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RESUMO

A familia botanica Euphorbiaceae Juss. é uma das mais diversificadas e complexas,
apresentando cerca de 50 géneros e 240 espécies no Nordeste brasileiro, grande parte
distribuidos em dreas de Caatinga. Dentre essas, destacam-se Manihot esculenta Cartz,
Ricinus communis L. e Cnidoscolus quercifolius Pohl, que, devido a tolerancia ao déficit
hidrico, apresentam-se como espécies de importincia econdmica para regides tropicais,
especialmente o Brasil. C. quercifolius é uma espécie endémica da Caatinga, sendo bastante
explorada devido as vérias possibilidades de utiliza¢do de suas partes (producdo de forragem,
O0leo comestivel e farinha, utilizada na regeneracdo de &4reas degradadas e para fins
medicinais). Entre os mecanismos de adaptacdo as condi¢des ambientais limitantes existentes
em plantas superiores, ressalta-se a importancia do reajuste dos padrdes de expressdao génica,
que atua ativando e desativando uma variedade de genes, considerados genes estresse-
responsivos, que sdo responsaveis pelas alteragdes do metabolismo celular que permite a
planta a geracdo de respostas fisioldgicas frente a exposi¢ao ao estresse. Um exemplo sdo as
aquaporinas vegetais, que sdo proteinas de membrana responsaveis pelo transporte de dgua,
gases e outros pequenos solutos e que desempenham um papel fundamental na adaptacio das
plantas mediante estresses como salinidade e déficit hidrico. A identificacio de genes
estresse-responsivos s6 foi possivel devido as novas tecnologias de sequenciamento e as
ferramentas de bioinformatica, que possibilitaram, ndo apenas a obtencdo de genomas
completos, como também a manipulagdo e andlise desses dados, facilitando a identificacdo de
novas moléculas envolvidas em processos fisioldgicos essenciais as plantas. Até o momento,
ndo se encontra disponivel em bancos de dados bioldgicos qualquer tipo de informagdo
genética de C. quercifolius. A identificacdo de aquaporinas em C. guercifolius foi realizada
pelo processo de transferabilidade de iniciadores entre espécies proximas, tendo em vista a
elevada conservacdo entre as sequéncias desta familia génica. Foram identificadas sete
sequéncias parciais de CqAQPs, sendo este o primeiro relato de aquaporinas nesta espécie,
podendo, assim, ser usado para o desenho de iniciadores especificos para a espécie,
favorecendo a identificacdo de potenciais alvos biotecnoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformética, Euforbidceas, Transportadores de membrana.
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ABSTRACT

Euphorbiaceae Juss. is one of the most diversified and complex species of the botanical
family, comprising approximately 50 genera and 240 kinds in the Brazilian Northeast, widely
distributed in Caatinga areas. Among them are Manihot esculenta Cartz, Ricinus communis L.
and Cnidoscolus quercifolius Pohl, which, due to its tolerance to water shortage, are species
of great economic importance for tropical regions, including Brazil. C. quercifolius is an
endemic species of the Caatinga, and it has been extensively exploited for various uses
(forage production, edible oil and flour, use in the regeneration of degraded areas and for
medicinal purposes). Among the mechanisms of adaptation to the limiting environmental
conditions existing in higher plants, we emphasize the importance of the readjustment of
genetic gender patterns, which activates and deactivates a variety of genes that are considered
genes-responsive genes responsible for cellular metabolism, which allows a generation of
physiological responses to a plant from stress. An example of that are the aquaporins plants,
which are membrane proteins responsible for transporting of water, gases and other small
solutes, in addition to playing a key role in the adaptation of plants to adverse conditions such
as salinity and water shortage. The identification of stress-responsive genes was only possible
from new sequencing technologies and bioinformatics tools, which enabled not only the
attainment of a complete genome, but also the manipulation and analysis of such data,
facilitating the identification of new molecules involved in essential physiological processes
to plants. To date, it is not available in biological databases any genetic information on C.
quercifolius. The identification of aquaporins in C. quercifolius was conducted by the process
of transferability of initiators between close species, considering the high conservation among
the sequences of this family. Seven partial sequences of CQAQPs were identified, and this is
the first report of aquaporins in that species; therefore, enabling its use for designing of
specific initiators for the species, aiding the identification of potential biotechnological
targets.

KEYWORDS: Bioinformatics, Euphorbiaceae, Membrane transporters.
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1 INTRODUCAO

As plantas s@o frequentemente submetidas a situagdo de estresse por fatores bidticos
e/ou abidticos, presentes no meio em que estdo inseridas. Em geral, elas respondem a esses
estresses, € essas respostas provocam danos ao crescimento e desenvolvimento vegetal. A
capacidade que a planta possui de reagir a determinadas condi¢cdes depende de um conjunto
de fatores, entre os quais, é possivel ressaltar a importancia do patrimonio genético da espécie
e o estigio de desenvolvimento no qual ela se encontra (WANG et al., 2001; BENKO-
ISEPPON et al., 2011).

Dentre os principais fatores que limitam o crescimento vegetal, destacam-se o déficit
hidrico, a salinidade e a escassez de nutrientes no solo, inviabilizando a realizagdo de
atividades importantes, comprometendo o desenvolvimento e produtividade da planta
(NEPOMUCENO et al., 2001). O déficit hidrico, além de impedir a realizacdo de processos
indispensdveis como a fotossintese, interfere na disponibilidade de nutrientes e aumento da
salinidade do solo, favorecendo a ocorréncia de outros estresses simultaneamente
(MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

A vegetacdo da Caatinga destaca-se como uma importante candidata para estudos
genéticos e prospeccdo de genes estresse-responsivos, tendo em vista a sua evidente
adaptacdo morfolégica e fisioldgica, determinantes na sobrevivéncia a baixa precipitacao
pluviométrica e demais caracteristicas climéticas dessa regido. Além disso, muitos dos
mecanismos adaptativos presentes nesses vegetais ainda permanecem desconhecidos, cuja
escassez de informagdes € ainda maior em espécies endémicas do bioma (SAMPAIO, 2010).

Neste contexto, torna-se de grande importancia compreender quais mecanismos
bioldgicos estdo envolvidos no desenvolvimento da capacidade adaptativa dessas plantas as
condi¢des ambientais, em especial, aqueles que participam dos processos de captacdo e
aproveitamento da dgua pela planta, ja que o déficit hidrico € uma constante na Caatinga.

Entre os membros de plantas representantes da Caatinga, destaca-se o género
Cnidoscolus Pohl. Das aproximadas 70 espécies descritas para o referido género, cinco
espécies: C. quercifolius, C. obtusifolius, C. vitifolius, C. bahianus e C. urnigerus foram
registradas apenas na Caatinga (MELO; SALES, 2008). A espécie C. quercifolius Pohl € vista
como uma importante candidata a ser explorada em anélises in silico e moleculares, por ser
uma planta nativa da Caatinga e extremamente tolerante ao déficit hidrico.

Através de ferramentas de bioinformadtica, juntamente com as novas tecnologias de

sequenciamento atualmente disponiveis, € possivel a obten¢do de genomas completos, além
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de uma grande variedade de sequéncias expressas, as quais nos permitem prever padrdes de
sequéncias bioldgicas, facilitando a identificacdo de novas moléculas envolvidas em
processos fisioldgicos essenciais as plantas, favorecendo a identificagdo de potenciais alvos
biotecnolégicos.

As aquaporinas vegetais, proteinas de membrana, apresentam papel fundamental na
adaptacdo das plantas frente a estresses como salinidade e déficit hidrico, uma vez que
facilitam o transporte de dgua e outros solutos importantes para o metabolismos celular
(WALLACE et al., 2006; HEINEN; CHAUMONT, 2009; WUDICK et al., 2009;).
Considerando que até o momento ndo existe qualquer tipo de informacdo de sequéncias de C.
quercifolius disponivel em banco de dados bioldgicos, este estudo foi conduzido com base em
trabalhos desenvolvidos com outras espécies, tendo em vista a elevada conservagdo entre as
sequéncias de aquaporinas, como descrito anteriormente por Chaumont et al. (2001),
Deshmukh et al. (2016) e Zou et al. (2016).

Neste contexto, o estudo aqui desenvolvido envolveu a identificacdo e caracterizacio
de genes de aquaporinas em euforbidceas, com vistas ao isolamento e caracterizacdo de
sequéncias homologas em Cnidoscolus quercifolius, uma planta nativa do Bioma Caatinga,
extremamente tolerante a seca. As informagdes obtidas nesta pesquisa poderdo ser utilizadas
no melhoramento de plantas, utilizando as informagdes genéticas de aquaporinas de espécie

endémica da Caatinga.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar genes de aquaporinas em Cnidoscolus quercifolius Pohl.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a prospecgdo in silico de genes codificantes para aquaporinas vegetais em
bancos de dados publicos, usando sequéncias “sondas” em representantes mais préximos
da espécie em estudo;

e Localizar representantes de aquaporinas na espécie estudada;

e Realizar andlises de bioinformatica das sequéncias obtidas, reconhecendo seus dominios
conservados;

e Efetuar alinhamentos multiplos, inferindo sobre a estrutura e as relagdes do citado gene
com sequéncias de nucleotideos e de proteinas;

e Realizar modelagem comparativa de sequéncias para os diferentes membros
identificados, visando a obtencdo de modelos tridimensionais, vidveis para estudos
relacionados a especificidade e eficiéncia de transporte.

e Com base nas sequéncias obtidas de aquaporinas, realizar caracterizacdo in silico para

desenho de iniciadores para isolamento de genes homodlogos de aquaporinas em

Cnidoscolus quercifolius.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O bioma Caatinga como fonte de recursos genéticos vegetais

O dominio Caatinga € exclusivamente brasileiro, eleito como um dos mais importantes
do Brasil, com extensdo territorial de aproximadamente 844.453 Km?, ocupa cerca de 50 %
do Nordeste Brasileiro, o que equivale aproximadamente a 10% do territério nacional (IBGE,
2014). Primeiramente, a Caatinga foi caracterizada como um bioma pobre e de baixa
biodiversidade, cuja potencialidade permaneceu explorada de forma desordenada. Assim,
cerca de 80 % dos ecossistemas naturais foram alterados, principalmente pela prética de
desmatamentos e queimadas (MMA, 2010). Hoje se sabe que além de uma vasta
biodiversidade, a Caatinga também possui alto indice de endemismo (GIULIETTI;
CONCEICAO; QUEIROZ, 2006; MACIEL, 2010).

A Caatinga estd submetida a intensa luminosidade e temperaturas elevadas, com pouca
variacdo, mesmo entre 0s meses mais frios e mais quentes (médias anuais entre 25 - 30° C). O
baixo indice pluviométrico (entre 250 e 700 mm/ano) (SAMPAIO, 2003; 2010) e a
predominancia de solos rasos e pedregosos, com baixa capacidade de armazenamento de dgua
e escassez de nutrientes (LEAL et al, 2003), constituem os principais fatores limitantes para o
crescimento vegetal, caracterizando a semiaridez climdtica predominante na Caatinga (relacdo
precipitacdo/evapotranspira¢ao potencial < 0,65) (SAMPAIO, 2010).

A estrutura da vegetacdo € o reflexo das variacdes das condi¢cdes ambientais
associadas ao antropismo. Em regides onde hd presenca de corpos de dgua, ou locais
alagados, por exemplo, as vegetacdoes ndo apresentam caracteristicas de adaptacdo a aridez
(FRANCA et al., 2003). Embora estas dreas sejam relativamente pequenas (considerando em
escala regional), apresentam grande importancia, principalmente para o aumento da
diversidade de vegetacio (GIULIETTI; CONCEICAO; QUEIROZ, 2006).

A Caatinga é representada, principalmente, por arvores e arbustos de pequeno porte, ja
que o desenvolvimento de maior parte da sua vegetacdo € limitado pelas condi¢des climaticas
menos favordveis. A maior parte da vegetacdo apresenta adaptacdes como microfilia,
caducifdlia e controle da atividade estomadtica, que permite um melhor aproveitamento da
agua, favorecendo sobrevivéncia do vegetal (SANTOS; RIBEIRO; SAMPAIO, 1992). As
espécies predominantes sdo representadas por individuos das familias Fabaceae, Cactaceae e

Euforbiaceae (GOLFARI; CASER, 1977).
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Diante do exposto, a cobertura vegetal da Caatinga representa uma importante fonte de
genes com alto potencial biotecnoldgico, principalmente aqueles envolvidos direta e/ou
indiretamente nos processos de captacdo e armazenamento de d4gua, que permitem a adaptacao

das plantas as condic¢des de restricao hidrica.

