a seca;

» ldentificar os processos biolégicos dos quais participam o0s TPSs

diferencialmente expressos resposta as condi¢6es analisadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SEMIARIDO BRASILEIRO

Regides sazonalmente secas cobrem uma extensa porcdo do territdrio terrestre,
representando aproximadamente 40% da superficie global (Silva et al., 2024). Essas areas estao
sujeitas a variagdes climéticas significativas, aumentos nas temperaturas e variagdes espaciais
e temporais das precipitagdes pluviais, resultando na intensificacdo das condic¢des de aridez
nessas regides (Dubeux et al., 2021). Dentro desse cenario, o semiarido brasileiro representa
12% da area nacional e 74,3% da regido Nordeste, conhecida como "Poligono das Secas"
(Instituto Nacional do Semiéarido, 2014; Medeiros et al., 2021).

Localizado predominantemente na regido Nordeste, o semiérido é considerado um
dominio macrogeoldgico no litoral do Brasil, sua extensdo abrange as areas dos estados do
Bahia, Ceard, Mina Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Sergipe e Rio Grande do Norte,
totalizando uma extensdo de (1.143.491 de km?2) ocupando 1.262 municipios brasileiros, 0s
quais abrangem uma populacédo de 22 milhdes de habitantes, por conseguinte, 0 mais populoso
do mundo (Medeiros et al., 2020).

Ainda que possua de 12% de toda a agua disponivel na superficie, o Brasil apresenta
uma distribuicdo hidrica irregular, de modo que, regides com baixos indices de habitantes, a
exemplo do Norte, onde vivem 7% da populacdo brasileira, € detentora de 72% do potencial
hidrico nacional, todavia, o nordeste brasileiro, com 28% da populacdo, apresenta 3% desse
potencial (Leite et al., 2020)

Desse modo, embora o dominio climatico do semiarido brasileiro apresente
caracteristicas complexas, decorrentes de aspectos geofisicos, ocupacdo humana e intensa
exploracdo de seus recursos naturais, a regido € caracterizada por apresentar padrdes
pluviométricos variaveis e imprevisiveis (Amorim; Santos, 2024). O semiarido brasileiro
distingue-se pela periodicidade das secas e pela distribuigéo irregular de sua precipitacdo anual,
oscilando entre 250 e 800 mm, com temperaturas médias que variam entre 24 °C e 28 °C
(Borges et al. 2020), podendo, em algumas areas, superar os 30 °C e alcangar até 40 °C em
regides especificas (Governo Federal, 2023). O clima apresenta curtos periodos de chuvas,
distribuidos normalmente entre os meses de dezembro e junho, tendo sua concentragdo entre 0s

meses de fevereiro, marco e abril (Amorim; Santos, 2024; Carvalho, 2020).
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Embora sua alta umidade relativa quando comparada a demais regides semiéridas, o
semiarido brasileiro traz consigo problemas crénicos de déficit hidrico, sendo influenciados por
fendmenos oceanico-climaticos, a exemplo da atuacéo do Dipolo do Atléantico, EI Nifio e a Zona
de convergéncia oceanica, podendo ocorrer variacdes no prolongamento da estiagem (Aradijo,
2021; Sousa et al., 2023; Fonseca; Nascimento; Medeiros, 2022; Leite; Filho, 2021; Monteiro,
2022). Essa complexa dindmica climética influencia diretamente na vegetacdo predominante
na regido, que é envolto por dois extensos biomas, Cerrado e a Caatinga, sendo essa de carater
dominante (Silva et al., 2024).

Originério do tupi-guarani, “Caatinga” tem seu sentido literal, “floresta branca”,
baseado na estacdo seca, qual promove a queda e esquelitizacdo das folhas e troncos,
fomentando caracteristicas esbranquicadas e refulgentes, na paisagem seca do bioma (Silva et
al., 2021). Responsavel na ocupacéo de 10% do territdrio nacional, assim como 70% da regido
nordeste, a Caatinga é conhecida por ser o bioma exclusivamente brasileiro, desempenhando
um papel crucial na manutencéo da biodiversidade e na sustentabilidade ambiental do pais
(Lacerda, 2024). Todavia, apesar de sua importancia ecologica, a Caatinga tem sido
historicamente subestimada e negligenciada tanto em politicas de conserva¢do quanto em
pesquisas cientificas, considerada uma area de baixa importancia (Lessa et al., 2019),
resultando em déficit de interesse na coleta de dados, em uma vegetacao ainda pouco conhecida
e altamente ameacada (Oliveira et al. 2020). Esse desinteresse pela coleta de dados contribui
para a perpetuacdo de uma percepcao equivocada sobre o bioma (Ramos et al., 2020). Nao
obstante, a negligéncia que tange a Caatinga subestima seu potencial biotecnoldgico, qual pode
resultar na supressdo de servigos ecossistémicos essenciais (Santana, Oliveira, Albuquerque,
2025), bem como na subutilizacdo de sua riqueza genética, que poderia ser explorada para
aplicacdes medicinais, agricolas e industriais (Nascimento et al., 2024).

Composta majoritariamente por vegetacGes arbdreas e arbustivas, a Caatinga fornece
recursos essenciais para a subsisténcia e a economia local, fornecendo alimentos, medicamentos
e insumos, muitas das vezes de carater endémico da propria regido (Fernandes; Cardoso;
Queiroz, 2020). Essa riqueza bioldgica, adaptada a condi¢cdes ambientais extremas, ndo apenas
sustenta as comunidades locais, mas também apresenta um grande valor cientifico (Kavouras;
Meireles, 2024). A biodiversidade da Caatinga é adaptada a condi¢cGes ambientais extremas, 0
que a torna um laboratério natural para o estudo da resiliéncia ecoldgica e da adaptacdo das
espécies as mudancas climaticas que permitem a sobrevivéncia em um ambiente semiarido
(Pessoa et al., 2021).
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Em suma a diversidade genética de plantas nativas é vultosa, quando comparadas as
espécies de uso econémico, nesse contexto, a alta adaptabilidade de condi¢cBes ambientais
extremas possibilita a analise de seus recursos génicos, revelando genes associados a resisténcia
a seca, altas temperaturas e solos pobres em nutrientes (Fereira-Neto et al., 2023). Toda via, em
territorio nacional, hé escassez de levantamentos referente aos recursos génicos providos por
tais espécies, quais podem fornecer meios que potencialmente permitem a integracdo entre o
campo da biotecnologia e da agricultura, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares
mais resistentes e promovendo a seguranca alimentar em regides semiaridas (Padua et al., 2024;
Silva et al., 2022).

2.2 ASPECTOS GERAIS DE Stylosantes scabra

A familia Fabaceae, comumente conhecida como Leguminosa, é uma das maiores e
mais significativas familias botanicas, ocupando a terceira posi¢do entre as maiores familias de
plantas, ficando atras apenas das Asteraceae e Orchidaceae em de numero de espécies ( Legume
Phylogeny Working Group et al., 2017). Distribuida entre 19.581 representantes e cerca de 767
géneros, as Fabaceae possuem distribuicdo cosmopolita, com excecdo na Antartica e o alto
Artico, ocupando ambientes distintos das regides temperadas, tropicais e subtropicais, tendo
maior riqueza em florestas neotropicais (Maroyi, 2023).

Dentre as subfamilias da Fabaceae, a Papilionoideae se destaca por englobar 70% dos
representantes, totalizando cerca de 14.000 espécies distribuidas em 504 géneros e 28 tribos
(Legume Phylogeny Working Group, 2017). Essa subfamilia representa grande parte da
diversidade das leguminosas na Caatinga, onde estdo presentes 605 espécies e 128 géneros
(Sinani et al., 2019). Nesse contexto, no semiarido brasileiro, Stylosanthes (Sw.) se destaca por
sua significativa diversidade e endemismo. Aproximadamente 65% das espécies desse género
registradas ocorrem no territorio nacional, das quais 30 espécies foram catalogadas e, desse
montante, 12 sdo consideradas endémicas (Gissi, 2024; Santos-Garcia et al., 2012; Stace;
Cameron, 1984).

O género encontra-se inserido na tribo Dalbergieae e na subfamilia Papilionoideae, a
qual evidencia espécies arboreas, lianas e herbaceas, todas adaptadas as condi¢des adversas do
semidrido brasileiro (Ferreira-Neto et al., 2023; Medeiros; Flores, 2014; Mohlenbrock, 1957).
Assim como corroborado por miriades de levantamentos taxondmicos do género Stylosanthes

em territério nacional, conforme Brandao e Costa (1979) para Minas Gerais; Costa; Sartori e
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Pott (2008), Mato Grosso do Sul; Lewis (1987), Kiria et al., (2002), no Cerrado; Medeiros e
Flores (2014), Roraima e S&o Mateus et al., (2013), Rio Grande do Norte.

A S. scabra expressa porte subarbustivo, com variagdes entre 0,7-1m de altura,
apresenta caule lenhoso, glandulares, pubescentes, podendo a tonalidade variar de verde claro
a marrom ou avermelhado em fases juvenis, enquanto os caules mais velhos sdo marrons ou
acinzentados (Costa, Leila Carvalho Da; Sartori; Pott, 2008). Suas folhas apresentam estruturas
trifoliadas, com seus foliolos entre 8 a 21 mm de comprimento e 2 a 7 mm de largura, bablongo-
eliptico, piloso-setosos, elipticos e com base e apice agudos (Fortuna-Perez; Silva; Tozzi,
2011). As flores sdo curtas e capitadas, sem a presenca de pedunculos, cinco sépalas de 4-6mm,
calices se 3 a 7mm de comprimento, pétalas entre 3-6mm de comprimento e dez pequenos
estames, que se fundem entre si, um ovario encimado por estilete e estigma ( Costa et al., 2006).
A pétala superior sendo maior que o par de pétalas laterais. O fruto pequeno (8-9,5 mm de
comprimento e 2-2,5 mm de largura), tipo lomento com dois articulos férteis, pubescentes e
encimados por um pequeno bico em forma de gancho (1,5-2 mm de comprimento), contendo
sementes marrom-claras (até 2 mm de comprimento), formato reniformes (Karia et al., 2008)
(Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas da S.scabra. Em (A) coloragdo das flores, (B) imparipinaridade das folhas,
(C e D) fruto pubescente e sementes reniforme.