3.1.1 Importancia de membros da familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae Juss. € uma das mais diversificadas e complexas entre as
Angiospermas (WEBSTER, 1994), reunindo mais de 8.000 espécies, distribuidas em 317
géneros (ENDRESS et al., 2013; BIJEKAR; GAYATRI, 2014). No Brasil, estima-se a
ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros (SOUZA; LORENZI, 2008). Apresenta variedade
de hébitos, o que confere a esta familia maior capacidade adaptativa e melhor eficiéncia do
uso da dgua (OLIVEIRA, 2013), favorecendo amplamente sua distribuicio em regides
tropicais e subtropicais, principalmente nos continentes americano e africano (LUCENA;
AMORIN; ALVES, 2009).

O Nordeste Brasileiro possui alta diversidade de euforbiaceas (CORDEIRO;
CARNEIRO-TORRES, 2006), com cerca de 240 espécies e 50 géneros (LUCENA; ALVES,
2010), sendo a maioria distribuida em &4reas de Caatinga, dentre as quais encontra-se um
grande nimero de espécies endémicas (taxa de endemismo de Euphorbiaceae: cerca de 60 %)
(SATIRO; ROQUE, 2008; FORZZA et al., 2010).

As Euphorbiaceae estdo entre as familias de maior importancia econdmica entre as
Eudicotiledoneas, principalmente nos setores industrial, madeireiro, farmacolégico,
ornamental e na producdo alimenticia (ALVES, 1998). Entre as espécies utilizadas na
producdo de alimentagdo humana, principalmente na regido Nordeste do Brasil, destaca-se a
Manihot esculenta Crantz (M. esculenta) (CORR]::A et al., 2002). No ambito industrial
ressalta-se o potencial econdmico da R. communis (Ricinus communis L.) (OGUNNIYI,
2006). J4, entre as espécies endémicas utilizadas para fins medicinais e producdo de forragem
animal, estd a Cnidoscolus quercifolius Pohl (C. quercifolius) (SOUZA, 2012; PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2012).

A M. esculenta (M. esculenta Crantz) representa a terceira espécie botanica de maior
fonte de calorias (depois do arroz e do milho) para mais de um bilhdo de pessoas em todo o
mundo (CEBALLOS et al., 2010). Apresenta alta capacidade de desenvolvimento sob
condi¢cdes ambientais desfavordveis, como regime irregular de chuvas e baixa fertilidade do

solo (JARVIS et al.,, 2012), sendo cultivada principalmente nas regides tropicais e
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subtropicais da Africa, Asia e América Latina, onde é considerada uma cultura de grande
importancia socioecondmica (CEBALLOS et al., 2010).

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e Alimentacio
(FAO), a producdo mundial de M. esculenta, nos ultimos cinco anos, apresentou um
crescimento médio de 13,9%, atingindo 275 milhdes de toneladas no ano de 2013 (SEAB-
DERAL, 2016). Em 2016, o Brasil atingiu uma producdo de cerca de 23 milhdes de
toneladas, ocupando o 2° lugar no ranking mundial, ficando atrds da Nigéria (38,57 milhdes
de toneladas) (IBGE, 2016). Das 76 espécies do género Manihot existentes no Brasil, 66 sdo
endémicas (CORDEIRO et al.,, 2015), correspondendo a mais de 70% da diversidade
conhecida no mundo (ORLANDIN; LIMA, 2014), ou seja, grande parte da diversidade
genética atualmente utilizada em todo o mundo vem do Brasil (OLIVEIRA et al., 2015).

Outra euforbidcea de relevante importincia socioecondmica € a Ricinus communis L.,
uma espécie oleaginosa singular, de considerdvel valor energético e de ampla utilizagdo
industrial (OGUNNIYT, 2006; ZENG, 2010). Extraido das sementes de R. communis , o “0leo
de ricino” ¢ uma importante matéria-prima utilizada para fins industriais, medicinais e
cosméticos (OGUNNIYI, 2006). Embora originaria da Africa, a R. communis é agora
cultivada em muitas regides temperadas tropicais, subtropicais ao redor do mundo,
especialmente sob condi¢cdes de solos pobres, pouca disponibilidade de dgua e salinidade
(RIVAROLA, 2011). De acordo com dados da FAO, a India é o maior produtor mundial de R.
communis , atingindo no ano de 2013, mais de 1,6 milhdo de toneladas (CONAB, 2016).
Atualmente, o Brasil ocupa o 5° lugar entre os maiores produtores da R. communis , perdendo
somente para India, China, Paquistdo e Tailandia. Em termos de dleo de R. communis, o
Brasil, juntamente com a India e a China, constituem os trés maiores produtores mundiais. No
Brasil, a producdo de R. communis concentra-se na regido Nordeste, principalmente no
Semidrido (FAOSTAT, 2013; EMBRAPA, 2012).

Popularmente conhecida como “faveleira, faveleiro ou favela”, a espécie C.
quercifolius é classificada como arbusto, arvoreta ou arvore, atingindo de 2 a 12 m de altura,
em funcdo do local e das condi¢cOes ambientais (MELO; SALES, 2008). Apresenta-se
distribuida por todo o semidrido da regido da Caatinga, o que inclui os Estados do Cear4, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Piaui, e Bahia (OLIVEIRA, et al.,
2008). A maioria dos individuos apresentam tricomas urticantes aciculiformes, recobrindo
estruturas como ramos, peciolo, lamina foliar, perianto e frutos, sendo esta uma caracteristica

marcante da espécie (MELO; SALES, 2008; CAVALCANTI et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Cnidosculos quercifolius. (A) Espécime; (B) Folhas e tricomas urticantes; (C)
Flores; (D) Fruto. (Fonte: préprio autor)

A C. quercifolius ¢ uma espécie bastante explorada devido as vdrias possibilidades de
utilizacdo de suas partes, contribuindo para o sustento da populagdo e sobrevivéncia dos
animais. Destaca-se como uma das forrageiras de grande potencial da regido, sendo
considerada uma op¢do sustentdvel de suplementacdo alimentar para os animais devido aos
altos valores de proteina bruta (SOUZA, 2012). Suas sementes sdo empregadas na produgdo
de O6leo comestivel e farinha, sendo utilizadas na alimentacdo de animais e humanos
(CAMPOS, 2010; ARRIEL et al., 2006). A casca do caule da C. guercifolius € popularmente
usada para fins medicinais, no tratamento de processos inflamatérios da préstata e ovarios
(AGRE et al., 2006). O potencial antibacteriano contra Staphylococcus torna a C. quercifolius
uma excelente candidata na identificacdo de novas drogas com atividade antimicrobiana
(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).

Uma das grandes propriedades da C. quercifolius é a capacidade de adaptagcdo a
ambientes de clima semidrido, suportando longos periodos de estiagem (ALOUFA;
MEDEIROS, 2016). Devido a esta caracteristica, ela é considerada uma planta fundamental
para o equilibrio da Caatinga, além de ser utilizada, também, no processo de recuperacio de
areas degradadas (ARRIEL et al., 2006; MEDEIROS; ALOUFA, 2015). A presenca de

caracteristicas xerofitas sugere a existéncia de estratégias de captacdo e aproveitamento de
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dgua por parte da planta. Isso ressalta a importincia do estudo de moléculas envolvidas na
captura e transporte seletivo de 4gua e ions através das membranas (GASPAR, 2011;

HUANG et al., 2012).

3.2. Relacoes hidricas e seus efeitos sobre as plantas

Fatores de estresses abidticos atuam sobre a planta provocando danos, muitas vezes
irreversiveis, inviabilizando a realizacdo de atividades fisioldgicas indispensdveis para que o
vegetal alcance seu potencial genético (MAHAJAN; TUTEJA, 2005). No ambiente, estes
fatores podem atuar de forma isolada ou simultaneamente, expondo as plantas a uma
combinacdo de estresses, que agem de forma diferente sobre os organismos vegetais (BRAY,
2004). Entre os fatores abidticos, o déficit hidrico, altas temperaturas, elevada incidéncia
luminosa, a salinidade do solo e a escassez de nutrientes estdo entre os principais estresses,
aos quais a vegetacdo da Caatinga € constantemente exposta (SAMPAIO, 2010).

Devido a importancia que exerce na sobrevivéncia dos seres vivos, a dgua destaca-se
como recurso fundamental na realizacdo da maioria dos processos fisiologicos da planta
(KERBAUY, 2004), j4 que o estresse osmatico diminui a atividade fotossintética, interferindo
no crescimento e produtividade do vegetal. A falta de 4gua interfere também na
disponibilidade de nutrientes e aumento da salinidade do solo, provocando a ocorréncia de
outros estresses simultaneamente (ZHU, 2002; MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

A quantidade de dgua disponivel para a realizacio das reacdes metabdlicas nos vegetais
€ o resultado do balanco hidrico entre a absor¢ao, condugao e a perda de 4gua (VINNAKOTA
et al., 2015). Normalmente, a reducdo da perda de dgua ocorre pelo controle da transpiragao,
processo pelo qual a maior parte da dgua presente na planta é perdida para o ambiente na
forma de vapor. A transpiracdo é necessdria para manter o resfriamento das folhas, por isto
algumas plantas de clima seco perdem as folhas em periodos de seca, evitando, assim, a
desidratacio (NOGUEIRA et al., 2005; VINNAKOTA et al., 2015).

A conservacao e o manejo da dgua em plantas, especialmente durante periodos de seca,
sdo criticos para a sobrevivéncia do vegetal. O déficit hidrico compromete o metabolismo
minimizando (ou até mesmo bloqueando) processos como a fotossintese e a hidrdlise de
amido. A reducdo destas atividades inibe o desenvolvimento de todo o organismo, impde
forte pressdo seletiva e forca a planta a desenvolver adaptacdes que possibilitem suportar as

mais diversas condi¢des ambientais (NEPOMUCENO et al., 2001).
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A absorcdo de dgua pela planta ocorre principalmente pelo sistema radicular. Desta
forma, a captacdo depende, tanto da disponibilidade de dgua do ambiente, temperatura e
concentracdo de solutos no solo, como também da eficiéncia da raiz em realizar tal processo.
Neste contexto, destaca-se a habilidade de transportadores de dgua presentes nas membranas
celulares (as proteinas intrinsecas das membranas - MIPs), j4 que a entrada de 4gua, bem
como a condu¢cdo da mesma entre os tecidos vegetais, ocorre pelo processo de difusdo
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007; VINNAKOTA et al., 2015).

Os efeitos causados pelo déficit hidrico em plantas dependem diretamente do estdgio
de desenvolvimento no qual se encontra o vegetal, bem como da intensidade e velocidade de
aplicagdo do estresse sobre o mesmo (BENKO-ISEPPON et al., 2011). Como forma de
adaptacdo, as plantas desenvolveram mecanismos especificos que lhes permitem tolerar tais
condi¢cdes de estresse, por meio de modificacdes bioquimicas, fisioldgicas, morfoldgicas,
genéticas e metabdlicas (WANG et al., 2001), na tentativa de minimizar danos e conservar
recursos indispensdveis ao seu crescimento e reproduciao (MITTLER; BLUMWALD, 2010;
BENKO-ISEPPON et al., 2011).

Entre os principais mecanismos de adaptacdo as condi¢des ambientais limitantes
existentes em planta superiores, destaca-se o reajuste dos padroes de expressdo génica
(BARTELS; SUNKAR, 2005). Os varios tipos de estresses aos quais as plantas sdo
constantemente submetidas induzem uma variedade de genes (BENKO-ISEPPON et al.,
2011). A partir do reconhecimento das condigdes ambientais desfavoraveis, produtos de genes
induzidos por estresse ativam vias de transducdo de sinais, que transmitem as informacdes
levando a alteracdes de processos fisioldgicos e metabdlicos, em resposta ao estresse
(NAKASHIMA; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2009), visando minimizar danos e conservar
recursos valiosos para seu crescimento e reprodugao (MITTLER; BLUMWALD, 2010)
(Figura 2).

As respostas das plantas ao estresse abidtico sdo complexas e envolvem varios
mecanismos regulados pela “crosstalk” entre genes relacionados a sinalizagdo hormonal,
fotossintese, respiracdo e regulamentacdes transcricionais (CHEN et al., 2016). Estudos de
genOmica funcional associados aos vdrios projetos de sequenciamento e perfis de expressdao
génica tém possibilitado a prospeccdo de genes candidatos responsivos a estresses (SEKI et
al.,, 2002). Entre os vérios selecionados, encontram-se os genes envolvidos na captura e
transporte seletivo de dgua e fons como as aquaporinas (BENKO-ISEPPON et al., 2011;
GASPAR, 2011; HUANG et al., 2012).
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Figura 2. Representacdo esquemdtica das interacdes planta - estresses abidticos, percep¢do do
estresse e ativacdo de cascatas metabdlicas para gerar de respostas fisioldgicas. Fonte:
adaptado de Bezerra Neto (2016), com modificagdes.
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3.3 Aquaporinas vegetais: funcao, diversidade e classificacao

A atividade de distribuicdo e regulacdo do volume de dgua nos tecidos vegetais
depende diretamente da capacidade de captagdo e transporte que as células apresentam. Estes
processos s@o responsdveis pela manutengdo do metabolismo vegetal e, consequentemente,
interferem no desenvolvimento do organismo (VINNAKOTA et al., 2015). O transporte
executado pelas membranas celulares é um tipo de mecanismo biofisico que depende da
presenca de estruturas especializadas e de proteinas de membrana a exemplo de aquaporinas —

proteinas conhecidas como “canais de agua” (MAUREL et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura do transporte de moléculas de &agua através dos canais de agua
(aquaporinas). Adaptada de Zhao et al. (2008)

Canal do agua

Membrana celular
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As aquaporinas (AQPs) pertencem a uma superfamilia altamente conservada de
Proteinas Intrinsecas de Membrana (MIP - Major Instrinsic Protein) (AGRE, 2004), presentes
em todos os organismos (GOMES et al., 2009; ABASCAL; IRISARRI; ZARDOYA, 2014).
Embora originalmente descritas como canal de agua, estudos tém refor¢ado o importante
papel das aquaporinas como facilitadoras no transporte de gases, ions e outros pequenos
solutos (MAUREL et al., 2008), entre os quais estdo glicerol, ureia, amoénia (NH3), diéxido de
carbono (CO3), peréxido de hidrogénio (H202), e metaloides, tais como boro e silicio
(MAUREL et al., 2008; GOMES et al., 2009; POMMERRENIG; DIEHN; BIENERT, 2015).

Em plantas, a quantidade de isoformas de aquaporinas é consideravelmente superior a
animais: por exemplo, em Populus trichocarpa, foram identificados 58 genes de aquaporinas
(GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009); em Hevea brasiliensis Muell. Arg., 51
(ZOU et al., 2015a); Brassica oleracea, 67 genes (DESHMUKH et al., 2015) e, em Glycine
max, 72 (DESHMUKH et al., 2013), em comparagdo aos 13 genes identificados em humanos
(MAGNI et al., 2006).

O elevado numero de isoformas em plantas pode estar associado a natureza séssil das
plantas e a auséncia de um sistema circulatério (FORREST; BHAVE, 2007), podendo,
também, estar relacionada a seletividade aos diferentes substratos, a localizacdo celular e
tecidual e as diversas fungdes celulares que promovem o equilibrio hidrico e osmético entre
os meios extra e intracelular (WUDICK et al., 2009). Além disso, sugere-se que representam
vantagens adaptativas, em decorréncia do processo de sele¢do, em funcdo das diversidades
ambientais (CHAUMONT; MOSHELION; DANIELS, 2005; GASPAR, 2011).

As aquaporinas estdo presentes em todos os tecidos vegetais, sendo reguladas espacial
e temporalmente, a depender do estdgio de desenvolvimento e condi¢des ambientais, estando
envolvidas ndo apenas na captacdo e transporte de dgua (SIEFRITZ et al., 2002; JAVOT et
al., 2003), como também na reproducdo (BOTS et al., 2005), no alongamento das células
(HUKIN et al., 2002), na fotossintese e germinacdo das sementes (VINNAKOTA et al.,
2015), além de importantes componentes de adaptacdes a estresses salinos e hidricos

(WALLACE et al., 2006; WUDICK et al., 2009; HEINEN; CHAUMONT, 2009).

3.3.1 Subfamilias de aquaporinas em plantas superiores

Com base na homologia de sequéncias, as aquaporinas vegetais foram classificadas em

sete subfamilias: PIP (Plasma Membrane Intrinsic Protein); TIP (Tonoplast Intrinsic

Proteins) (MAUREL et al., 2002, WALLACE et al., 2006); NIP (Nodulin26-like Intrinsic
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Proteins) (WALLACE et al., 2006), SIP (Small and Basic Intrinsic Proteins) (GOMES et al.,
2009), XIP (Membrane Intrinsic X), HIPs (Hybrid Intrinsic Proteins) e GIP (GlpF-like
Intrinsic Proteins) (DANIELSON; JOHANSON, 2008).

A diversificacdo precoce das MIPs resultou em um grande niimero de subfamilias
ainda em plantas terrestres primitivas, sendo que, durante a evolucdo, algumas plantas
superiores foram perdendo duas destas subfamilias (HIP e GIP), enquanto as subfamilias
restantes se expandiram e, em alguns casos, diversificara-se, resultando na formacdo de
grupos mais especializados dentro destas subfamilias (DANIELSON; JOHANSON, 2008).
No caso das monocotiledoneas, a subfamilia XIP € ausente em todo o grupo, assim como nas
Brassicaceae (GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009; DIEHN et al., 2015;
DESHMUKH et al., 2015; 2016).

e Proteinas Intrinsecas de Membrana Plasmatica — PIP

As Proteinas Intrinsecas de Membrana Plasmatica (PIPs) constituem a maior
subfamilia entre as aquaporinas vegetais. As proteinas classificadas como PIPs encontram-se
divididas em dois grupos menores as PIP1 e PIP2, que diferem entre si pelo tamanho de suas
extremidades N- e C- terminal, como também em relacdo a permeabilidade a dgua, sendo que
as PIP2 sdo mais eficientes no transporte de dgua (5 a 20 vezes mais eficazes), quando
comparadas com as PIP1 (KALDENHOFF; FISCHER, 2006; DANIELSON; JOHANSON,
2010; BEZERRA-NETO, 2012).

Estudos realizados com Physcomitrella patens (bridfita) sugere que esses grupos
devem ter se formado no inicio da evolugdo das plantas terrestres e sao de fundamental
importancia na fisiologia da planta (DANIELSON; JOHANSON, 2008). Membros desta
subfamilia s3o localizados principalmente em tecidos que apresentam alto fluxo de agua,
como no caso de tecidos vasculares e células guarda de estdmatos, apresentando-se altamente
expressivas em raizes, elementos condutores do floema e de folhas, podendo ter importante
papel na comunicacdo célula-a-célula (DYNOWSKI et al., 2008).

As PIPs parecem estar envolvidas na tolerancia a déficit hidrico, presente em alguns
vegetais. Em estudo realizado com AQPs de Orysa sativa, durante exposi¢do a diferentes
tipos de estresse abidtico, foi demonstrado um aumento nos seus niveis de expressdo das
OsPIPs, sobretudo em situagdes de déficit hidrico (GUO et al., 2006). Foi também relatado
que, no tratamento com polietilenoglicol (PEG), os genes das AQPs: OsPIP1.2, OsPIP1.3,
OsPIP2.1 e OsPIP2.5 em raizes, assim como OsPIPI.2 e OsPIP1.3 em folhas, foram
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superexpressos, sugerindo o importante papel destas aquaporinas durante o estresse hidrico

(LIAN et al., 2000).

e Proteinas Intrinsecas de Tonoplasto — TIP

A subfamilia TIP apresenta grande ntimero de subgrupos entre as MIPs, apresentando
cinco grandes grupos (TIP1, TIP2, TIP3, TIP4 e TIP5). Os membros dos grupos TIP1, TIP2 e
TIP4 foram localizados nas membranas de vacuiolos centrais, enquanto que os membros do
grupo TIP3 estdo localizados na membrana dos corpos proteicos (MAESHIMA et al., 1994;
MAESHIMA, 2001).

A presenca das TIPs permite o rdpido ajuste osmotico, atuando na manutencdo da
osmolaridade e do turgor (GOMES et al., 2009). As TIPs sdo encontradas na membrana do
vacuolo celular, atuando nos processos de regulagdo, sinalizagdo e degradagdo celular. Vérias
destas proteinas, além de realizar o transporte de pequenos solutos e gases, transportam
metabdlitos importantes envolvidos no ciclo da ureia e de sintese de aminodcidos
(KALDENHOFF; FISCHER, 2006).

Estudo realizado em A. thaliana, mostra que aquaporinas classificadas como
AfTIPI;1, AtTIP1;2 e AtTIP2;3 foram caracterizadas como capazes de transportar também
peréxido de hidrogénio (H>0;) (BIENERT et al., 2007). Além disso, elas podem estar
envolvidas na desintoxicacdo do citoplasma por um mecanismo de armadilha 4acida, que

facilita o transporte de amo6nia (LOQUE et al., 2005).

e Proteinas Intrinsecas de Ndodulos — NIP

As NIPs sdo um tipo de proteinas transportadoras normalmente presentes em
membranas de raizes, caules, sementes € na membrana de simbiossomo. Em varios
experimentos, estas proteinas apresentaram capacidade de transporte tanto para dgua quanto
para glicerol, porém exibem uma baixa permeabilidade para a agua (KALDENHOFF;
FISCHER, 2006; GOMES et al., 2009), sendo responsaveis também pelo transporte de ureia e
metaloides (WALLACE; ROBERTS, 2004; BIENERT; SCHUSSLER; JAHN, 2008)

As proteinas desta subfamilia apresentam expressao inferior a de PIP e TIP, ja que a
sua distribuicdo € restrita a determinadas regides, a exemplo das zonas de elongacdo radicular

e por estarem associada a especializacdes celulares. Devido a sua localizagdo e alta


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#5

30

especificidade, a maioria dos processos nos quais as NIPs atuam sdo ainda desconhecidos

(GOMES et al., 2009).

e Pequenas Proteinas Bésicas Intrinsecas de Membrana - SIP

A subfamilia SIPs € a mais divergente entre as cinco (CHAUMONT et al., 2001;
DANIELSON; JOHANSON, 2010; BEZERRA NETO, 2012). As proteinas agrupadas nesta
subfamilia representam o menor grupo dentre as MIPs (KALDENHOFF; FISCHER, 2006).

Apresentam ponto isoelétrico bdsico, o que difere das outras MIPs. Possuem uma
extremidade N-terminal curta e uma modificacdo no motivo NPA, localizado no loop B, o que
confere uma maior abertura no poro, gerando uma alta especificidade por substratos diferentes
(GOMES et al., 2009).

Ainda sdo desconhecidas as reais fungdes desempenhadas pelas SIPs vegetais, porém
estudos in vitro indicam que estas podem estar localizadas na membrana do reticulo
endoplasmadtico, atuando na regulacdo do volume e na concentracdo de fons no interior do
limen, sendo responsdveis também pela manutencdao da morfologia da organela (FORREST;

BHAVE, 2007).

e Proteinas Intrinsecas Desconhecidas - XIP

A subfamilia XIP encontra-se presente apenas em dicotiledoneas (DESHMUKH et al.,
2015; 2016). O género Populus possui o maior nimero de isoformas XIP, com nove
sequéncias PtXIPs, distribuidas dentro de trés grupos. Anélise realizada com sequéncias XIPs
encontradas em bancos de dados revelou que os membros desta subfamilia se distribuem em,
pelo menos, cinco subgrupos (o que é suportado pela semelhanca entre as sequéncias e as
modificagdes existentes no filtro arginina aromatico (ar/R) (LOPEZ et al., 2012).

Como estas proteinas apresentam variacoes de aminoacidos nas regides NPA e ar/R
(MITANI-UENO. et al, 2011), foi levantada a hipétese de que XIPs ndo sdo funcionais como
canais de 4gua, mas, em vez disso, realizam o transporte de solutos hidrofébicos
(DANIELSON; JOHANSON, 2008; GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009). Esta
hipétese foi recentemente validada por Bienert et al. (2011). As modifica¢cdes presentes na
regido ar/R permitem a formacdo de um poro largo, altamente hidrofobico, que se assemelha

ao grupo NIP3, o que se mostrou facilitar a difusdo de ureia, glicerol, e metaloides, mas é
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fracamente permedvel a dgua (BIENERT; SCHUSSLER; JAHN., 2008; DYNOWSKI et al.,
2008).