Fonte: Adaptado de Tropical Forages, 2020.

Convém destacar que, por apresentar caracteristicas alotetraploides (2n = 4x = 40),
S.scabra é uma das espécies mais exploradas em relagdo a aloploidia do género (Cameron;

Chakraborty, 2004; Marques et al., 2018b). Embora a hibridiza¢ao envolvida na formacéo do
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genoma da espécie ainda seja debatida, h& indicios de que sua origem esteja associada a
alopoliploidia envolvendo S. hamata, S. seabrana e S. viscosa (L.) (Figura 2). Apesar do papel
diploide de S. seabrana na origem da S. scabra ser comprovado, o envolvimento de S. hamata
como progenitor materno, responsavel pela transferéncia do genoma A, ainda requer
investigacdo detalhada (Chandra, 2013; Chandra; Kaushal, 2009; Liu; Musial, 2001; Liu;
Musial; Thomas, 1999; Vander et al., 2002).

Figura 2. Origem da alotetrapldidia da espécie Stylosanthes scabra.
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Fonte: Assiry, 2019; Marques et al., 2018

2.2.1 Distribuicédo geogréafica e importancia econémica de S. scabra

Embora nativa, porém ndo endémica do Brasil, S. cabra é conhecida por ser altamente

diversificada, presente em regiGes tropicais e subtropicais da Argentina, Brasil, Bolivia,
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Colbémbia, Equador, Paraguai, Peru, Porto Rico e Venezuela, além disso, a espécie também foi
introduzida na Australia e distribuida nos estados de Marquesas, Northern Territory,
Queensland, Western Australia, tal qual aflui no estado do Havai (Estados Unidos) (Brandao et
al., 2024) (Figura 3).

No Brasil tem ocorréncia registrada nas regides Norte (Para, Roraima), Nordeste (Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo)
e Sul (Rio Grande do Sul), conforme Brandao et al., (2024) (Figura 03). Para o seu
desenvolvimento, a espécie requer solos com boa drenagem e &reas com exposi¢cdo solar
adequada (Diniz et al., 2023). Sua adaptacdo a diferentes condi¢des climaticas faz de S. scabra
uma planta versatil e de grande interesse para a agropecudria (Nithya et al., 2024),
especialmente em sistemas de integracdo lavoura-pecudria, como insumo nutricional na

formulacdo de dietas para ruminantes (Mpanza; Hassen; Akanmu, 2020).

Figura 3. Distribuicdo potencial da espécie Stylosanthes scabra em territorio brasileiro e sua presenca de forma
nativa e introduzida nos diferentes paises.
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Nesse contexto, matéria organica proveniente de leguminosas tendem a consistir em
ricas fontes de macronutrientes, em especial de proteinas, além da alta suplementacdo de
minerais em producdo pecudria (Lebeloane et al., 2024). Sob essa perspectiva, a forragem acaba
por desempenhar alta relevancia, sendo muitas das vezes o principal provedor alimentar, tendo
como foco o baixo custo de producdo e disponibilidade em pequenas propriedades rurais
(Mpanza; Hassen; Akanmu, 2020). Entretanto, durante periodos cujo indice pluviométrico
apresenta-se baixo, a quantidade produzida torna-se invidvel, estimulando o avango nos estudos
de plantas forrageiras nativas (Neto; Oliveira; Valenga, 2015).

Nesse contexto, a alta usabilidade da S. scabra como forragem é notavel. Além de seu
papel na fixacdo bioldgica de nitrogénio, a espécie mencionada apresenta caracteristicas que a
tornam particularmente valiosa para a producdo pecuéria. Suas propriedades nutricionais,
incluindo elevados teores de proteina e minerais essenciais, contribuem significativamente para
a dieta dos animais, promovendo um crescimento saudavel e eficiente (Mpanza; Hassen, 2023).

Sobre o valor nutricional da S. scabra, pode-se afirmar que:

As folhas de S. scabra apresentaram 2,84% de nitrogénio, 17,75% de proteina
bruta e 0,20% de fosforo, enquanto nos caules esses porcentuais séo de 1,58%,
9,88% e 0,21%, respectivamente. Em feno a porcentagem de folhas varia de
42,25% a 48,56% e a produtividade, de 4.338 a 7.077kg/ha (Machado et al.,
1998 apud EMBRAPA, 2014).

Ademais, a S. scabra é uma planta adaptavel a diversas condi¢6es climéticas e de solo,
0 gue a torna uma opcao viavel durante periodos de seca e baixa disponibilidade hidrica. Essa
adaptabilidade € crucial para pequenas propriedades rurais que enfrentam desafios relacionados
a variacao sazonal das chuvas. A capacidade da S. scabra de prosperar em ambientes adversos
ndo s6 assegura uma fonte continua de alimentacéo para o gado, mas também contribui para a
sustentabilidade e resiliéncia das praticas agropecuarias (Cameron; Chakraborty, 2004;
Marques et al., 2018a).

Levantamentos recentes tém explorado a genética e a biologia da S. scabra, visando
melhorar ainda mais seu uso em sistemas agricolas, indicando que a biodiversidade genética
desta espécie pode ser aproveitada para desenvolver cultivares com caracteristicas especificas,
tais como resisténcia a pragas e doencas, maior produtividade e melhor adaptagéo a condicgdes
climaticas adversas (Ferreira-Neto et al., 2022; Chandra, 2013; Liu; Musial, 1997).
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2.3 MECANISMOS DE RESPOSTAS VEGETAIS FRENTE A ESTRESSES ABIOTICOS

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram uma ampla variedade de
mecanismos adaptativos para sobreviver em ambientes que apresentam fatores de estresse
ambiental, tanto bidticos quanto abidticos, os quais podem representar desafios significativos a
producdo de cultivares de valor econdmico (Haider et al., 2021; Zhang, Huiming et al., 2022).
Desse modo, 0 estresse abiotico inclui ndo apenas variagdes extremas de temperatura, escassez
de &gua, salinidade do solo e poluicdo, mas também outros desafios, como alta radiagéo solar,
deficiéncias nutricionais e tensbes anaerobicas (anoxia e hipdxia), resfriamento e congelamento
(Areche et al., 2023; Mota-Ituarte et al., 2023; Godoy et al., 2021). Como resultado de tais
tensdes, ocorrem alteracdes no clima que levam a variagdes no rendimento e na produtividade
das culturas (Bartusek; Kornhuber; Ting, 2022; Weilnhammer et al., 2021).

Por apresentarem habitos sésseis, as plantas desenvolvem uma miriade de mecanismos
adaptativos que abrangem desde ajustes bioquimicos e fisioldgicos até modificacGes
moleculares (Rajappa et al., 2024; Godoy et al., 2021; Mukarram et al., 2021a). Esses
mecanismos visam responder eficientemente condi¢cfes estressantes e restaurar o equilibrio
metabolico, reduzindo as perdas hidricas, nutricionais e energéticas decorrentes do estresse
ambiental, preservando recursos fundamentais para o crescimento e reproducdo vegetal
(Mukarram et al., 2021b). Além disso, vias de sinalizacdo complexas, incluindo mediadas por
horménios vegetais como o acido abscisico (ABA) e o acido salicilico (AS), coordenam
respostas adaptativas a nivel celular e sistémico (Baroi et al., 2024).

Dentre 0s potenciais estresses abidticos, a desidratacdo assume particular relevancia,
configurando-se como um dos fatores ambientais mais severos que afetam negativamente o
crescimento das plantas e a producédo agricola (Hernandez; Andrade; Barrios, 2024; Urano et
al., 2017). Uma vez submetidas a desidratacdo, dependendo da duracdo e da intensidade do
déficit hidrico, as plantas adaptam-se aumentando a absorcéo de dgua e reduzindo sua perda (Li
et al., 2022). Essa maior absorgdo € alcangada por meio da modificacdo da arquitetura do
sistema radicular, bem como pelo aumento da concentragéo de solutos, a fim de reduzir o
potencial osmatico. Além disso, os estdmatos séo fechados, o crescimento dos brotos € inibido

e a senescéncia das folhas é acelerada (Cruz et al., 2023).

2.3.1 Familia génica TPS e seu papel na defesa vegetal frente a diferentes estresses

ecologicos
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Nesse contexto, tipificada por seu papel no desenvolvimento e crescimento das
plantas, bem como na atracdo de potenciais polinizadores e na mediagédo de diversas respostas
a estresses bidticos e abioticos, as terpeno sintase (TPS) constituem uma familia génica crucial
em plantas, responsaveis pela biossintese de terpenoides (Oliveira et al., 2022). Esses, por sua
vez, consistem em uma das classes mais diversas e abundantes de compostos naturais,
desempenhando papeis fundamentais na ecologia, defesa e fisiologia das plantas (Gershenzon;
Dudareva, 2007; Jiang et al., 2024) (Figura 4).

Figura 4. Terpenoides e seus homdlogos atuando para a defesa das plantas, auxiliando na modulacéo da resposta
vegetal frente ao estresse bidtico, como ataques de insetos e infeccBes por doencas.
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Dividida em duas vias, a formacéo da biossintese de terpeno ocorre através do acido
mevalénico (MVA) e do 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), situado no citosol,

peroxissomos e plastidios, respectivamente. As vias MVA e MEP tém como finalidade a
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formacéo de blocos isoméricos de construcdo de cinco carbonos, conhecidos como isoprenos:
o isopentenil pirofosfato (IPP) e o dimetilalil pirofosfato (DMAPP). De modo que, a posteriori,
os blocos isoméricos poderdo ser catalisados a fim de originar a formacdo de prenilsintases
(PSs) e terpeno sintases (TPSs) (Zhan; Qian; Mao, 2022). Como afirma Bocan et al., (2020):

Subsequente condensacdo de IPP e DMAPP através da acéo da isoprenil difosfato
sintase (IDS - um tipo de preniltransferase (PT)) produz isoprenil difosfato/pirofosfato
aciclico e aquiral (ID, C5n) intermedidrios incluindo geranil pirofosfato (GPP, C10),
farnesil pirofosfato (FPP, C15) e pirofosfato de geranilgeranil (GGPP, C20), que séo
considerados terpendides universais precursores.