3.3.2 Estrutura e localizacao celular das aquaporinas

Todas as aquaporinas até hoje caracterizadas agrupam-se na membrana como
tetrameros, € a composi¢ao desses tetrameros pode determinar o seu direcionamento para a
membrana plasmética (ZELAZNY et al., 2007). As aquaporinas apresentam uma estrutura
composta por seis alfa-hélices hidrofébicas que formam os dominios transmembrana (HI-
H6), as quais estdo arranjadas em duas metades semelhantes (hemiporo 1=H1-H3 e hemiporo
2=H4-H6), provavelmente originadas por duplicagdo génica durante a evolucdo (GOMES et
al., 2009).

A conexao entre as alfa-hélices ocorre por meio de cinco alcas (loops A-E), onde os
loops A, C e E estdo localizados no lado exoplasmaético e os loops B e D, onde se encontram
os motivos NPA (Asn-Pro-Ala), localizados no lado citoplasmdtico, juntamente com as

regides N e C-terminais (Figura 4).

Figura 4. Modelo estrutural de aquaporina, demonstrando suas principais caracteristicas.
Alfas-hélices (retangulos azuis), nelas estdo presentes dominios transmembrana (H1-H6),
conectados pelos cinco loops (LA-LE). Dois dominios alfa-hélices (loops B e E), contendo os
motivos NPA, responsaveis pela formacao do poro. Adaptado de Bezerra Neto (2012).

Hemiporo 1 Hemiporo 2

Extracelular

Intracelular

Na conformagdo tridimensional, os hemi-poros estdo posicionados um de frente para o
outro, em orientacdo oposta a membrana, formando o chamado “modelo ampulheta” (JUNG
et al. 1994) (Figura 5). Os motivos NPA (regides altamente conservadas que sdo parte da

assinatura da superfamilia MIP) (PRESTON et al., 1994) e a regido arginina/aromaética (ar/R),
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conhecida por filtro seletivo (formada pela interacdo entre quatro residuos conservados
localizados nas hélices H2 e HS e na al¢a E (LE1 e LE2) (AGRE; KOZONO, 2003), exercem
papel fundamental sobre a especificidade de substratos transportados através das aquaporinas

(WALLACE; ROBERTS, 2004; FORREST; BHAVE, 2007).

Figura 5. Estrutura e formag@o do poro das aquaporinas. Os retangulos em azul representam
as alfas-hélices, onde estdo presentes dominios transmembrana (H1-H6). Os cinco loops de
conexdo entre as alfas-hélices estao representados por LA-LE. No loops B e E, estdo os
motivos NPA, responséveis pela formacao do poro. Adaptado de Cheidde e Schor (1999).
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Na regido NPA, as asparaginas presentes no centro do poro formam ligacdes de
hidrogénio com as moléculas transportadas e podem desempenhar um papel na exclusio de
protons (FORREST; BHAVE, 2007), ja4 o filtro seletivo (ar/R) estabelece pontes de
hidrogénio e ligacdao de Van der Waals com os solutos transportados e / ou moléculas de dgua
(SUI et al., 2001).

Além dos motivos NPA e do filtro seletivo, as aquaporinas PIPs, TIPs e NIPs
apresentam outra regido conservada, denominada de motivo AEF (Ala-Glu-Phe), localizada
no dominio N-terminal, a qual, at¢ o0 momento, ndo tem funcdo conhecida. Os motivos e
residuos sdo regides encontrados conservados dentro dos grandes grupos, porém, entre eles, é
possivel identificar variacdes, as quais sdo responsdveis pela variedade de moléculas
transportadas pelas aquaporinas (ZARDOYA; VILLALBA, 2001).

As aquaporinas vegetais podem ser encontradas em todos os compartimentos
subcelulares, sendo extremamente importantes para o controle do transporte de dgua e
pequenos solutos, tanto na membrana celular externa, como através das membranas

intracelulares (MAUREL et al., 2008). Os membros das subfamilias PIP e XIP encontram-se
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localizados na membrana plasmética (LOPEZ et al.,, 2012). Em geral, as TIPs estdo
localizadas na membrana do vactolo, enquanto as SIPs encontram-se no reticulo
endoplasmatico (FORREST; BHAVE, 2007). J4 os membros das subfamilias NIP possuem
localizagao subcelular incerta (CHAUMONT; MOSHELION; DANIELS, 2005), embora
tenha sido evidenciada presenca de membros desta subfamilia em membranas do reticulo
endoplasmdtico e na membrana plasmética de células do simbiossomo, nos nddulos

radiculares (MAUREL, 2007; MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008) (Figura 6).

Figura 6. Diagrama esquematico da localizacdo dos membros das subfamilias de aquaporinas
de planta. Adaptado de Maeshima e Ishikawa (2008).
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A estrutura principal, o substrato de transporte, a regulacdo funcional, o perfil de
expressdo génica, bem como a abundancia e localizacdo intracelular das aquaporinas siao
altamente diversificados (MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008). Desta forma, ndo € possivel
tracar um perfil de expressdo geral para as MIPs, jd que as diversas isoformas existentes
podem ser superexpressas ou reprimidas, dependendo do tecido estudado e dos estimulos
ambientais recebidos.

A auséncia de um padrdo de expressdo permite a adaptacdo das plantas a condi¢oes
desfavordveis. Em situagdes de estresses abidticos, como seca e salinidade, alguns membros
sd0 superexpressos para garantir o transporte eficiente de dgua e alguns outros solutos
(KAWASAKI et al.,, 2001), enquanto outros sdo reprimidos (BOURSIAC et al., 2005),
sugerindo que as diferentes isoformas respondem de formas distintas aos diferentes estresses

(AROCA; PORCEL; RUIZ-LOZANO, 2011; BEZERRA NETO, 2012).
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3.4 Avanco das “Omicas” e ferramentas computacionais na prospeccio e analise de genes

A gendmica é definida como a parte da Biologia Molecular responsdvel pelo estudo
dos genes dos organismos vivos, ou seja, todo conjunto de DNA que ele carrega em suas
células (DELOUKAS et al., 1998; ECHEVERRIGARAY, 2007). Os avangos recentes das
tecnologias de sequenciamento revolucionaram o campo das dmicas, apresentando inovagdes
sem precedentes, além de implementarem aplicacdes vidveis como o sequenciamento de
genomas completos em um curto intervalos de tempo, ressequenciamento de genoma inteiro
para andlise de variagdo, sequenciamento de RNA (RNA seq) para andlise de transcriptoma
(BURGESS, 2016; CHEN et al., 2016), deteccao quantitativa de dinamica epigendmica e
andlise de Chip-seq para interacoes DNA-proteina (LISTER et al., 2009).

Além dessas, outras abordagens foram desenvolvidas, incluindo a andlise interativa
para redes formadas por interacdes proteina-proteina (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium, 2011), entre outras (KOJIMA et al., 2009; SAITO; MATSUDA, 2010). As
informacdes geradas para espécies de plantas-modelo, como A. thaliana, Oryza sativa (arroz)
e Populus trichocarpa, deram inicio a era das “Omicas” em plantas. Esta nova era na genética
molecular compreende o estudo de transcritos (transcriptdmica), de proteinas (protedmica),
dos metabdlitos celulares (metabolomica) e varias outras (BHALLA; NARASIMHAN;
SWARUP, 2005).

Porém, o sequenciamento das moléculas de DNA e RNA, embora fosse
indiscutivelmente relevante, eram limitado e ndo conseguia explicar os processos bioldgicos,
em especial, o que ocorre com o préprio material genético apds a duplicacdo, a transcri¢cdo e a
traducdo do material genético (PIMENTA, 2003). O desenvolvimento das ferramentas de
Bioinformatica foi crucial para o sucesso das Omicas, ndo apenas por possibilitar a
organizacdo dos dados, mas por permitir identificar genes e suas fun¢des, proporcionando a
compreensdo dos processos bioldgicos, tais como: a diferenciacdo celular, a morfogénese, a
determinac¢do fenotipica, a resisténcia a patégenos e a adaptabilidade, além de disponibilizar

estas informacdes em banco de dados (SOUZA; RHODEN; PAMPHILE, 2014).

3.4.1 Bancos de dados biologicos

Com a grande demanda de sequéncias bioldgicas geradas pelos sequenciamentos em

larga escala, foi necessdrio o desenvolvimento e aprimoramento de ferramentas
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computacionais que permitam o gerenciamento destas informacOes, facilitando o
armazenamento e a interpretacdo adequada das mesmas. A partir de entdo, a bioinformatica
passou a ocupar uma posi¢do significativa na interpretacdo dos dados provenientes de
diversas tecnologias (PROSDOCINTI et al., 2002; AMARAL; REIS; SILVA, 2007).

O desenvolvimento de programas e algoritmos desta natureza permitiu a manipulacdo
de uma grande variedade de dados bioldgicos, marcando um momento de grande
desenvolvimento para a genética e as demais ciéncias que, de alguma forma, utilizam-se
dessas informagdes. Através destas ferramentas, € possivel armazenar, processar, avaliar,
descrever estruturas, delinear relagdes entre moléculas e interpretar grande quantidade de
sequéncias (BOREM; SANTOS, 2001).

Com o avango da bioinformadtica e suas ferramentas, varias areas vém emergindo nos
ultimos anos, com destaque para a mineracao de texto e biologia de sistemas (KEMPER et al.,
2010). Além de design racional de proteinas, andlise de imagem, evolugdo dirigida e
computacdo em grade (BIASINI et al., 2014), bioinformaética relacionada ao microRNA (LIU;
ZHOU;WHITE, 2014).

Além das varias funcgdes citadas anteriormente, existia também a necessidade de
compartilhamento de dados, possibilitando que estes fossem acessados por pesquisadores de
diversas localidades do mundo, contribuindo para a troca de informagdes, como também
possibilitar a comparacdo entre as sequéncias, facilitando sua identificacdo, o que foi
solucionado com a criagdo de bancos de dados publicos e privados (MORALIS, 2003).

Banco de dados (DB, data bank) é definido como o espaco adequado para o
armazenamento de sequéncias bioldgicas, sejam elas de nucleotideos ou aminodcidos. Alguns
desses bancos podem ser de acesso restrito, outros classificados como publicos de acesso
ilimitado, sem a necessidade de algum tipo de autorizacdo prévia. A inser¢ao de sequéncias
bioldgicas em bancos de dados possibilita a realizacdo de comparacdes usando as sequéncias
ja caracterizadas como referéncias para a identificacdo de novas sequéncias (AMARAL,;
REIS; SILVA, 2007).

Centenas de bancos de dados vém disponibilizando informagdes de uma grande
variedade de espécies ou grupos de organismos, incluindo sequéncias nucleotidicas e
proteicas (FERNANDEZ-SUAREZ; GALPERIN, 2012). Entre os véarios bancos de dados
publicos existentes, destacam-se o DDBJ (DNA Databank of Japan), o EMBL (European
Molecular Biology Laboratory) e o GenBank (National Center for Biotechnology
Information), que sdo considerados os trés maiores bancos mundiais. Estes bancos trabalham

em cooperacdo para estabelecer formatos de dados e protocolos que facilitem a submissao
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segura dos dados, além de proporcionar o intercimbio continuo de dados em todo o mundo,
formando o INSD (International Nucleotide Sequence Database; Banco de Dados
Internacional de Sequéncias de Nucleotideos) (TATENO et al.,, 2002; NAKAMURA;
COCHRANE; KARSCH-MIZRACHI, 2012).

O GenBank (Banco de Genes), sediado nos EUA, é um dos mais conhecidos e mais
usados bancos de dados. Nele sdo armazenadas e disponibilizadas sequéncias para consulta
publica, abrangendo, desde sequéncias pequenas, como DNA, RNA e proteinas, até genomas
completos. Além de sequéncias primdrias, o GenBank dispde de informacdes sobre estruturas
proteicas, taxonomia, mapas génicos, entre outros. E importante destacar também o seu
abrangente sistema de busca bibliogréfica - o PubMed, um servico da Biblioteca Nacional de
Medicina. O GenBank estd acessivel no NCBI (National Center for Biotechnology
Information; Centro Nacional para Informacio Biotecnoldgica) (BENSON; KARSCH-
MIZRACHI; LIPMAN, 2000).

No ambito da biologia vegetal, o Phytozome é um banco de dados que fornece acesso
a informacdes de 52 genomas de plantas. Neste banco, € possivel encontrar informagdes sobre
familias de genes, genes individuais, dados de diversidade e expressdao (GOODSTEIN et al.,
2012).

Juntamente com os bancos de dados, foram criadas, pela bioinformatica, diversas
ferramentas que ensejam o acesso e andlise da grande quantidade de dados disponiveis nos
bancos. Estas ferramentas permitem, por exemplo, a avaliacdo in silico de sequéncias
desconhecidas através de andlises de alinhamentos comparativos (KENT et al., 2002).A mais
comum destas ferramentas € o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Ferramenta de
Busca por Alinhamento Local), um algoritmo que possibilita a comparacdo entre sequéncias

disponiveis em dominio publico (AMARAL; REIS; SILVA, 2007)

3.4.2 Ferramentas computacionais para caracterizaciao e anotacao de sequéncias

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é uma ferramenta basica de pesquisa
por alinhamento local disponivel no NCBI, que utiliza matriz de substitui¢do para avaliar a
similaridade entre sequéncias de aminodcidos ou de nucleotideos (PEARSON; LIPMAN,
1988; ALTSCHUL et al., 1990), sendo uma das mais utilizadas para busca e alinhamento de
sequéncias. Os alinhamentos de sequéncia frequentemente proporcionam a primeira ligagcdo

entre DNA ou proteina recentemente sequenciada e sequéncias ja categorizadas. O BLAST
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também fornece estatisticas que estimam a probabilidade de uma correspondéncia ocorrer por
acaso (BORATYN et al., 2013).

Esta ferramenta realiza a comparacdo entre uma sequéncia de DNA ou proteina
(denominada “Query”) e todas as sequéncias genOmicas disponiveis em dominio publico,
resultando na sele¢do de sequéncias disponiveis na base de dados (“Subject”) que apresentam
maior homologia com a “Query”. O BLAST pode traduzir sequéncias de nucleétidos
conforme necessario, permitindo, assim, a consulta de nucleotideos contra uma base de dados
de proteinas ou uma consulta de proteinas contra uma base de dados de nucleotideos
(BORATYN et al., 2013).

O BLAST possui cinco subdivisdes, que desempenham diferentes modalidades de
alinhamento, entre as quais pode-se escolher aquela que, de acordo com o tipo de molécula de
interesse e da resposta que se deseja obter através da comparacdo, possa apresentar o melhor
resultado (AMARAL; REIS; SILVA, 2007). A modalidade BLASTn (nucleotide blast) busca
por homologia entre sequéncias de nucleotideos, a modalidade BLASTp (protein blast) busca
por homologia entre sequéncias de proteinas e, na modalidade BLASTx uma sequéncia de
nucleotideos ¢ usada como “Query” para realizar comparagdes contra banco de proteinas. No
caso do tBLASTx, tanto a “Query” como a base de dados “Subject” sdo sequéncias de
nucleotideos. J4 no tBLASTn, a sequéncia de aminodcidos é comparada em um banco de
dados de nucleotideos (GIBAS; JAMBECK, 2001).

Outras ferramentas disponiveis no NCBI sdao ORF-Finder (Open Reading Frame
Finder) e CD-search (Conserved Domain Search). O ORF-Finder é um identificador que gera
uma andlise grafica indicando todas as pautas abertas de leitura de uma sequéncia
nucleotidica. O programa retorna o intervalo de cada ORF, juntamente com a sua traducdo em
proteinas (NCBI, 2011), enquanto o CD-search é uma ferramenta que permite detectar
dominios estruturais e funcionais em sequéncias de proteinas, usando a heuristica do BLAST
(MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004).

A andlise comparativa de sequéncias permite a reconstru¢do da histdria evolutiva das
espécies e das familias multigénicas, estimando as taxas da evolu¢dao molecular (KUMAR et
al., 2004). Para a andlise comparativa global de sequéncias nucleotidicas ou proteicas, o
ClustalW (THOMPSON et al., 1997) € um dos softwares mais utilizados para efetuar estes
alinhamentos multiplos biologicamente informativos. O alinhamento realizado pelo ClustalW
¢ executado em trés etapas: alinhamento pairwise, geracdo de arvore-guia e alinhamento

progressivo (KOU-BIN, 2003).
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O programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) analisa caracteres
evolutivamente informativos, presentes em sequéncias nucleotidicas, proteicas ou marcadores
moleculares (TAMURA et al., 2007; 2013), permitindo a andlise da matriz de dados através
de métodos utilizados para calcular as distincias genéticas, como distancia P (NEI, 1991),
distancia de Jukes-Cantor (JUKES-CANTOR, 1969), distancia de Tajima-Nei (TAJIMA;
NEI, 1984), distincia de Kimura-2- parametros (KIMURA, 1980), distancia de Tamura
(TAMURA, 1992; TAMURA et al., 2013).

O MEGA também disponibiliza algoritmos como UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Means) (SNEATH; SOKAL, 1973), NJ (Neighbor-Joinning)
(SAITOU; NEI, 1987) e maxima parcimonia (ECK; DAYHOFF, 1966), permitindo a
realizacdo de inferéncias filogenéticas e fenéticas através da construcdo de dendrogramas
(KUMAR et al., 2004), podendo ser visualizados, por exemplo, no programa TreeView
(PAGE, 1996; THOMPSON et al.,, 1997). O TreeView possibilita a visualizacdo de
dendrogramas, sendo este, capaz de ler diferentes formatos de arquivos, como Nexus, Phylip,

Nona, Mega e ClustalW/X. (PAGE, 1996; MORALIS, 2003).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE AQUAPORINAS in silico DE Manihot esculenta Crantz E
Ricinus communis L. PARA O DESENHO DE INICIADORES E ISOLAMENTO DE
SEQUENCIAS EM Cridoscolus quercifolius Pohl
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RESUMO

Euphorbiaceae Juss. destaca-se como uma das familias botinicas de maior importancia
econdmica, com expressiva diversidade de espécies e ampla variedade de hébitos, o que
confere uma maior capacidade adaptativa e melhor eficiéncia no uso da dgua. Espécies de
euforbidceas representam importantes fontes de genes com alto potencial biotecnoldgico,
principalmente aqueles envolvidos nos processos de captacdo de dgua, que permitem a
adaptacdo das plantas as condi¢des de restricdo hidrica. Entre os genes responsivos ao estresse
estdo as aquaporinas membros da superfamilia MIP (Major Instrinsic Protein), proteinas
canais responsaveis pelo transporte de dgua, gases, ions e outros pequenos solutos. Através
dos bancos de dados gendmicos de M. esculenta (Manihot esculenta) € R. communis (Ricinus
communis), foram identificadas 79 aquaporinas, sendo 43 em M. esculenta ¢ 36 em R.
communis . A partir de anélises fenéticas, as sequéncias de aminodcidos foram classificadas
nas cinco subfamilias ja descritas em vegetais superiores (24 PIPs, 22 TIPs, 16 NIPs, 7 SIPs e
9 XIPs). As sequéncias foram caracterizadas quanto a presenca de dominios e residuos
conservados, massa molecular, ponto isoelétrico, localizacdo subcelular e distribuicao
cromossOdmica. Foram selecionados membros de cada uma das cinco subfamilias de cada
espécie para realizacdo da modelagem comparativa. De posse das sequéncias devidamente
classificadas e caracterizadas, foi possivel a obtencdao de 16 pares de iniciadores, além de
outros 15 pares desenhados com base em sequéncias expressas de feijdo-caupi (V.
unguiculata), os quais foram utilizados na amplificacdo de sequéncias homodlogas de
aquaporinas em C. quercifolius (Cnidoscolus quercifolius), uma espécie nativa da Caatinga,
extremamente tolerante ao déficit hidrico. Dos 31 pares de iniciadores testados, 14
amplificaram 17 sequéncias. Destas, sete foram confirmadas (via sequenciamento e Blastn)
com similaridade (média de 89%) as aquaporinas, as quais foram classificadas com base na
homologia de sequéncias e nos dendogramas gerados nas andlises fenéticas. Foram detectadas
subfamilias PIP (3 membros ) e TIP (4 membros). Tendo em vista que a C. quercifolius ndao
dispde de informacdes bioldgicas em bancos de dados e o fato da alta conservacdo entre as
aquaporinas vegetais, neste estudo, foi possivel, ndo somente a obtenciao de aquaporinas entre
3 espécies diferentes de euforbidceas (M. esculenta, R. communis e C. quercifolius), mas entre
dois membros de duas diferentes familias: o feijao-caupi (Fabaceae) e a C. quercifolius
(Euphorbiaceae), refletindo o potencial de transferabilidade de iniciadores entre essas
importantes espécies vegetais. Embora nio tenha sido possivel a obtencdo de sequéncias
completas de aquaporinas em C. guercifolius (apenas parcialmente), com base nos resultados
obtidos, € possivel confirmar que, além de presente no seu genoma, as aquaporinas de C.
quercifolius estdo sendo expressas, uma vez que as amplificacdes foram observadas no seu
genoma expresso (cDNA).

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformética, Euphorbiaceae, Transportadores de membrana
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ABSTRACT

Euphorbiaceae Juss stands out as one of the most economically important botanical species,
with an expressive diversity of types and a wide variety of habits, which allows a greater
capacity of adaptation as well as better techniques for water use. Euphorbiaceous species
represent important sources of genes with high biotechnological potential, especially those
involved in the processes of water abstraction that allows adaptation of plants to water
restriction conditions. Among stress responsive genes, there are the aquaporins - members of
the MIP (Major Instrinsic Protein) superfamily, which are channel proteins responsible for
transportation of water, gases, ions and other small solutes. Through the genomic databases of
cassava (Manihot esculenta) and castor bean (Ricinus communis), 79 aquaporins were
identified, where 43 were in the cassava and 36 in the castor bean. From phenotypic analyzes,
amino acid sequences were classified in the five subfamilies already described in higher
plants (24 PIPs, 22 TIPs, 16 NIPs, 7 SIPs and 9 XIPs). Sequences were characterized
according to the presence of domain and conserved residues, molecular weight, isoelectric
point, subcellular location and chromosomal distribution. Members of each of the five
subfamilies of each species were selected for comparative modeling. In possession of the
properly classified and characterized sequences, it was possible to obtain 16 primers of
indicators, as well as 15 other designed pairs based on the expressed sequences of cowpea (V.
unguiculata) that were used in the amplification of homologous sequences of the aquaporins
in Cnidoscolus quercifolius, a native species of the Caatinga, extremely tolerant to water
shortage. Out of 31 pairs of primers tested, 14 amplified 17 sequences. From these, seven
were confirmed (through the sequencing method and the Blastn online tool) with an average
similarity of 89% to aquaporins, which were classified based on homology sequence and on
the dendrograms generated in phenotypic analyzes. It was also detected PIP (3-member) and
TIP (4-member) subfamilies. Considering that the C. quercifolius has no biological data in
databases and the high conservation among aquaporins, in this study, it was possible not only
to obtain aquaporins from 3 different species of euphorbiaceae (M. esculenta, R. communis e
C. quercifolius), but also from two members of two different families: the cowpea (Fabaceae)
and the C. quercifolius (Euphorbiaceae), thus demonstrating the potential of transferability
between those important plant species. Although it was not possible to obtain complete
sequences of aquaporins in C. quercifolius (only partially), based on the achieved results, it
was possible to confirm that, in addition to being present in their genome, the aquaporins
from C. quercifolius are being expressed, as the amplifications were observed in their
genome-express (CDNA).