Originados principalmente por pirofosfato de geranilgeranila (GGPP), geranil
pirofosfato (GPP) e farnesil pirofosfato (FPP), os terpenoides possuem esses compostos como
seus principais precursores. A geranilgeranil pirofosfato sintase (GPP sintase ou GPS), um
precursor essencial na biossintese de monoterpenos, atua na producdo de geranilgeranil
pirofosfato (GPP) (Li et al., 2023). A GPS pode existir na forma de um heterodimero, composto
por uma subunidade pequena e uma subunidade grande, ou como um homodimero, formado
por duas subunidades idénticas (Gao et al., 2023). O farnesil pirofosfato (FPP), produzido pela
condensacdo de uma molécula de dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e duas moléculas de
isopentenil pirofosfato (IPP), serve como precursor para a sintese de esterdis, sesquiterpenos e
triterpenos. Sob a acdo da geranilgeranil pirofosfato sintase (GGPS), trés moléculas de IPP e
uma molécula de DMAPP sdo utilizadas na producdo de GGPP (Qiu et al., 2022).
Notavelmente, a GGPS também pode atuar como a subunidade grande do heterodimero GPS
(Figura 5) (Rudolf; Chang, 2020).
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Figura 5. Derivacdo dos precursores, isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), formados
pelas vias acido meval6nico (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). A condensacdo desses precursores
gerando geranil difosfato [GPP (C10)], farnesil difosfato [FPP (C15)] e GGPP (C20), que sdo convertidos e
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos por terpene sintases (TPS). Acetoacetil-CoA tiolase (AACT); 4-
difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinase (CMK); 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato redutase (DXR); 1-desoxi-D-
xilulose 5-fosfato sintase (DXS); (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enil difosfato redutase (HDR); (E)-4-hidroxi-3-
metil-but-2-enil difosfato sintase (HDS); 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR); HMGS, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintase; isopentenil difosfato isomerase (IDI); MEP citidiltransferase (MCT); mevalonato-5-
difosfato descarboxilase (MDD); 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintase (MDS); mevalonato quinase
(MK); monoxigenase dependente do citocromo P450 (P450); fitoeno sintase (PHY); fosfomevalonato quinase
(PMK); prenil transferase; SCS, esqualeno sintase (PT); esqualeno epoxidase; TPS, terpeno sintase (SQE);
triterpeno sintase (TTS).

Reticulo
endoplasmatico

acetyl-CoA
|
‘ triterpenos (C,) AACT
|
/ Sesquiterpenos (C.:) TTS HMGS
—_— R v
4 B 4 TF;S HMIGR
w@\»
2 \ 4 FPP, MK
N g _ PT |
Outras enzimas PMK
-adaptativas |
* Oy D
> 50,000 terpenoides /' IPK/Nudix *,
DMAP P

oPP oPP

hemiterpenos (C,) —— DMAPP DI PP — HI'I)R
e —

. ditsrpeﬂos (Cx) pHY Monslisme (C) MICT MEP

caratenoides(C,,) DXR

Plastideo D)I(s
Pyr + G3P

Fonte: Karunanithi; Zerbe (2019).

Divididas em duas classes conforme as disposi¢cOes de suas sequéncias, dominio
catalitico e mecanismo de reacdo, as TPS tipo | possuem um grupo difosfato removido. Dessa
forma, deixando um carbocétion na regido terpeno. Além disso, um dominio conservado
DDXXD e NSE/DTE proximo a regido C-terminal, sendo caracterizadas por desempenharem
papeis importantes na ionizacdo dependente de metal de substratos de prenildifosfato (Chen et
al., 2024). Por outro lado, nas do tipo Il, um carbocation terciario é formado através da
protonacdo de um grupo funcional alceno ou epdxido, essas enzimas apresentam um motivo
DXDD proximo a regido N-terminal, sendo responsaveis por catalisar a formacéo de difosfato
de copalil (CPP) por meio da ciclizacdo de GGPP induzida por protonacao (Christianson, 2017;
Yan et al., 2022).
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Em plantas, a classe das terpeno-sintases (TPS) pode ser filogeneticamente dividida em
sete subfamilias génicas. Dentre essas, as TPS do Tipo | incluem as subfamilias TPS-a, que é
especifica para diterpenos; TPS-b, associada principalmente a monoterpenos; TPS-d, em
coniferas, produzindo metabolitos especializados diterpendides, sesqui e mono, sendo
normalmente encontrados em emissdes volateis e secrecdes de oleorresina, que s&o comumente
encontradas em gimnospermas (Jiang et al., 2019). Em contraste, as subfamilias TPS-e/f e TPS-
g, com a prevaléncia de diterpenoides do tipo labdanoe e produtos aciclicos, respectivamente
(Otomo et al., 2004). Por outro lado, TPS-h sdo mais especificamente associados a espécie
Selaginella moellendorffi, e o Tipo Il é representado exclusivamente pela subfamilia TPS-c
(Chen et al., 2011). A distribuicdo dessas subfamilias e a especificidade enzimatica atua na
adaptacdo e evolucdo das plantas, permitindo a producdo de um vasto repertorio de compostos
volateis e de defesa (Hansen et al., 2016) .

Em termos de estrutura, as TPS apresentam um nucleo conservado, geralmente
composto por dois dominios principais: 0 dominio N-terminal, que é tipico de plantas e
necessario para a ligagdo de substrato, e 0 dominio C-terminal, que contém o sitio ativo da
enzima (Silva et al., 2022). A variedade de produtos gerados pelas TPS é resultado da
capacidade dessas enzimas de realizar multiplas cicliza¢bes e rearranjos moleculares, muitas
vezes com alta especificidade enzimatica para diferentes precursores (Chen et al., 2024).

Utilizando-se como mecanismo de defesa perante o meio, as plantas acometidas podem
ativar sintetizacdo de um conjunto de proteinas, de modo que, uma vez submetidas a potenciais
estresses, sejam abiodticos ou abidticos, tais organismos produzam miriades de metabo6litos
terpenoides para adaptar-se as condi¢des impostas (Pichersky; Raguso, 2018; He et al., 2023).
Ademais, a expressdo de determinados TPSs pode ser induzida quando o organismo recebe
estimulos de variacdes em seu habitat, a exemplo das diferencas nos padrdes de luminosidade,
de temperatura e escassez hidrica (Arango-Velez et al., 2011; Palai et al., 2023; Tingey et al.,
1980; Zhang, Xinhua et al., 2019).

Ainda que a escassez de levantamento referente a familia terpeno sintase seja um fato
notdrio, as acdes das TPS em condi¢cbes de déficit hidrico tem sido um topico de interesse
crescente na pesquisa botanica e na fisiologia vegetal, devido ao papel fundamental que os
terpenos desempenham na resposta das plantas ao estresse abiotico. Assim como, sob condigdes
de déficit hidrico, estudos tém investigado a expressdo de genes codificadores de terpeno
sintases, levando a um aumento na producéo de certos terpenoides (Ma et al., 2024; Sun et al.,
2022; Zhang, Xinhua et al., 2019).
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2.4 OMICAS E SUA DISPONIBILIDADE INFORMACIONAL PARA S. scabra

Consolidando-se na década de 1990, as ciéncias dmicas tiveram seu inicio com o Projeto
Genoma Humano, elaborado no National Institute for Human Genome Research (NHGRI),
sendo desenvolvidos atraves de Eric D. Green, James D. Watson e Francis S. Collins, essa
iniciativa internacional teve como objetivo mapear e sequenciar todo o DNA humano,
representando um marco do século XX (Green; Watson; Collins, 2015; Rocha et al., 2022).

Posto isso, as ciéncias dmicas, derivado da palavra inglesa “Omics”, qual subentende
um conjunto informacional bioldgico, como genémica, protedmica, metabolémica e
transcriptbmica. Desse modo, essas disciplinas visam caracterizar e quantificar coletivamente
conjuntos de moléculas biologicas, qual abrange sua estrutura, funcao e dinamismo (Dai; Shen,
2022). De forma que, o a genOmica caracteriza-se ao analisar o genoma completo de uma
determinada espécie; a transcriptbmica a compreensdo global dos transcritos; a protedmica,
énfase nas proteinas e a metabolémica estudando os metabolitos (Marquez-Godoy et al., 2024).

Adentrando numa ontologia da interpenetracdo de “S. scabra e 6micas”, é notéria a
escassez de informagdes baseadas em Gendmica e Transcriptdmica para a referida espécie
(Ferreira-Neto et al., 2023). Essa lacuna é contornada por estratégias de citogenética, utilizando
métodos como Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) e Genomic In Situ Hybridization
(GISH) (Marques et al., 2018) ou por meio de marcadores moleculares, como os marcadores
ISSRs (Costa et al., 2019). Ademais, o genoma foi analisado, focando na comparacédo de seus
genes codificadores de estruturas ribossomais (DNA ribossémico) entre diferentes espécies do
género Stylosanthes Sw, utilizando uma abordagem evolutiva (Marques et al., 2018).

Apesar de sua capacidade da S. scabra prosperar em ambientes desfavoraveis, € notério
a escassez de levantamentos transcriptdmicos de que visam compreender como sua genética é
usada em condicGes de déficit hidrico (Ferreira-Neto et al., 2022). Embora trabalhos anteriores
puderam analisar a familia terpeno sintase em diferentes grupos botanicos (Aubourg; Lecharny;
Bohlmann, 2002; Falara et al., 2011; Li et al., 2022a), assim como na familia Fabaceae (Liu et
al., 2014), ha lacunas significativas no entendimento dos TPS sob uma abordagem multiémica.
Dessa forma, a integracdo de dados transcriptdmicos, metaboldmicos e gendémicos torna-se
essencial para elucidar os mecanismos de regulacdo e a diversidade funcional desses
compostos, que desempenham papéis fundamentais na defesa da planta, bem como na interacdo

com o ambiente e no potencial biotecnolédgico (Jiang et al., 2024).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANALISES DE GENOMICA ESTRUTURAL

3.1.1 Mineracdo e identificacdo de genes TPS em Stylosanthes scabra

Para a obtencéo das sequencias proteicas, foi realizado uma busca BLASTP local, qual
as sequencias proteicas previamente elucidadas de TPS, presente no genoma de
Arabdopsis thaliana e Populus trichocarpa foram utilizadas como sonda para obtencéo
das sequencias proteicas de TPS presente no proteoma putativo da S. scabra. Em seguida,
foi utilizando o Modelo Oculto de Markov (HMM) para identificacdo dos dominios
conservados identificados por seus modelos Pfam: PF03936 (C-terminal) e PF01397 (N-
terminal) qual foram obtidos por meio da triagem da sequéncia do genoma através da
ferramenta HMMER3. Posteriormente, as sequéncias foram submetidas ao NCBI-CDD e

Pfam para identificar e confirmar a presenca dos dominios TPS e 0 seu quantitativo.

3.1.2 Caracteristicas dos genes TPS

As caracteristicas dos genes TPS de S. scabra foram determinadas via Genestats
script (https://github.com/darencard/GenomeAnnotation, acessado em 14 de abril de
2024). Os seguintes parametros foram examinados: 1. Comprimento da sequéncia
transcrita; 2. Numero de éxons; 3. Comprimento total da sequéncia do éxon; 4. Nimero
de introns; 5. Comprimento total da sequéncia do introns; 6. Numero de blocos CDS; 7.
Comprimento total da sequéncia CDS; 8. Numero de sequéncias 5 'UTR; 9. Comprimento
total da sequéncia 5 'UTR; 10. Numero de sequéncias UTR 3'; 11. Comprimento total da

sequéncia 3 'UTR, determinadas usando o arquivo GFF3 (Chen et al. 2020).

3.1.3 Propriedades proteicas e localizacéo subcelular

O peso molecular (MW), ponto isoelétrico (pl) e tamanho das sequéncias (aa) para
todas as proteinas TPSs codificadas no genoma de S. scabra foram previstas usando a
ferramenta online EMBOSS Pepstats (https://www.ebi.ac.uk/segstats/emboss_pepstats,
acessado em 19 de maio de 2024). As localizag6es subcelulares e a Grand Average of
Hydropathy (GRAVY) dessas proteinas foram determinadas usando-se a ferramenta
online DeeplLoc-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/, acessado
em 25 de maio de 2024) e GRAVY Calculator (https://www.gravy-calculator.de, acessado
em 25 de maio de 2024), respectivamente.
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3.1.4 Estrutura genética, identificacdo de motivos conservados e analise Filogenética

Alinhamentos multiplos entre as sequéncias de proteina TPS de S. scabra, A.
thaliana, e Populus trichocarpa foi realizado com o auxilio do programa MAFFT v.6
(Katoh; Toh, 2010) e editadas no MEGA v.7 (KUMAR; Stecher; Tamura, 2016). O
método Neighbour-joining (NJ) foi usado para construir a arvore filogenética com 1000
replicacdes de bootstrap e outros parametros definidos como valores padrdo. Os motivos
conservados das proteinas TPS foram analisados usando o programa MEME
(//www.meme-suite.org, acessado em 18 de julho de 2024). O numero maximo de motivos
previstos nos parametros foi definido como 10 e os demais parametros foram definidos
como padrdo. O mapa da estrutura genética e dos motivos conservados foram exibidos
utilizando o software TBtools (Chen et al., 2020)

3.1.5 Analise de termos GO e vias KEGG

Para anotacdo funcional GO e KEGG das proteinas SscTPS, foi utilizada a
ferramenta para previsdo do elemento PANNZER2 (http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/
sanspanz/, 20 de agosto de 2024) a qual adota o algoritmo estatistico para obter as funcoes
ou categorias super-representadas na lista de input. Posteriormente, os genes envolvidos
no foram mapeados para as categorias funcionais KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) foram analisados utilizando BlastKOALA (https://www.kegg.jp/
blastkoala/, 10 setembro de 2024).

3.2 ANALISE TRANSCRITOMICA

3.2.1 Mineracdo e identificacdo de genes SscTTPS em transcriptoma de S.scabra
Para a obtencéo das sequencias transcritas, foi realizado uma busca BLASTP local,
qual as sequencias proteicas previamente elucidadas de TPS, presente no proteoma
putativo de S.scabra, foram utilizadas como sonda no transcriptoma radicular traduzido,
submetido ao déficit hidrico. Além disso, duas sondas proteicas dos dominios especificos
referidos a familia terpeno sintase foram utilizados, PF01397 e PF03936, qual representam
a porcdo N-terminal e C-terminal de TPS do banco de dados Pfam. Estas foram obtidas
por meio da triagem da sequéncia do genoma através da ferramenta HMMERS3 e
posteriormente, submetidas ao NCBI-CDD e Pfam para identificar e confirmar a presenca

dos dominios TPS e o seu respectivos quantitativos.
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3.2.2 Anélise de expresséo diferencial in silico

Dados referentes ao trancriptoma radicular de S. scabra, submetidas a privagéo de
agua no tempo de 24h, foram sequenciados tendo como base a tecnologia de RNA-Seq
(IMumina HiSeg2500), de modo que, 0S genes presentes no trancriptoma puderam ser
analisados e utilizados para a construcdo de bibliotecas de RNAseq (Ferreira-Neto et al.,
2022), disponibilizados pelo grupo do Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal
(LGBV). A construcao referente a expresséo in silico foi baseada na analise dos valores
de Fold Change (FC) dos transcritos de cada tratamento a partir das analises via EdgeR
(Robinson; Mccarthy; Smyth, 2010). Os transcritos com 1 > Log2FC > 1, p < 0,05 e FDR
< 0,05 foram considerados diferencialmente expressos. Posteriormente, foram submetidos
ao software CLUSTER 3.0 (Read; Vance; Blueprints et al., 2001) como objetivo o
agrupamento e montagem dos clusters das sequéncias, os resultados foram apresentados

da expressao gerado pelo programa TreeView (Saldanha, 2004), dispostos em heatmap.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 IDENTIFICACAO DOS GENES TPS NO GENOMA DA S. scabra

Ao analisar o proteoma putativo completo de S. scabra por meio do algoritmo de Hidden
Markov Model (HMM) juntamente ao BLASTp, buscando o dominio caracterizador da familia
génica, a sonda proteica retornou um total de 96 sequéncias candidatas. Com a finalidade de
eliminar possiveis redundancias, as sequéncias foram submetidas a reclusterizacéo, retornado
88 possiveis TPSs. Apés essa etapa, as sequéncias receberam o prefixo SscTPS. Ademais, as
que apresentaram dominios incompletos, assim como as que ndo puderam ser alinhadas devido
a presenca de extensas regides de aminoacidos, foram excluidas das analises posteriores.

Dessa forma, 42 genes putativos, candidatos a TPS, foram classificados e renomeados
de SscTPS-1 a SscTPS-42, sendo esse um dos resultados mais significativos em numero de
terpeno sintase quando comparadas a trabalhos anteriormente realizados na familia Fabaceae
[Glycine max (n=23) (Liu et al., 2014)], Brassicacea [A. thaliana (n=32) (Aubourg; Lecharny;
Bohlmann, 2002)], Solanaceae [Solanum lycopersicum (n=29) (Falara et al., 2011)] e Apiaceae
[Apium graveolens (n=39) (Li et al., 2022a)]. A respectivas divergéncias no nimero de genes
codificadores para TPSs é esperado, sugerindo os papeis significativos associados a resposta a
estresses (Lopes et al., 2024). Essa plasticidade adaptativa possivelmente conferiu a essas
espécies diferentes estratégias combinadas de resposta, permitindo sua adaptacdo a ambientes
adversos (Zhou; Pichersky et al., 2020; Chagyan et al., 2023).

Com base na distribuicdo filogenética observada dos TPSs, os membros foram
organizados em cinco grupos, correspondentes a cada subfamilia de TPS-a, TPS-b, TPS-c, TPS-
e/f e TPS-g os quais foram comparadas com sequéncias de TPS de outras espécies vegetais, que
variaram de 3 a 14 representantes por cada subfamilia. Entre as 42 proteinas TPS, 39 puderam
ser classificadas com elevada similaridade enquanto TPS tipo I, as SscTPS- 4, SscTPS-18 e
SscTPS-19 agruparam-se no mesmo ramo que AT4G02780, quais foram classificadas como
TPS tipo Il. Dessa forma, os resultados sugeriram possiveis atribuicdes funcionais as
subfamilias agrupadas, em razdo de que esses j& possuem funcbes previamente definidas
(Figura 06).

A distribuicdo das SscTPSs entre os grupos apresentou padrdes assimétricos, com
destaque para o grupo TPS-e/f, que contou com apenas quatro representantes, resultado esse
inferior ao encontrado em outras espécies, como Apium graveolens (n=6) (Li et al., 2022a),
porém superior quando comparado a Daucus carota (n=3) (Song et al., 2020) e Malus

domestica (n=1) (Nieuwenhuizen et al., 2013).
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Figura 6. Arvore filogenética de 42 SscTPSs, AtTPSs e 53 PotriTPSs. A arvore foi construida pelo método
Neighbor Joining. Vermelho, verde-escuro, azul-celeste, rosa e verde-claro representam as subfamilias do TPS-a,
TPS-b, TPS-c, TPS-e/f e TPS-g respectivamente.
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Por sua vez, o grupo TPS-b foi 0 mais numeroso, seguido da subfamilia TPS-a, com a
presenca de 14 e 13 genes, respectivamente. Dessas TPS-a e TPS-b apresentaram maior
expansdo quando comparadas as demais subfamilias, padrdes semelhantes foram consistentes
em varias espécies, incluindo Cannabis sativa (Allen et al., 2019), Dendrobium officinale
(Zhao et al., 2020), P. trichocarpa (Irmisch et al., 2014), Salvia splendens (Chen, Zequn et al.,
2021) e Vanilla planifolia (Huang et al., 2021), padrdes semelhantes também puderam ser
observados em representante da familia Fabaceae, a exemplo da Glycine max (Liu et
al.,2014),entretanto divergem aos relatados em Medicago truncatula (Parker et al., 2024).
Ademias, o grupo TPS-g apresentou oito membros, corroborando com a elevada varia¢ao de
representantes dessa subfamilia em diferentes espécies, conforme os dados disponiveis na

literatura e evidenciados na Tabela 01.
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Tabela 1 - Tabela comparativa da familia terpeno sintase em diferentes espécies

Subfamilias Terpeno sintase (TPS)

Espécies Total Referéncia
a b c e/f g

Stylosanthes scabra 13 14 3 4 8 42 Trabalho atual
Arabidopsis thaliana 23 6 1 2 1 33 Aubourg et al., (2002)
Cannabis sativa 11 16 4 0 0 31 Allen et al., (2019)
Daucus carota 1 5 3 3 4 16 Keilwagen et al., (2017)
Glycine max 6 7 3 3 4 23 Liuetal., (2014)
Mentha longifolia 13 22 5 19 4 63 Chen et al., (2021)
Populus trichocarpa 16 14 2 3 3 38 Irmisch et al., (2014)
Vallina planifolia 7 12 0 4 7 30 Huang et al., (2021)

Entres as subfamilias identificadas, os clados TPS-a, TPS-b e TPS-c sdo comumente
encontrados em angiospermas, membros desse clado geralmente s&o associados a biossintese
de sesqui, mono e diterpenos, respectivamente (Fernandez et al., 2021). Quais apresentam
funcBes atreladas ao desenvolvimento, sinalizacdo e crescimento de plantas, desempenhando
papel ecoldgico na interacdo entre a planta e estresses ambientais (Zhou et al., 2020). Além
disso, o clado TPS-a também pode estar relacionado a producdo de monoterpenos aciclicos,
como limoneno, linalol e mirceno (Lopes et al., 2024). Os demais clados desempenham
funcbes fundamentais em interacdes ecoldgicas (Chen et al., 2011), sendo frequentemente
envolvidos em respostas adaptativas quando observadas em condicdes de seca (Ageel et al.,
2023; Fernandez de Simon et al., 2021; Lopes et al., 2024).