Keywords: Bioinformatics, Euphorbiaceae, Membrane Tranporters.
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1 INTRODUCAO

Os fatores de estresses abidticos atuam sobre as plantas causando diversos danos ao seu
desenvolvimento e produtividade, muitas vezes, comprometendo a sobrevivéncia, afetando
interacOes entre espécies e alterando processos ambientais (HELLMANN et al., 2008). O
déficit hidrico destaca-se como um dos principais fatores que limitam o crescimento vegetal,
ja que este estresse inviabiliza a realizacdo de atividades importantes, como a fotossintese e a
hidrélise de amido (NEPOMUCENO et al., 2001), interferindo, também, na disponibilidade
de nutrientes, aumento da salinidade do solo, favorecendo a ocorréncia de outros estresses
simultaneamente (ZHU, 2002; MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

Para conseguir sobreviver em situagdes de pouca disponibilidade de dgua, as plantas
desenvolveram mecanismos que lhes permitem ajustar o metabolismo de acordo com as
necessidades. Estes ajustes podem ocorrer por meio de alteracdes fisiologicas, bioquimicas,
morfolégicas ou moleculares (MCDOWELL et al., 2008; CLAEYS; INZE, 2013). Tais
mecanismos refletem a importancia do patrimonio genético da espécie, assim como o estigio
de desenvolvimento no qual a planta se encontra frente ao estresse (WANG et al., 2001;
WANG et al., 2003; BENKO-ISEPPON et al., 2011).

De forma geral, estresses abidticos induzem a ativacdo de genes de vias de sinalizacdo
celular (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; ZHU, 2002), muitos destes genes
codificam para proteinas diretamente envolvidas na tolerancia ao estresse (BENKO-ISEPPON
et al., 2011). Entre os produtos de genes responsivos ao estresse abiOtico em plantas,
destacam-se a familia das aquaporinas (SHINOZAKI et al., 2003; PARK; CAMPBELL,
2015; AFZAL et al., 2016). Igualmente conhecidas como proteinas canais, as aquaporinas
pertencem a uma superfamilia altamente conservada de Proteinas Intrinsecas de Membrana —
MIPs (Major Instrinsic Protein) (AGRE, 2004). Estdo presentes em todos os tecidos vegetais,
sendo reguladas espago-temporal, dependendo do estdgio de desenvolvimento e das condi¢des
ambientais, atuando na adaptacdo das plantas frente aos estresses como salinidade e déficit
hidrico (WALLACE et al.,, 2006; WUDICK; LUU; MAUREL, 2009; HEINEN;
CHAUMONT, 2009).

A vegetacdo da Caatinga € bastante varidvel, de constituicdo arbustiva-arbérea, com
predominancia de leguminosas, cacticeas e euforbidceas (GOLFARI; CASER, 1977,
DRUMMOND et al., 2000). A familia Euphorbiaceae Juss. possui 8.000 espécies descritas,
distribuidas em 317géneros (ENDRESS et al., 2013; BIJEKAR; GAYATRIM, 2014). No
Brasil, estima-se a ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros (BARROSO et al., 2002;


http://jxb.oxfordjournals.org/content/66/5/1477.full#ref-29
http://jxb.oxfordjournals.org/content/66/5/1477.full#ref-9
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SOUZA; LORENZI, 2008), dos quais, 240 sdo encontradas na regido Nordeste (LUCENA;
ALVES, 2010) e, em grande parte, na Caatinga, além de muitas espécies endémicas
(SATIRO; ROQUE, 2008; FORZZA et al., 2010).

Muitas espécies de euforbidceas apresentam importancia socioeconOmica para o
mundo, entre as quais se destacam a Manihot esculenta Crantz (CORREA et al., 2002) ¢ a.
Ricinus communis L. (OGUNNIYI, 2006). Para a regido Nordeste do Brasil, destaca-se a
Cnidoscolus quercifolius Pohl, espécie endémica da Caatinga (MELO; SALES, 2008;
PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012). Membros de euforbidceas apresentam alta capacidade
adaptativa a seca (MELO; SALES, 2008; QIU, 2010; RIVAROLA, 2011; JARVIS et al,,
2012), embora muitos mecanismos adaptativos permanecam ainda pouco elucidados. A
escassez de informacdes € ainda maior quando relacionada a espécies endémicas (SAMPAIO,
2010).

Desta forma, as espécies da Caatinga compdem uma importante fonte de genes com
alto potencial biotecnolégico, principalmente aqueles que participam direta e/ou
indiretamente dos mecanismos de adaptacdo das plantas frente as condi¢des de restricdo
hidrica. Neste contexto, estudos envolvendo o uso de tecnologias moleculares em larga escala,
aliados ao grande avanco nas plataformas de sequenciamento de alto rendimento, tém
permitido a descoberta de um grande niimero de genes em um curto espago de tempo (SEKI
et al., 2002). Por outro lado, estas informacdes, muitas vezes, sdo pouco exploradas, ou, ainda,
limitadas a organismo de interesse. Tao importante quanto a geragdo de dados bioldgicos € a
extrapolagdo destas informacoes.

Tendo em vista a correlagdo existente entre as aquaporinas vegetais com oOS
mecanismos de tolerancia a seca, este trabalho teve como objetivo isolar genes homodlogos de
aquaporinas em Cnidoscolus quercifolius, constituindo o primeiro relato dessa importante

familia gé€nica nessa espécie.


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#17

55

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Identificacio e caracterizacio de MeAQPs e RcAQPs

2.1.1 Selecao de sondas e busca por aquaporinas homoélogas em M. esculenta e R.

communis

A sele¢ao de sequéncias sondas para aquaporinas foi realizada por meio da busca por
palavras-chave especificas nos genomas de organismos de referéncia: Arabidopsis thaliana,
Zea mays, Populus trichocarpa, Gycine max e Lotus japonicus, sendo obtidas no
GeneBank/NCBI (National Center for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov).
Essas sequéncias foram utilizadas como sequéncias sondas (seed sequences) para a busca por
seus homoélogos nos genomas de Manihot esculenta e Ricinus communis, disponiveis no
Phytozome v12.0 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), utilizando a ferramenta

tBLASTn para o alinhamento local, utilizando o valor de E-value < 10” como ponto de corte.

2.1.2 Caracterizacao de sequéncias

As sequéncias candidatas, obtidas nos genomas das espécies de interesse como
aquaporinas, foram traduzidas para identificacio da melhor pauta aberta de leitura - ORF
(Open Reading Frame) com a ferramenta ORF-Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Em seguida, através da ferramenta Batch CD-
Search  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi), as sequéncias de
aminodcidos foram avaliadas de acordo com a presenca de assinaturas, dominios, motivos e
residuos conservados, bem como a integridade dessas regides.

A partir dos candidatos traduzidos em aminodcidos, foram realizados alinhamentos
multiplos com as sequéncias de M. esculenta e de R. communis, utilizando a ferramenta
Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), com visualiza¢do gerada por meio
do programa JalView (WATERHOUSE et al., 2009), a fim de se avaliar o grau de
conservagdo e identificar as posi¢des dos residuos conservados entre as sequéncias. As
sequéncias de aminodcidos também foram submetidas a uma eletroforese bidimensional (in
silico), via ferramenta web JVirGel (http://www.jvirgel.de/), para determinacdo das massas

moleculares e pontos isoelétricos das sequéncias protéicas candidatas (HILLER et al., 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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2.1.3 Alinhamento de sequéncias e analise fenética

O grau de similaridade entre as sequéncias, bem como a determina¢do da
nomenclatura para as supostas aquaporinas, nas diferentes subfamilias, foram determinados
tomando por base os dendrogramas construidos por meio do método de Neighbor-Joining,
com valores de bootstrap ao nivel de 1.000 replicagdes, utilizando o programa MEGA6
(TAMURA, 2013) para a geragdo dos dendogramas, com visualizacdo destes por meio do
software TreeView (PAGE, 1996).

A andlise fenética foi realizada a partir de sequéncias de aquaporinas de
monocotiledoneas e dicotiledoneas, juntamente com as aquaporinas identificadas em M.
esculenta e, posteriormente, com as de R. communis. As sequéncias ja identificadas de
Arabidopsis thaliana, Zea mays, Gycine max, Populus trichocarpa e Lotus japonicus foram
utilizadas na constru¢do dos dendrogramas, a fim de verificar a relacdo entre as diferentes
subfamilias de aquaporinas vegetais. A nomenclatura sugerida para as aquaporinas
encontradas no genoma da M. esculenta e da R. communis foi baseada na homologia de
sequéncias e nos dendogramas gerados nas andlises fenéticas, seguindo a regra de

nomenclatura j4 utilizada em outros organismos vegetais (JOHANSON et al., 2001).

2.1.4 Distribuicio cromossomica e localizacao subcelular

Utilizando a plataforma online do genome browser Phytozome, foram anotadas as
informacdes acerca da posi¢ao dos diferentes locus gé€nicos codificantes para aquaporinas
apenas dentro do genoma da M. esculenta, uma vez que, para o genoma da R. communis,
ainda ndo existe representacdo em cromossomos no Phytozome. Adicionalmente foi realizada
a predi¢do da localizagdo subcelular das sequéncias proteicas de aquaporinas, identificadas,
em ambas as espécies deste trabalho, por meio da ferramenta Cell-Ploc (CHOU; SHEN, 2008;
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/).

2.1.5 Modelagem comparativa

As sequéncias de aminodcidos preditas para aquaporinas em M. esculenta e R.
communis foram submetidas a uma modelagem comparativa, visando a determinacdo de sua
estrutura tercidria, representando a primeira modelagem para os membros desta familia de

transportadores nestas espécies. Como modelo para a modelagem tridimensional, foram
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utilizados os templates, 1h6i.1.A, 1j4n.1.A, 1rc2.2.A, 2b5f.1.C, 3cnS.1.A, 3ne2.1.A e
5132.1.A de aquaporina depositados no PDB (Protein Data Bank) e obtidos por métodos
experimentais, tais como a difracdo de raios-X. A modelagem foi realizada na plataforma
SWISS-MODEL Workspace (http://swissmodel.expasy.org/) (LASKOWSKI et al., 1993),
com as informacdes acerca da qualidade do modelo determinadas via ProSA
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), uma ferramenta online que compara os
padrdes de energia e estrutura do modelo com outras proteinas depositadas no banco de dados
do PDB (SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). A avaliacio de qualidade foi
determinada através da andlise do grafico de Ramachandran e QMEAN (BENKERT;
SCHWEDE; TOSATTO, 2009), que determinam a qualidade estereoquimica do modelo.

2.2 Obtencao e caracterizacio de aquaporinas em C.quercifolius — CqAQPs

2.2.1 Desenho de iniciadores

As sequéncias de aquaporinas identificadas em M. esculenta e R. communis foram
utilizadas para o desenho de iniciadores através da ferramenta Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), seguindo os seguintes parametros: tamanho (18 - 22 pb),
temperatura de anelamento (57° C -63°C) e conteido GC (40 % - 60 %) (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). Os pares de iniciadores foram desenhados com base em sequéncias de
PIP1, PIP2, TIP1, TIP2, TIP3, NIP1, NIP2 e XIPI, abrangendo as cinco subfamilias MIPs
presentes nestas espécies. Adicionalmente, iniciadores para c¢cDNA de aquaporinas,
desenhados com base em sequéncias de Vigna unguiculata, foram disponibilizados pela
equipe do Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal, da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, sendo incluidos nesta analise.

Para as amplificacdes das aquaporinas em C. quinidoscolus, foram utilizados 31 pares
de iniciadores (16 para DNA gendmico, desenhados com base nas sequéncias de R. communis
e M. esculenta, e 15 para cDNA, desenhados com base em sequéncias de V. unguiculata),
representantes das subfamilias PIP (10 pares), TIP (11 pares), NIP (6 pares), SIP (2 pares) e
XIP (2 pares).


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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2.2.2 Material vegetal

Folhas jovens de plantas adultas (média de 3 metros de altura) da espécie C.
quercifolius com espinho (Reg. 5938/ CSTR-UFCG) foram coletadas de um conjunto de
plantas do Centro de Saide e Tecnologia Rural da UFCG, Patos-PB, Brasil (07.03°29.3”S,
037.16°30.4” W e 275m de altitude) em junho de 2016. A coleta do material vegetal foi
realizada com base na integridade fisica da planta, evitando aquelas com desgastes causados
pelo ataque de animais e/ou patégenos em geral. O material foi armazenado em solucio
saturada de NaCl e CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) (20 g NaCl, 350 g e CTAB,
20g, por litro de solu¢do) (ROGSTAD, 1992) e mantidas a 4°C até a extracdo do DNA.

2.2.3 Extracao de DNA

A extracdo do DNA de folhas de C. quercifolius foi realizada utilizando o método
descrito por Weising et al. (2005), com algumas modificacdes. ApOs o processo de extracao, o
DNA foi tratado para elimina¢do de polissacarideos segundo protocolo de Michaels et al.
(1994). As reacdes de PCR foram conduzidas em uma solucao contendo: 20 ng de DNA, 2,5
uL de solug¢do tampao 1X, 1,5 uL de MgCl; (25 mM) e 0,2 uLL de Tag DNA polimerase (0,5
U/reagdo) 0,3 uL de dNTPs (10 mM), 0,75 uL de cada iniciador (F e R, 5 mM) num volume

final de 25 uL. com agua ultrapura estéril.

2.2.4 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para obtencdo de RNA total, utilizaram-se 150mg de tecido foliar macerado na
presenca de nitrogénio liquido. O processo de extracdo foi realizado mediante a utilizagdo do
kit comercial SV Total RNA Isolation System (Promega), seguindo as recomendacdes do
fabricante. O nivel de concentracdo das amostras foi verificado por meio da técnica de
fluorimetria (Qubit-Invitrogen), e a qualidade das mesmas foi avaliada através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 2,0%.

Para realizacao da sintese de cDNA, foram utilizadas amostras com 1ug do RNA total.
O processo foi realizado com o kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega), de acordo
com o protocolo do fabricante, sendo as amostras conduzidas em um termociclador
“TGradiente” (Biometra), com a seguinte programagao: 5 minutos a 70°C, 5 minutos a 4°C, 5

minutos a 25°C, uma hora a 42°C e 15 minutos a 70°C.
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2.2.5 Reacdao em Cadeia da Polimerase - PCR

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em termociclador “TGradiente” (Biometra).
O programa foi configurado para 4 min a 95°C (desnaturacao inicial), seguido de 40 ciclos de:
I min a 95°C (desnatura¢do), 1 min a temperatura de anelamento para cada par de iniciador e
I min a 72°C (extensdo), com uma extensdo final de 72°C por 5 min. Os produtos das
amplificacdes foram visualizados em eletroforese 2 %, em tampao TBE 1X (10 mM Tris-
borato, ]| mM EDTA, pH 8.0) a 120 V, usando como padriao de massa molecular DNA Ladder
de 100 pb (Ludwig Biotec). Em seguida, os produtos (amplicons) foram purificados através
do kit ’"GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, USA), de acordo com

protocolo do fabricante. A quantificacio foi realizada em fluorometro Qubit (Invitrogen).

2.2.6 Confirmacao das CgAQPs via sequenciamento genético

A reacdo de sequenciamento foi realizada com 20 ng de DNA ou 1 ng cDNA, 0,7 uLL
de Big-dye, versdo 3.1, 3,2 pmoles de iniciador, 150 pL de tampao de sequenciamento e
completado para 10 uL. com 4gua Milli-Q estéril. A reacdo de PCR de sequenciamento foi
realizada em equipamento ABI9700 (GeneAmp PCR SYSTEM Applied Biosystems). Ao
final desta etapa, a reacdo foi precipitada com 90 pL, uma solu¢do composta de 3uL de
acetado de potdssio a 3M, 62,5 uL etanol absoluto, 24,5 uL de H.O Milli-Q estéril em cada
tubo. ApoOs agitagdo suave por 15s, as placas foram incubadas em gelo por 20 min, sendo em
seguida centrifugadas por 30 min / 3.000g / 4°C. Descartado o sobrenadante, os precipitados
foram lavados em 100 pL de etanol 70 % gelado e centrifugados por mais 10 min, nas
mesmas condi¢des. Apds esse processo, a placa foi seca no escuro por 1 h. Em seguida, foram
adicionados 10 uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) em cada amostra, sendo a placa

submetida a eletroforese capilar no sequénciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems).

2.2.7 Obtencao e analise de bioinformatica das sequéncias CqAQP

As sequéncias de nucleotideos geradas no sequenciamento foram avaliadas quanto a
qualidade (Phred/Phrap >30), via ferramenta BioEdit 7.0 (HALL, 1999). As sequéncias
consenso foram obtidas no seu formato FASTA, para serem confrontadas com o banco de

dados (ndo redundante, nr) do NCBI (National Center for Biotechnology Information;
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www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast), utilizando a ferramenta BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990), a
fim de se realizar a anotagdo funcional das mesmas.

Apés a anotagdo, as sequéncias nucleotidicas foram traduzidas em todos os seis
quadros  abertos de leitura (ORFs), através da ferramenta  ORF-Finder
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). A presenca de dominio conservado foi avaliada via
ferramenta Batch CD-Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi). As
sequéncias de aminodcidos deduzidas das CqAQP foram alinhadas com AQPs de Arabidopsis
thaliana, usando o programa ClustalW (THOMPSON et al. 1994), gerando uma &4rvore
fenética, construida pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA, 2013), utilizando-se para isto, o
método de Neighbor-Joining (SAITOU, 1987), com bootstrap ao nivel de 1.000 replicacoes,
sendo os dados visualizados no TreeView (PAGE, 1996). A nomenclatura sugerida para as
aquaporinas de C. quercifolius foi baseada na homologia de sequéncias, seguindo a regra de

nomenclatura j4 utilizada em outros organismos vegetais (JOHANSON et al., 2001).

3 RESULTADOS

3.1 Busca e classificacao das MeMIPs e ReMIPs

Através da busca por meio de palavras-chave, foram identificadas 69 sequéncias de
aquaporinas (entre monocotiledoneas e dicotiledoneas), sendo: 35 em Arabidopsis thaliana,
16 em Zea mays, 12 em Gycine max, 5 em Populus trichocarpa e 1 em Lotus japonicus,
abrangendo todas a subfamilias e suas subdivisdes, as quais foram usadas como sondas para
busca das sequéncias de interesse, bem como para constru¢do de fenogramas, utilizados para
identificar e classificar as sequéncias analisadas.

No Phytozome v12.0, apds a realizacdo do tBlastn, utilizando as sequéncias sondas
contra o genoma de M. esculenta e R. communis, foi obtido um total de 82 sequéncias
candidatas a genes codificantes para aquaporinas, em M. esculenta e R. communis ,
respectivamente. Destas, somente 4 sequéncias foram descartadas (ndo apresentando os
critérios de qualidade pré-definidos, como e-value <107), resultando em 78 sequéncias, sendo
42 de M. esculenta e 36 de R. communis .

As relagdes fenéticas entre as aquaporinas de referéncia e as sequéncias encontradas
nos genomas das duas espécies de interesse, observadas através da drvore gerada pelo método
de Neighbor-Joining, permitiram agrupar as sequéncias de M. esculenta € R. communis nas

cinco subfamilias de aquaporinas (PIP, TIP, NIP e SIP, considerados grupos ortélogos, e XIP,
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um grupo de proteina intrinseca de membrana ainda ndo caracterizada), ja descritas para

outras espécies de vegetais superiores. Com base nesta andlise e na homologia entre as

sequéncias, foi sugerida a nomenclatura para as sequéncias de M. esculenta e R. communis,
de acordo com a nomenclatura padrao para MIPs (Figura 1) (CHAUMONT et al., 2001;
JOHANSON et al., 2001; DANIELSON; JOHANSON, 2008; BIENERT et al., 2011; LOPEZ

etal., 2012).

Figura 1. Anélise fenética de membros das familias de aquaporinas de M. esculenta (Fig. 7TA)
e de R. communis (Fig.7B), pelo método de Neighbor Joining (bootstrap ao nivel de 1.000

réplicas).
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Com base nos dendogramas, foi possivel classificar as 42 candidatas existentes no
genoma da M. esculenta em 14 PIP (dez PIP1 e quatro PIP2); 13 TIPs (seis TIP1, trés TIP2 e
quatro outras TIPs); oito NIPs (duas NIP1, duas NIP3 e quatro outras NIPS); trés SIPs e
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quatro XIPs (Fig. 1A). As 36 sequéncias de R. communis foram classificadas em dez PIPs
(cinco PIP1 e cinco PIP2); nove TIPs (quatro TIP1, duas TIP2 e trés outras TIPS); oito NIPs
(trés NIP4 e cinco outras NIPs); quatro SIPs e cinco XIPs (Fig. 1B), semelhante ao descrito
por Zou et al. (2015).

As MIPs de Manihot (MeMIPs) e Ricinus (RcMIPs) foram analisadas separadamente
por subfamilia e de forma comparativa as MIPs de Arabidopsis thaliana (AtMIPs), para

confirmacdo da divisd@o entre as cinco subfamilias e seus subgrupos (Figuras 2 e 3).

Figura 2. Andlise fenética das aquaporinas preditas em M. esculenta (MeMIPs) e de A.
thaliana (AtMIPs), por subfamilia, separadamente. (A) MePIPs e AtPIPs. (B) MeTIPs e
AtTIPs. (C) MeNIPs e AtNIPs. (D) MeSIPs e AtSIPs. (E) MeXIPs e LjXIPs. A escala de 0,05
refere-se a 5%, 0,02 a 2% e 0,1 a 10% de divergéncia entre as sequéncias.
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Figura 3. Anidlise fenética das aquaporinas preditas em R. communis (RcMIPs) e de A.
thaliana (AtMIPs), por subfamilia, separadamente. (A) RcPIPs e AtPIPs. (B) RcTIPs e
AtTIPs. (C) RcNIPs e AtNIPs. (D) RcSIPs e AtSIPs. (E) ReXIPs e LjXIPs.
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Os dados de MePIPs produziram um alinhamento de 311 posi¢des, onde 150 foram

varidveis, 116 parcimonio-informativos e 153 sitios foram conservados. O fenograma mostra

a divisdo de MePIPs em dois grupos distintos: MePIP1 e MePIP2, com quatro e dez

membros, respectivamente (Figura 2A).

De forma semelhante, as RcPIPs produziram um alinhamento de 311 posi¢des, onde

157 foram varidveis, 108 parcimonio-informativos e 150 sitios foram conservados entre os

diferentes membros de PIP, apresentando cinco RcPIP1 e cinco RcPIP2 (Figura 3A).
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As sequéncias MeTIPs produziram um alinhamento de 273 posi¢des, com 213 sitios
variaveis, 185 parcimoOnio-informativos e 58 conservados para todas as sequéncias (Figura
2B). Os grupos encontrados foram TIP1 (seis membros), TIP2 (trés membros), TIP3 (dois
membros), TIP4 (um membro) e TIPS (um membro). J4 as RcTIPs produziram um
alinhamento de 268 posi¢des, com 209 sitios varidveis, 184 parcimonio-informativos e 59
conservados para todas as sequéncias (Figura 3B). Os grupos encontrados foram TIP1 (quatro
membros), TIP2 (dois membros), TIP3, TIP4 e TIPS (com um membro cada).

Os dados de MeNIP resultaram em um alinhamento de 363 posi¢des, onde 304
representavam sitios variaveis, 241 sitios parcimonio-informativos e 32 sitios conservados. As
sequéncias pertencentes a MeNIPs foram agrupadas em seis subgrupos, distribuindo-se em
NIP1 (dois membros), NIP2 (um membro), NIP3 (dois membros), NIP4 (um membro), NIP6
(um membro) e NIP7 (um membro) (Figura 2C).

J& as sequéncias de RcNIP resultaram em um alinhamento de 426 posi¢des, onde 325
representavam sitios varidveis, 236 sitios parcimdnio-informativos e 36 sitios conservados nas
sequéncias analisadas, sendo estas agrupadas também em seis subgrupos, distribuindo-se em
NIP1 (um membro), NIP2 (um membro), NIP4 (trés membros), NIP5 (um membro), NIP6
(um membro) e NIP7 (um membro) (Figura 3C).

O alinhamento com MeSIPs apresentou 246 posi¢des, com 218 sitios varidveis, 27
conservados e 63 parcimdnio-informativos. As sequéncias pertencentes a MeSIPs foram
agrupadas em SIP1 (um membro) e SIP2 (dois membros) (Figura 2D). O alinhamento com
RcSIPs apresentou 252 posigdes, com 213 sitios variadveis, 34 conservados e 140 parcimOnio-
informativos. As sequéncias foram agrupadas em SIP1 (trés membros) e SIP2 (um membro)
(Figura 3D).