4.2 ANALISE DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICA PRESENTES EM GENES SscTPS

A analise fisico-quimica dos SscTPS revelou divergéncia significativas no peso
molecular (kDa), variando de 33,9 (kDa) (SscTPS-42) a 112,5 (kDa) (SscTPS-5) e no niumero
de aminoacidos (aa), que foi de 295 (SscTPS-42) a 976 (SscTPS-5) (aa). Resultados
semelhantes puderam ser observados em andlises anteriores, onde o nimero de aminoacidos
sdo equiparaveis aos observados em A. thaliana (547 a 884 aa) (Aubourg et al., 2002) e G. max
(260 a 831 aa) (Liu et al., 2014). Nesse contexto, conforme Alquézer et al., (2017), o nUmero
presente na sequéncia de aminoacidos das terpeno sintases pode estar associado a sua fungéo
biossintética, de forma que, as sesquiterpeno sintases, cuja biossintese ocorre majoritariamente

no citosol, ndo apresentam sinais de direcionamento plastidial e sdo, em geral, 50 a 70
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aminoacidos mais curtas do que as monoterpenos. Por sua vez, monoterpeno sintases
apresentam um tamanho médio que varia entre 600 e 650 aminoacidos e possuem um sinal de
transito plastidial, alocado em sua regido N-terminal, em conformidade com o fato de que a
biossintese de monoterpenos ocorre nos plastidios.

Além disso, 0 ponto isoelétrico teorico (pl) variou de 4,47 (SscTPS-37), indicando uma
tendéncia mais &cida, a 7,46 (SscTPS-12), mais proximo da neutralidade. A anélise de cluster
relacionou o peso molecular (kDa) e o ponto isoelétrico (pl) de cada um dos seus respectivos
representantes (Figura 7). Desse modo, padrdes relacionados ao peso molecular também
puderam ser identificados, qual observou-se que as classes TPS-c e TPS-e/f apresentaram
padrdes de agrupamento, ambas variando entre 80 a 100 kDa. De forma semelhante, as classes
TPS-b e TPS-a se agruparam dentro do intervalo de 50 a 80 kDa. Assim como membros da
subfamilia TPS-a e TPS-e/f, quando equiparadas as demais familias, apresentaram carater mais
acido, uma vez que a variacdo do ponto isoelétrico alternou entre 5 e 6. Por conseguinte, as
subfamilias TPS-b e TPS-c, exibiram as maiores variagdes de pl, qual oscilou entre 5 e 7,5. Por
fim, os representantes TPS-g, alternou entre 6 a 7 de pl, 0 que pode sugerir caracteristicas mais
préximas a neutralidade nessa familia. Além disso, 90,5% dos SscTPS apresentaram pl

inferiores a 7, indicando que a sua maioria podem ser proteinas &cidas.

Figura 7. Mapa de distribuicdo bimodal da massa molecular (kDa) e do ponto isoelétrico (pl) das subfamilias
TPSs. O eixo X indica o ponto isoelétrico e 0 eixo Y representa a massa molecular.
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Os resultados da predicdo de hidropaticidade, baseados nos valores de GRAVY,
demonstraram que todos os valores foram negativos, indicando que os SscTPS funcionam
predominantemente como proteinas hidrofilicas (Tabela 2). Isso sugere uma provavel interacéo
dessas proteinas com ambientes aquosos, o que pode estar relacionado a sua funcgéo bioldgica
(Li et al., 2022b).A previsdo da localizacdo da familia terpeno sintase revela uma distribui¢do
diversificada. Estudos anteriores sugerem que as TPSs podem estar presentes em diferentes
compartimentos subcelulares, como membrana plasmatica, mitocondria, extracelular, nicleo e
citoplasma e cloroplasto (Falara et al., 2011; Wang, Wu et al., 2023). No presente estudo, as
SscTPS previstas indicaram que a grande parte das TPS presentes no genoma de S. scabra
possuem localizacdo citosoélica (35,7%), nuclear (7,1%) e plastidial (57,1%) (Tabela 2).

A diversidade das terpeno sintases (TPS) presentes nos diferentes compartimentos
subcelulares é amplamente corroborada, uma vez que a biossintese de terpenoides ocorre
predominantemente no citosol, favorecendo a producdo de uma ampla variedade de sesqui- e
monoterpenos (Zhou; Pichersky et al., 2020). Além disso, essa biossintese também pode ser
observada nos plastidios, onde é responsavel localizacdo pela formacéo diversificada de mono-
e diterpenos (Canal et al., 2023).

Tabela 2 — Numero de éxons (N.e), regido codificante (CDS), tamanho da proteina (aa), ponto isoelétrico (pl),
massa molecular (MW), localizagéo subcelular das SscTPSs e indice de hidropaticidade média (GRAVY), de S.
scabra.

Propriedades proteicas

Gene

nomeado Gene ID N.e CDS  comp. ol PM Loc. GRAvY Sub.
(aa) (KDa) Sub. grup
SscTPS-1 PI1B30_003461-T3 7 1707 568 5,1556 66,25 Plastidio -0,284 TPS-a
SscTPS-2 PI1B30_003463-T1 7 1464 487 5,7705 56,58 Citoplasma -0,295 TPS-a
SscTPS-3 PIB30_004752-T1 5 1785 594 52479 67,74  Plastidio -0,332 TPS-b
SscTPS-4 PIB30_007839-T1 7 1821 789 5,8725 91,4 Plastidio -0,379 TPS-c

SscTPS-5 PIB30_010256-T1 11 2931 976 6,3398 112,54 Citoplasma -0,285 TPS-g

SscTPS-6 PIB30_014003-T1 7 1797 598 7,3483 69,21 Plastidio -0,387 TPS-b
SscTPS-7 PIB30_014004-T1 7 1890 629 6,8653 72,13 Plastidio -0,348 TPS-b
SscTPS-8 PIB30_014340-T1 8 1524 507 6,3763 58,55 Plastidio -0,298 TPS-b

SscTPS-9 PIB30_014340-T2 10 1569 522 6,9845 59,98 Plastidio -0,276  TPS-b
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Gene

Propriedades proteicas

nomeado Gene ID Ne CDS comp. PM Loc. Sub GRA  Sub.

(aa) (KDa) ' ' VY grup
SscTPS-10 PIB30_014340-T3 15 2370 412 6,5043 47,88 Plastidio -0,214 TPS-b
SscTPS-11  PIB30_015156-T1 7 1239 497 6,8802 57,75 Citoplasma -0,401 TPS-g
SscTPS-14  PIB30_022094-T1 7 1662 553 6,1686 64,72 Citoplasma -0,309 TPS-a
SscTPS-15  PIB30_023665-T1 6 1509 502 6,099 58,93 Citoplasma -0,375 TPS-a
SscTPS-16  PIB30_029038-T1 7 1710 569 55607 66,65 Citoplasma -0,316 TPS-a
SscTPS-17  PIB30_031340-T1 6 1485 494 6,4594 57,43 Plastidio -0,415 TPS-a
SscTPS-18  PIB30_031906-T1 6 1494 814 17,1252 93,42 Plastidio -0,397 TPS-c
SscTPS-19  PIB30_031908-T1 15 2445 748 5,459 86,66 Citoplasma -0,374 TPS-c
SscTPS-20 PIB30_036784-T1 7 1866 621 5,0399 73,05 Plastidio -0,438 TPS-b
SscTPS-21  PIB30_036788-T1 7 1818 605 5,5106 71,41 Plastidio -0,438 TPS-b
SscTPS-22  PIB30_045002-T1 6 1497 498 6,3241 58,88 Citoplasma -0,319 TPS-b
SscTPS-23  PIB30_045005-T1 7 1788 595 6,2386 70,03 Plastidio -0,366 TPS-b
SscTPS-24  PIB30_046054-T1 7 1812 603 5,4229 70,37 Plastidio -0,228 TPS-a
SscTPS-25  PIB30_046284-T1 7 1770 589 6,4267 68,23 Plastidio -0,394 TPS-g
SscTPS-26  PIB30_047971-T2 13 2247 793 5,4888 90,44 Plastidio -0,257 TPS-e/f
SscTPS-27  PIB30_047971-T3 14 2382 729 5,2015 83,03 Plastidio -0,211 TPS-e/f
SscTPS-28  PIB30_049299-T2 6 1533 510 6,5592 59,07 Plastidio -0,208 TPS-a
SscTPS-29  PIB30_050308-T1 5 1791 596 5,3307 67,87  Plastidio -0,321 TPS-b
SscTPS-30  PIB30_058717-T1 7 1758 585 5,627 67,71 Nucleos -0,211 TPS-a
SscTPS-31  PIB30_067180-T1 6 1458 485 58164 56,13 Citoplasma -0,292 TPS-a
SscTPS-32  PIB30_070216-T1 13 2190 796 55892 90,93  Plastidio -0,268 TPS-e/f
SscTPS-33  PIB30_071538-T1 7 1665 554 6,5791 65,55 Citoplasma -0,399 TPS-b
SscTPS-34  PIB30_071737-T1 7 1704 567 5,1522 65,53 Citoplasma -0,341 TPS-a
SscTPS-35 PIB30_074926-T1 14 2391 745 49335 85,35 Citoplasma -0,277 TPS-e/f
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Propriedades proteicas

Gene

nomeado Gene 1D N.e DS C‘(’argg" ol (}Eg"a) Loc.Sub.  GRAVY ;ﬁ?p
SscTPS-36  PIB30_080987-T2 7 1686 561 60461 6533 Plastidio 0,375 TPS-a
SscTPS-37  PIB30_090248-TL 3 645 606 49692 7123  Plastidio 0,453 TPS-b
SscTPS-38  PIB30_092218-TL 12 2238 518 50455 6054 Citoplasma  -0,235 TPS-a
SscTPS-39  PIB30_096896-TL 6 1557 726 61042 8421  Nicleo 0,325 TPS-g
SscTPS-40  PIB30_015157-T1 5 948 315 7,0332 3619 Citoplasma  -0,264 TPS-g
SscTPS-41  PIB30_043508-TL 6 966 321 63016 36,6 Citoplasma  -0,188 TPS-g
SscTPS-42  PIB30_087586-TL 4 888 295 67699 3396  Nicleo 0,251 TPS-g

Fonte: Autor (2025)

4.3 ESTRUTURAS GENETICAS E DOMINIOS PROTEICOS CONSERVADOS DE
SscTPS

Com o objetivo de compreender as caracteristicas estruturais dos SscTPS, foram
analisadas a organizacdo éxons, introns e as sequéncias upstream e downstream dos genes
presentes no genoma da S. scabra. A analise permitiu observar que 19 (45,2%) apresentaram
estruturas semelhantes, ambos com 7 éxon e 6 introns. Oito genes SscTPS (19,04%) possuiram
éxon e introns equivalente a 6 e 5, respectivamente. Os demais, cinco (11,9%) portaram éxons
inferior a 5 e nove (21,4%) superior 8, ambos com variacdes da presenca de introns (Apéndice
A). No ambito das subfamilias, membros representantes das classes TPS-c, TPS-g junto a classe
TPS-e/f, apresentam estrutura génica semelhante, com o nimero de éxons (6 a 14) e CDSs mais
longos (888 pb) as subfamilias TPS-a e TPS-b demonstraram semelhancas na estrutura génica,
compartilhando resultados similares no niamero reduzido de éxons, variando de 3 a 10, com
excecao da sequéncia SscTPS-10, pertencente a subfamilia TPS-b, que o nimero de éxon foi
de 15 (Tabela 02; figura 08b). Além disso, embora existam variagdes significativas na estrutura
entre as diferentes subfamilias, raramente observadas entre os membros de uma mesma
subfamilia, as pertencentes aos clados TPS-a e TPS-b demonstraram elevada conservagé&o,
resultados semelhantes puderam ser observados por Zhang et al., (2022) ao analisar o genoma

de algod&o (Gossypium hirsutum).
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Figura 8. Relagdo filogenética, estrutura intron/éxon e anélise de motivos de SscTPSs. (A) Relagdes filogenéticas de SscTPSs; (B) Distribuicdo exon/intron de SscTPSs; (B)

Os motivos conservados de SscTPSs; (C) Motivos conservados de SscTPSs; (D) Dominio conservado.
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Entre os dez motivos proteicos conservados identificados, cada motivo continha
proporcionalmente ente 37 a 42 amino&cidos (Apéndice B). Bem como a maioria das estruturas
foram compartilhadas de forma semelhante a todos os representantes de suas respectivas
subfamilias. A conservacao de motifis é esperado uma vez que trabalhos anteriores apresentam
elevado grau de conservagdo, principalmente quando observada em plantas (Degenhardt;
Kollner; Gershenzon, 2009).

Entres as regides com elevado grau de conservacgdo presentes no genoma de S.cabra, a
analise de motifs constatou a presenca de nove motivos conservados (Figura 09). Entre os
motifs, 39 (92,9%) apresentaram o DDxxD, alocados em toda a distribuicdo das subfamilias,
com excecdo ao clado TPS-c que apresentou baixa conservagdo, indicando que 0s SscTPS
identificados no genoma devam ser predominados por enzimas TPS de classe | (Peng et al.,
2022).A auséncia desse motivo presente nas TPSs-c é consistente com a funcéo da proteina,
tendo em vista que as mesmas ndo clivam a unidade de prenil difosfato e, portanto, ndo se
espera que possuam o motivo DDxxD.

No entanto, essas proteinas conttm um motivo DXDD, essencial para a reacdo de
iniciacdo da protonacdo em TPSs de classe Il, desempenhando um papel crucial no processo
catalitico (Chen et al., 2021). Ademais, trabalhos anteriores também relacionaram a funcéo
catalitica presente motivo DDxxD, demonstrando eficiéncia nas primeiras etapas de ionizacdo
do difosfato de isopentenila e disfosfato de dimetilalila, assim como na coordenacdo de
moléculas de agua e de ions divalentes, atuando na estabilizacdo do sitio ativo e na formacao
dos terpenos e suas respectivas classes (Jiang et al., 2024; Tan et al., 2024).

Adicionalmente, sete genes possuiam o motivo proteico NSE/DTE, restritos a
subfamilia TPS-a, TPS-b e TPS-e/f, que juntamente ao DDxxD e RDR desempenham funcao
essenciais em reacdes cataliticas, correspondendo a estruturas tipicas de TPSs de classe | (Peng
et al., 2022). Ademais, 0s SscTPSs contendo o motivo NSE/DTE, presentes nos clados TPS-c
e TPS-g, exibiram baixos indices de conservacdo, resultando na perda completa dessas regiGes
(Figura 9).

A baixa conservacdo e a limitada compreensdo do motivo proteico DDxx, assim como
de outras regides, incluindo, LY (X)AS, EA(X)W, sdo esperadas devido a reduzida conservacao.
De maneira que, a atuacdo especifica dessas regides e suas respectivas funcdes carece de mais
pesquisas (Liang et al., 2023). Entretanto, levantamentos gendémicos recentes em seringueira
(Hevea Brasiliensis) indicaram possiveis atividades cataliticas desses motivos (Liang et al.,
2023).



40

Figura 9. Alinhamento delimitado de sequéncias de aminoacidos para motivos conservados em terpeno sintase no
genoma de S. scabra.

Gene RLG FRLLQR LY(X)AS D(X)N(X)2Q RDR DDXD RWD  EA(X)W NSE/DTE

sscres-i Rlls RLLR M RDOR T R EK
SscTPs-38 RES RLLR M RDR T R EK
SscTPs-24  RED RLLR MO! RER T R K
SscTPs-28 R RLLR ™ RER T R K
SSCTPS-2 =« e FYEAT v RDR T R K
sscrps-36 . RBD RLLR M RDR T R a
TPS-a SscTPS-31 R RLLR v RDR T R K
SscTPs-34 R RLLR v RDR T R
SscTPs-14  H RVLR s F RDR s R .
SscTPS-16  H RVLR s F RDR T R K
SscTPS-30  HEG - - - - - - s F RDR T RWH K
SscTPs-15 R IR.RI s F RDR T R K
SscTPs-17 R RLLR s F - .- R K
SscTPS-29 | RLLR s RDR R K aTsanf |
SscTPs-6 R RILR VYEAS RDR R K VTASVE |
SscTPS-7 R KILR VYEAS RDR R | ATSAE %15 iy |
SscTPS-8 R RLLR RDR 3 K TSKA
SscTPS-10 R RLLR RDR s K TSKVI
SscTPs-9 R RLLR RDR s K TSKA
TPS.b | SscTPs-13 R RILR RDR R K RSHKR!
SscTPS-23 R RILR RDR R K RSQKR|
SscTPS-22 R RILR RNR R K SYQR
SscTPS-33 R RILR RDR R K! Bvor
SscTPS-20 R RLFR RDR R K TYER
SscTPS-37 R RLLR RDR R K TYER
SscTPs-21 R RLFR RDR R K TYER
SscTPS-3 RLG RLLR RDR R K| ATSAA
sscTes-4 R RLLR KIS RSYIK IQI GNS  RHYQTNKHA
TPS.c | SscTPs-19 R RLLR KEs RSY RQ GNS  RHYQNNKHA
SscTPs-18 R RLLR RKS ASYVT  SS§- VDK  YSFQKDKD-
sscTPs-26  RIBG RLLR KAs F Dl lNT FERE
sscTPs-27  RLG RLLR KAS F D) NTFEVC
TPS-eff  Scrps3z RLG RILR KAS F E NTYERE
SscTPs-35  RLG RILR KAS F E FETMSSCRL
ssctps.5  RIG FRLLRO LHEAA s clillir GYE R GIR EGHKKK
SscTPS-42 - - - - - - S GYE R GAR EGHKKK
SscTPS-39 ng Inlnl s clilvr GYE R TR EGHKNK
Tps-g | SscTPs1l R RLLR s u REE R K EGENDA
SSCTPS-40 - - - - - - - - - T RRE R K EGDNDV
sscrps-12 RIG Hrlrg LEEAS u REE R K/ EGDNDV
SSCTPS-41 ==«  asases  aeen- TTGAVA REE R 3 EG DNDV
sscTPs-25  REN Hrlra LYEAS B rEE R] R 3 naEDE

Fonte: Autor (2025)

Desse modo, a analise indicou que, dos 42 analisados, apenas 39 possuem potencial
para apresentar atividades relacionadas a caureno sintase. Esse fator estd diretamente
relacionado a presenca dos motivos conservados DDxxD e NSE/DTE, essenciais para a
atividade catalitica das terpeno sintases (TPS), quais sdo responsaveis pela coordenacdo de
cofatores metalicos, formando um cluster de magnésio trinuclear que facilita a interagdo com o
substrato, que permite sua ligacdo ao sitio ativo da enzima (Chen et al., 2011; degenhardt;
Kollner; Gershenzon, 2009; Liang et al., 2023).

Dessa forma, a integridade conservada dos motivos DDxxD e NSE/DTE pode indicar
particular relevancia a atividade enzimética sob condi¢des de estresses (Toffolati et al., 2021),
em especial déficit hidrico (Ma et al., 2024; Sun et al., 2022), quais permitem a sintese continua
de terpenoides que atuam como moléculas de defesa e sinalizacdo (He et al., 2023). De modo
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que, a conservacdo desses motivos ndo apenas assegura a atividade catalitica sob condicbes
ideais, mas contribui para a adaptacdo do organismo vegetal (Chen et al., 2021; Liang et al.,
2023).

No que diz respeito a analise de dominio, as SscTPS apresentaram sete diferentes
dominios conservados, bem como indicaram variacgdes significativas entre os diferentes clados
investigados. Ainda que pouco discutida a funcionalidade em plantas, os dominios conservados
presentes em vegetais modernos sdo estruturalmente similares os encontrados em bactérias (Liu
et al., 2014b), uma vez que foi proposto que muitas terpeno sintase vegetais podem ter surgido
de diterpeno ciclases bacterianas, através da transferéncia horizontal de genes (Yan et al.,
2022h).

Frente a isso, os dominios Terpene cyclase plant C1 (acesso: c¢d00684), e
Isoprenoid_Biosyn C1 (acesso: c¢d00385), correspondendo a 66.7% e 9,5% dos dominios
identificados, sdo integrantes da superfamilia Isoprenoid_Biosyn_C1 (acesso: cl00210), quais
foram observados e anotados exclusivamente em representantes dos clados TPS-a, TPS-b e TP-
g. Ambos os dominios sdo pertencentes a superfamilia de trans-isoprenil difosfato sintases
(IPPS), sendo o dominio responsavel por sintetizar geranil difosfato (GPP) e farnesil difosfatos
(FPP), assim como produtos de cadeia mais longa, precursores de isopreno, isopentenil
difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP) (Lackus et al., 2019; Jutersek et al., 2024),
atuando na sintese majoritaria de terpenoides (Drumond et al., 2022).

Em contraste, os clados TPS-c, TPS-e/f e TPS-g exibiram unicamente 0s motivos
PLN2592 (ent-copalil difosfato sintase, acesso: ¢133526), PLN02279 (ent-kaur-16-ene sintase,
acesso: cl31856) e Terpene_synth_C (acesso: cl47853), respectivamente (Figura 7D). Entre os
dominios, PLN02279 juntamente Terpene_synth_C correspondem a membros da familia ent-
coureno (KS), qual é caracterizando como fundamental na biossintese do ent-caureno, um
precursor das giberelinas (Teng et al., 2024), hormonio vegetal essencial para germinacdo,
alongamento celular e resposta a estresses ambientais, a exemplo da suspensdo de rega
(Acharya et al., 2024). Resultados semelhantes puderam no genoma de Paeonia suffruticos,
Oryza sativa e membros da familia Rosaceae (Ma et al., 2024; Sun et al., 2022; Teng et al.,
2024).
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4.4 ANOTACAO FUNCIONAL DOS GENES SscTPS

Por se tratarem de enzimas que podem diferir em seus perfis de produto e na localizacao
onde sdo encontradas, as TPSs apresentam baixa precisdo na predicao de similaridade. Assim,
0 presente estudo conseguiu apenas inferir, de forma aproximada, as vias em que estdo
envolvidas. A andlise funcional da composi¢do dos genes TPS (SscTPS) de S. scabra revelou
que, dos 42 genes identificados, 41 foram estavam envolvidos em 27 termos do Gene Ontology
(GO), todos pertencentes a categoria de Processos Biologicos (PB) (Figura 10). A alta
variabilidade biossintética desses terpenoides pode sugerir um papel de destaque na regulacdo
da sintese de terpenoides, indicando sua importancia funcional nesse processo (Li et al., 2022b).
Além disso, a predicdo funcional referente aos TPSs minerados, indicou que todos apresentaram
funcBes relacionadas a terpenoides, bem como puderam ser identificados enquanto terpenos e
suas determinadas classes, a qual enfatiza a confiabilidade da identificagdo do SscTPS.

Entre esses, 0 termo "processo biossintético de diterpeno (GO:0016102)" se destacou,
com 41 membros do conjunto SscTPS associados. Ademais, termos como "processo
metabolico de terpenos (GO:0042214)" e "processos de biossintese de monoterpenos”
(G0:0043693), também figuraram entre os principais processos biolégicos dos quais 0s genes
SscTPS estavam envolvidos (Figura 10A, B). A anélise referente ao mapeamento GO
identificados, podem indicara o envolvimento de genes SscTPS em uma ampla gama de
processos de desenvolvimento vegetal. Resultados semelhantes puderam ser observados por
Puttamadanayaka et al., (2024) ao analisar o transcriptoma tolerante de Pennisetum
pedicellatum (Falso-capim-custddio) submetidos a estresses hidricos, qual o0 mesmao atribuiu os
termos encontrados com a finalidade de resposta ao estimulo, defesa e biossintese de
metabolitos secundarios, o que pode relacionar a atuacdo desses determinados termos a resposta
a seca. Além disso, levantamentos relacionados a respostas transcricionais de raizes de soja
submetidos a diferentes estresses, relacionou os termos a defesa da planta e proteinas de choque
térmico envolvidas em resposta a varios estresses abioticos a exemplo do calor, alta

luminosidade e salinidade, conforme Bajaj et al., 2018.
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Figura 10. Andlise de enriquecimento funcional da ontologia genética (GO) e andlise da via da enciclopédia de
genes e genomas de Kyoto (KEGG) de genes diferencialmente expressos. (A) Grafico de termos GO com relagao
ao SscTPSs; (B) Grafico em barra processos biolégicos GO; (C) Grafico de rosca KEGG.
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Além disso, a analise de enriquecimento em vias metabolicas do KEGG revelou que 23
genes SscTPS estavam associados a seis vias distintas. Entre elas, seis genes (SscTPS-3,
SSCTPS-6, SScTPS-7, SscTPS-8, SscTPS-9 e SscTPS-29) estavam associados a via de ‘isopreno
sintase' (K12742); cinco genes (SscTPS-11, SscTPS-12, SscTPS-25, SscTPS-40 e SscTPS-41)
a via de 'nerolidol sintase' (K14175); e trés genes foram relacionados as vias de ‘ent-caureno
sintase' (K04120) (SscTPS-4, SscTPS-18 e SscTPS-19), 'neril difosfato difosfatase' (K24668)
(SscTPS-5, SscTPS-39 e SscTPS-42), e 'germacreno D sintase’ (K15803) (SscTPS-16 e
SscTPS-17) (Figura 10, C).

A sintese de compostos como 'nerolidol sintase' e 'ent-caureno sintase' esta diretamente
relacionada & formacdo de fitohormonios, os quais desempenham papéis reguladores
importantes (Peng et al., 2022). Essas substancias, devido as suas propriedades fisicas e a sua
biossintese, podem atuar como intermedidrios na protecdo do organismo vegetal contra
diferentes tipos de estresses, incluindo seca, herbivoria, variagdes climéticas e ataques de
patogenos (Batish et al., 2008; Chan et al., 2016; Teng et al., 2024)
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4.5 EXPF{ESSAO'DIFERENCIAL DE GENES DE TERPENO SINTASE EM RESPOSTA A
PRIVACAO DE AGUA

Com o objetivo de investigar os genes TPSs e sua determinada presenca no
transcriptoma traduzido de S. scabra, os dados foram coletados ap6s 24 horas de exposi¢do a
privacao de dgua. Posteriormente, a sonda proteica Pfam: PF03936 (C-terminal) e PF01397 (N-
terminal) juntamente a ferramenta BLASTp revelou 91 sequéncias candidatas, dessas, por
padrdo, foram eliminadas sequencias redundantes, bem como as que ndo apresentaram dominio
completo. Como resultado, 15 genes TPS putativos foram identificados e renomeados de
SscTTPs. Essa técnica permitiu identificar com maior precisdo genes diferencialmente
expressos, sendo especialmente eficaz em estudos relacionados ao estresse hidrico
(Puttamadanayaka et al., 2024).

Uma vez identificados, genes SscTPSs presentes no transcriptoma radicular foram
utilizados como candidatos na avaliacdo de sua expressao diferencial sob condicGes de
supressdo de rega. Dessa forma, a analise indicou a presenca de 12 genes TPS diferencialmente
expressos (SscTTPS-1 ao SscTTPS-12), dos quais cinco apresentaram a regulacdo negativa
(SscTTPS-1, SscTTPS-2, SscTTPS-3, SscTTPS-4, SscTTPS-5) e sete se mantiveram expressao
constitutiva (SscTTPS-6, SscTTPS-7, SscTTPS-8, SscTTPS-9, SscTTPS-10, SscTTPS-11,
SscTTPS-12) (Apéndice D; Figura 11).

Figura 11. Heatmap com expressdo diferencial dos transcritos. Membros que apresentaram Fold change > 2, p-
value e FDR <0.05 foram indicados com (*).
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Ao analisar os genes presentes submetidos ao estresse por privagdo de agua, a repressao
é esperada, visando o carater hidrofilico da familia (Li et al., 2022b). Além disso, quando
analisado o carater funcional dessas sequencias foi possivel observar a atuacdo no processo
biossintético diterpendide (GO:0016102) em todas as SscTTPSs atribuida majoritariamente
como percurso na formagéo de giberilina (GA) (Sun et al., 2016; Zhou; Pichersky et al., 2020;
He et al., 2023). Considerada um fitormonio diterpendides tetraciclicos, a giberilina pode atuar
em diferentes processos que induzem o desenvolvimento vegetal, sendo geralmente suprimidas
qguando submetidas a estresses osmoticos (Shohat et al., 2021), bem como associada a resposta
a estresses (Wang, Yue et al., 2025), podendo ser consideradas indicadoras de resposta ao
estresse hidrico (Kittipornkul et al., 2024). Além disso, a repressao dos transcritos também pode
estar relacionada ao curto periodo de exposicdo, uma vez que trabalhos anteriores envolvendo
Camellia sinensis apresentaram respostas tardias frente a estresses abioticos, snedo esses
devidamente expressos posterior a um periodo de 48 horas (Zhou et al., 2020b). Dessa forma,
a reducdo da atividade dos terpenoides sob condic¢des de suspensdo de rega pode estar associada
a mecanismos de resposta a seca. Resultados semelhantes puderam ser observados no
transcriptoma radicular de chaihu (Bupleurum chinense) quando submetida a suspenséo de
rega, onde o nimero de genes regulados negativamente foi maior do que o de genes regulados
positivamente nos diferentes estagios de estresse de seca, indicando que o estresse de déficit

hidrico teve um efeito inibitorio na expressdo génica de B. chinense (Yang et al., 2022b).
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CONSIDERACOES FINAIS

Dados coletados no genoma da S. scabra apresentaram vasta distribui¢do, abordando
todas as sub-familias TPS presentes em angiospermas.

Foram identificados 42 genes putativos no genoma, divididos em cinco familia distintas.
A familias TPS mais abundante foi a TPS-b, com 14 representantes identificados
pertencente a esse clado.

Clados distintos apresentaram varia¢Oes significativas, como peso molecular, ponto
isoelétrico e, principalmente, nimero de introns e éxons.

Entre os motivos conservados, 0 DDxxD esteve presente em todos os demais clados
com excecdo ao TPS-c onde apresentou baixa conservagao.

Todos os 41 genes putativos apresentaram fungées relacionadas a terpeno sintase
Genes SscTTPSs presente no trancriptoma de S.scabra apresentaram a expressdo
reprimida quando submetidos a 24h de privacao de dgua, qual pode estar potencialmente
relacionado a suspenséo da atividade das giberilinas em resposta na adaptacéo frente a
estresses abioticos.

Este € o primeiro estudo envolvendo a distribuicdo de TPS presente no género
Stylosanthes (Sw.), qual sua caracteriza¢do genémica pode fornecer base para futuras
acOes biotecnoldgicas voltadas para a exploracdo desses genes no ambito da agricultura.
Pesquisas futuras envolvendo abordagens metaboldmicas poder&o contribuir para uma
compreensdo mais aprofundada da sintese desses metabolitos secundarios, bem como

de seus papéis especificos na defesa das plantas contra estresses abidticos.
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APENDICE
APENDICE A: Analise de gene SscTPS presente no genoma de S.scabra deduzido pelo software GENESTATS

Ds Ganes wn:lor-meﬂm da n.]!11ero de cc-mpjmenlo lo?al da nlj_mero de comp:imento total da nimera de comprirrlenpo total da mero de sequénc compri[nel;\to total da ﬁ?mg'o de Com| ari_'ne_ﬂla total da
sequencia transcrita exons sequéncia do exon introns sequéncia do introns blocos CDS sequéncia CDS 5'UTR sequéncia 5 'UTR sequéncizs UTR 3 sequencia 3 'UTR

PIB30_003461-T3 3520 T 2154 8 1366 T 1707 1 21 1 266
PIB30_003463-T1 3472 7 1464 [:] 2008 T 1464 0 1] o 0
PIB30_004752-T1 3057 5 1581 4 176 5 1785 0 1] 1 o5
PIB30_007830-T1 6308 7 1020 [:] 4328 T 1821 0 1] 1 150
PIB30_010256-T1 7200 1 3067 10 4232 1 2031 0 1] 1 126
TIB30_014003-T1 4551 7 1787 ] 2754 7 1787 o a o o
FIB30_014004-T1 2050 7 1580 ] 1060 T 1880 0 Q o o
PIB30_014340-T1 25006 g 1670 ] 24236 ] 1524 0 1] 1 145
TIB30_014340-T2 25006 0 1560 B 24236 B 1524 0 1] 1 146
TIB30_014340-T2 3055 18 2370 14 15385 15 2370 0 1] o 0
PIB30_015156-T1 25006 7 1773 ] 24238 B 1524 0 [i] 1 145
PIB30_015158-T1 3180 7 1743 ] 1445 7 1743 o a o o
FIB30_020036-T1 23973 7 1785 ] 22188 T 1785 0 Q o o
PIB30_022094-T1 4181 7 1662 [:] 2529 T 1662 0 1] o 0
PIB30_013665-T1 5330 5] 1505 5 4234 3] 1509 1 23 1 G4
PIB30_020038-T1 4200 7 1710 [ 2589 7 1710 0 1] o
PIB30_031340-T1 TE34 5] 1782 5 524z ] 1485 1 60 1 247
PIE30_031006-T1 2200 5] 1404 5 715 8 1404 o o o o
PIB30_031908-T1 6783 15 2655 14 4128 15 2445 1 a3 1 M7
PIB30_036784-T1 6281 7 2115 =] 4276 T 1866 1 1z 1 137
PIB30_036788-T1 5104 7 1818 [:] 3376 T 1818 0 1] o
TIB30_045002-T1 4109 -] 1407 5 2812 [ 1487 0 1] o 0
PIB30_045005-T1 4781 7 1728 ] 3003 7 1788 o a o o
FIB30_(46054-T1 3520 7 1812 ] 1266 T 1707 1 a1 1 366
PIB30_(46184-T1 3308 7 1770 [:] 1538 T 1770 0 1] o 0
FIB30_047071-TZ 3500 12 2247 12 1253 13 2247 0 1] o 0
PIB30_047071-T2 8303 14 2460 13 4343 14 2382 0 1] 1 et}
PIB30_(40200-T2 4450 5] 2205 7 2155 ] 1533 1 g2 1 TOO
PIB30_050308-T1 2681 5 1721 4 200 5 1781 o a o o
PIB30_038717-T1 5514 7 1758 ] 3756 T 1758 0 Q o o
PIB30_067180-T1 2740 =] 1458 5 1282 [:] 1458 0 1] o 0
PIB30_070216-T1 6303 12 2647 13 4343 14 2332 0 1] 1 T8
PIB30_07 4320 7 1808 [ 2821 7 1685 1 2 1 141
PIB30_07 4030 7 1704 [ 2328 7 1704 0 [i] o 0
PIE30_074026-T1 8740 14 2628 13 4121 14 2301 1 =) 1 167
FIB30_030087-T2 3725 7 1835 T 1880 T 1685 1 26 1 13
PIB30_(90248-T1 1485 3 1271 3 76 4 ags 1 12 1 282
PIB30_(02118-T1 4420 12 2300 1 2021 12 2238 1 30 1 131
TIB30_(06506-T1 2002 -] 1877 5 1025 [ 1587 0 1] 1 320
TIB30_01 -T1 1387 5 a48 4 419 5 245 o a o o
FIB30_043508-T1 1488 -] =] 5 502 ] 285 0 Q o o
PIB30_087586-T1 1485 4 1180 3 276 4 288 1 19 1 282

Fonte: Autor (2025)



APENDICE B: Nimeros de aminoacido observados em sequencias consenso de motivos conservados

Motivo Extensio e-value Sequéncia consenso
1 37 4.3e-447 ATALSFRLLRQHGFNVSPDVFESF
2 37 5.0e-340 KQIGLASKLSFSRDRLMECFFWSVG
3 35 8.1e-332 LIDVLQRL GIAYHFKNEIKNMLQ
4 34 3.0e-331 TLDELELFTDAVERWDVNA
5 36 2.0e-433 DVQGMWSLYEAAQLRVHGEDILEEAHEFT
6 32 5.0e-389 PTLLQFAKLDFNILQTIYQQELKDSSRWW
7 39 4.2e-332 PYLKKAWCDLCKSFLQEAKWS
8 42 6.6e-307 ELPECMKVCFKALYQVTNEFA
9 33 8.4e-262 PPIFIEIAVNLARMSMCMYHD
10 38 1.1e-254 TSFITIIDDIYDVYG

Fonte: Autor (2025)
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APENDICE C: Analise de processos bioldgico presentes genes localizados no trancriptoma
da s. scabra submetidos ao défct hidrico.

D

Gene

Biological process
Estimated PPV, GO-id, description

Cellular component
Estimated PPV, GO-id, description

SscTTPS-1
SscTTPS-2
SscTTPS-3
SscTTPS-4
SseTTPS-5
SscTTPS-6
SscTTPS-7
SscTTPS-8
SscTTPS-9
SscTTPS-10
SseTTPS-11
SscTTPS-12

TR28022|c0_gl_il
TR28022[c0 gl i2
TR28664/c0_g2_il
TR28664|c0_g2 i2
TR28664/c0_g2_i6
TR28664|c0_g2_i9
TR64750(c1_g3_i5
TR68921|c0_gl_i2
TR68921|c0 gl i3
TR70898|c1_gl_i2
TR70898[c1 gl i4
TR70898|c1_gl_i6

0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 drterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.82 GO:0016102 diterpenoid biosynthetic process
0.83 GO:0009686 gibberellin biosynthetic process
0.83 GO:0009686 gibberellin biosynthetic process
0.83 GO:0009686 gibberellin biosynthetic process

0.32 GO:0016020 membrane

0.34 GO:0009507 chloroplast
0.34 GO:0009507 chloroplast

0.33 GO:0005737 cytoplasm
0.34 GO:0009507 chloroplast
0.35 GO:0009507 chloroplast
0.64 GO:0009507 chloroplast
0.64 GO:0009507 chloroplast
0.64 GO:0009507 chloroplast

Fonte: Autor (2025)

APENDICE D: Expressdo diferencial de genes TPS presentes no transcriptoma radicular da
S. scabra quando submetida a suspenséo de rega

IDS Gene log_FC edger.p.value  edger.adj.p-value Expressio
SscTTPS-1 TR28022|c0_gl_il -4,156 0,0025 0,049 DR
SscTTPS-2 TR28022|c0_gl_i2 -3,77 0,0015 0,035 DR
SscTTPS-3 TR28664|c0_g2_il -4,849 0,00035 0,013 DR
SscTTPS-4 TR28664|c0_g2_i2 -7,043 0,0012 0,031 DR
SscTTPS-5 TR28664|c0_g2_i6 -8,267 0,0000033 0,00039 DR
SscTTPS-6 TR28664|c0_g2_i9 -0,217 0,89 0,98 CONST
SscTTPS-7 TR64750|cl_g3_i5 -1,141 0,24 0,54 CONST
SscTTPS-8 TR68921|c0_gl_i2 -2,759 0,01 0,12 CONST
SscTTPS-9 TR68921|c0_gl_i3 -3,058 0,011 0,12 CONST
SscTTPS-10 TR70898|cl_gl_i2 -1,488 0.062 031 CONST
SscTTPS-11 TR70898|cl_gl_i4 -0,864 0,28 0,58 CONST
SscTTPS-12 TR70898|cl_gl_i6 -0,698 0,39 0,68 CONST

Fonte: Autor (2025)