As sequéncias MeXIPs produziram um alinhamento de 322 posi¢oes, com 229 sitios
variaveis, 79 parcimonio-informativos e 77 conservados para todas as sequéncias analisadas.
Conforme a Figura 2E, as sequéncias pertencentes a MeXIPs foram agrupadas em XIP1 (um
membro), XIP2 (um membro) e XIP3 (dois membros), enquanto que as sequéncias RcXIPs
produziram um alinhamento de 346 posi¢cdes, com 231 sitios variaveis, 52 parcimOnio-
informativos e 80 conservados, permanecendo, estas, agrupadas em XIP1 (trés membros) e
XIP2 (um membro) (Figura 3E) (CHAUMONT et al., 2001; DANIELSON; JOHANSON,
2010).

A classificagdo realizada com base no dendograma confirma o agrupamento das

aquaporinas em PIP (com dois subgrupos); TIP (com cinco subgrupos); NIP (com sete
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subgrupos); SIP (com dois subgrupos) e XIP (com trés subgrupos), corroborando a

classificac@o proposta por Zou et al. (2015 a, b).

3.1.1 Caracterizacao e localizacao subcelular

As MeAQPs preditas mostraram um comprimento de 95 a 306 (média de 260)
aminodcidos, massa molecular de 11,69 a 32,52 (média de 28,11kDa), com valor de pl
variando de 4,55 a 10,18 (média de 7,50) (Tabela 1). A maioria (93%) das sequéncias
apresentou dominio MIP completo, com exce¢do das sequéncias MeNIP1.1, MeSIP1.1 e
MeSIP2.1, que se apresentam incompletas na regido N-terminal (Tabela 1).

Da mesma forma, para RcAQPs, foi observado um comprimento varidvel entre 198 a
367 (média de 268) aminoacidos, com massa molecular de 21,20 a 39,50 (média de 28,42
kDa) e com um pl bésico (4,29 a 11, 88) (média de 8,00) (Tabela 1). A maioria (86%) das
sequéncias apresentou dominio MIP completo, com excecdo das sequéncias RcPIP2.5,
RcSIP1.1, RcSIP1.2A e RcSIP2.1, que se apresentam incompletas na regido N-terminal e
RcXIPs 2.1 na regido C-terminal.

A andlise realizada com a ferramenta online Cell-Ploc mostrou que a maioria das
MeAQPs e RcAQPs apresentam-se localizadas na membrana plasmatica (MP). As excecdes
foram 4 MeAQPs (MePIP2.3, MeTIP1.3, MeTIP1.5, MeTIP1.6), de localizacdo vacuolar
(VC), e uma RcAQP (RcNIP2.1), localizada no cloroplasto (CP) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo de genes de AQPs em M. esculenta (43 sequéncias) e de R.
communis (36 sequéncias).

N ome’da (Phytozome) (JVirGel) (ORF) (CD-search) (CellPloc)
Proteina Locus ID E MM (KDa) pI (pblaa) Dominio Incomp. LSC
MePIP1.1  Manes.01G059600.1 4 30.59 8.06 8641287 MIP sf - MP
MePIP1.2 Manes.02G020100.1 4 25.97 5.50 8641287 MIP sf - MP
MePIP1.3  Manes.07G126600.1 4 29.93 6.58 8641287 MIP sf - MP
MePIP1.4 Manes.10G016600.1 4 30.55 7.18 6691222  MIP sf - MP
MePIP1.5 Manes.02G109200.1 4 29.52 9.18 8521283 MIP sf - MP
MePIP2.1 Manes.11G145300.1 4 25.14  6.19 7231240 MIP sf - MP
MePIP2.2 Manes.04G076500.1 4 32.03 8.37 8431280 MIP sf - MP
MePIP2.3  Manes.04G021200.1 4 32.52 8.09 8611286 MIP sf - VC
MePIP2.4 Manes.05G144100.1 4 26.09 8.10 8461281 MIP sf - MP
MePIP2.5 Manes.07G100500.1 4 25.65 4.74 8581285  MIP sf - MP
MePIP2.6  Manes.08G006800.1 4 30.79 8.46 8671288  MIP sf - MP
MePIP2.7 Manes.09G068800.1 4 3042  9.13 8671288  MIP sf - MP
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Nome’da (Phytozome) (JVirGel) (ORF) (CD-search) (CellPloc)
Proteina Locus ID E MM (KDa) pl (pblaa) Dominio Incomp. LSC
MePIP2.8 Manes.10G046200.1 4 25.83 494 8611286 MIP sf - MP
MePIP2.9 Manes.11G096600.1 4 30.70  7.18 8431280 MIP sf - MP
MeTIP1.1 Manes.04G030400.1 3 2596  6.15 7591252  MIP sf - MP
MeTIP1.2 Manes.07G111500.1 3 30.73 8.46 7591252  MIP sf - MP
MeTIP1.3 Manes.08G012800.1 2 30.39 8.87 7591252  MIP sf - VC
MeTIP1.4 Manes.09G062300.1 2 25.84  5.02 7591252 MIP sf - MP
MeTIP1.5 Manes.10G035000.1 2 30.04  8.60 7591252  MIP sf - VC
MeTIP1.6 Manes.11G134600.1 3 2526  5.63 7591252 MIP sf - VC
MeTIP2.1 Manes.01G081600.1 3 30.74  8.99 7531250 MIP sf - MP
MeTIP2.2 Manes.02G040800.1 3 27.31 6.88 7531250 MIP sf - MP
MeTIP2.3 Manes.11G036500.1 3 30.57 8.33 7471248 MIP sf - MP
MeTIP3.1 Manes.01G160000.1 3 29.76 8.95 7771258 MIP sf - MP
MeTIP3.2 Manes.02G118300.1 3 25.68  4.55 7771258 MIP sf - MP
MeTIP4.1 Manes.03G062300.1 3 31.82  6.31 7441247 MIP sf - MP
MeTIP5.1 Manes.14G036400.1 3 30.62 8.75 7591252  MIP sf - MP
MeNIP1.1 Manes.16G044000.1 4 25.41 4.86 6841227 MIP sf N MP
MeNIP1.2 Manes.17G061100.1 5 27.45  7.51 8581285 MIP sf - MP
MeNIP2.1 Manes.01G091200.1 5 25.78 6.14 8671288  MIP sf - MP
MeNIP3.1 Manes.12G133900.1 5 2592 598 8221273 MIP sf - MP
MeNIP3.2 Manes.13G093600.1 5 31.03 8.38 8251274 MIP sf - MP
MeNIP4.1 Manes.02G152300.1 5 30.52 8.70 8521283  MIP sf - MP
MeNIP5.1 Manes.01G001400.1 4 30.45 8.45 8971298 MIP sf - MP
MeNIP6.1 Manes.04G104100.1 5 30.39  9.60 9211306 MIP sf - MP
MeNIP7.1 Manes.03G183400.1 5 2426  9.66 9001299 MIP sf - MP
MeSIP1.1 Manes.09G144400.1 3 31.58  7.80 7201239 MIP sf N MP
MeSIP2.1  Manes.09G074000.1 2 29.31 6.58 4951164 MIP sf N MP
MeSPI2.2 Manes.09G074100.1 2 31.86 8.10 3181105 MIP sf - MP
MeXIP1.1 Manes.04G078900.1 2 28.87  4.73 8851294  MIP sf - MP
MeXIP2.1 Manes.11G089300.1 3 26.07 9.30 9151304 MIP sf - MP
MeXIP3.1 Manes.11G089200.1 3 18.11  10.18 9211306  MIP sf MP
MeXIP3.2 Manes.11G089100.1 1 11.69  9.71 288195  MIP sf - MP
RcPIP1.1 30190.m011229 4 30.66 8.17 8641287 MIP sf - MP
RcPIP1.2 29669.m000809 4 30.77  7.72 8671288 MIP sf - MP
RcPIP1.3 29669.m000808 4 30.68  7.79 8641287 MIP sf - MP
RcPIP1.4 29969.m000266 4 30.77  7.22 8671288 MIP sf - MP
RcPIP1.5 30174.m008614 4 30.71 8.72 8611286 MIP sf - MP
RcPIP2.1 28076.m000411 4 30.59  7.70 8641287 MIP sf - MP
RcPIP2.2 29869.m001194 4 29.71 8.96 8431280 MIP sf - MP
RcPIP2.3 30078.m002337 4 30.65 8.07 8671288 MIP sf - MP
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Nome’da (Phytozome) JVirGel) (ORF) (CD-search) (CellPloc)
Proteina Locus ID E MM (KDa) pI (pblaa) Dominio Incomp. LSC
RcPIP24  27516.m000174 4 3030 8.16 852283 MIPsf - MP
RcPIP2.S  28962.m000437 3 2120 885 5971198 MIPsf N MP
RCTIPI.I  29788.m000338 3 30.68 779 759252 MIPsf - MP
RCTIPI3  30078.m002254 2 3077  7.22 756251 MIPsf - MP
RCTIPI4  29589.m001261 3071 872 759252 MIPsf - MP
RCTIPLS  28180.m000392 3 3059  7.70 759252 MIPsf - MP
RCTIP2.1  30101.m000372 3 2971 896 612203 MIPsf - MP
RCTIP2.2  30146.m003542 3 30.65 807 747248 MIPsf - MP
RCTIP3.1  29681.m001366 3 3030 816 768255 MIPsf - MP
RCTIP4.1  29794.m003419 3 2120 885 744247 MIPsf - MP
RCTIPS.I  30147.m014231 3 2604 11.88 750252 MIPsf - MP
ReNIPI.I  30026.m001488 5  28.86 942 816271 MIPsf - MP
ReNIP2.1  27860.m000040 5 3149 9.00 894297 MIPsf - cp
RcNIP4.1  29908.m006033 5 3064 622 849282 MIPsf - MP
RcNIP42  28827.m000171 5 2639 830 759252 MIPsf - MP
RcNIP43  29816.m000676 8 3950  7.13 1104367 MIPsf - MP
RCNIPS.I  30068.m002640 4 3094 864 897298 MIPsf - MP
ReNIP6.1  29588.m000860 5  31.84 837 9271308 MIPsf - MP
ReNIP7.I  29844.m003330 5 3157 827 8971298 MIPsf - MP
ReSIPI.I  29950.m001177 3 2592 991 720239 MIPsf N MP
ReSIPI2A  30010.m000659 1 2562  10.02 720239 MIPsf N MP
ReSIPI2B  30010.m000658 1 2524 1031 705234 MIPsf - MP
ReSIP2.1  30045.m000487 3 2604 11.88 723240 MIPsf N MP
RcXIPI.I  28846.m000049 1 3080 7.71 8581285 MIPsf - MP
RcXIP12  28846.m000048 2 3255 699 912303 MIPsf - MP
ReXIPI.3  28929.m000055 2 3322  7.00 930309 MIPsf - MP
ReXIP2.1  28929.m000054 2 2249 7.63 627208 MIPsf  C MP
ReXIP3.1  28747.m000131 5 2567 571 729242 MIPsf - MP

st= superfamily; N= dominio incompleto na regido N-terminal; C=
regido C-terminal; MP= membrana plasmdtica; VC= vacuolo; CP=

dominio incompleto na
cloroplasto; E= éxons;

MM-= massa molecular; pl= ponto isoelétrico; pb= nucleotideos; aa= aminoacidos e LSC=
localizagdo subcelular .

3.1.2 Motivos e dominios conservados

As aquaporinas apresentam uma estrutura conservada dentro dos diferentes reinos

(AZAD et al., 2012), a seletividade do poro esta diretamente relacionada a presenca de

motivos e residuos conservados como os motivos NPA e os residuos da regido
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arginina/aromaética (ar/R), que tém se mostrado importantes na determinagdo da afinidade de
substrato e passagem destes através das membranas bioldgicas (MAUREL et al., 2008).

Por meio de alinhamentos multiplos gerados com o auxilio da ferramenta online
Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e visualizados no Jalview
(WATERHOUSE et al., 2009), foi possivel observar a presenca e integridade dos motivos
AEF e NPA (Figura 4), a integridade e posi¢do dos residuos de aminodcidos responsdveis
pela formacao do filtro seletivo (ar/R) das aquaporinas e as posi¢des de Froger’s, responsaveis

pela distin¢@o entre aquaporinas e aquagliceroporinas (Tabelas 2 e 3).

Figura 4. Alinhamento multiplo entre MePIPs e AtPIPs gerados com o auxilio da ferramenta

online Clustal Omega. Destaque para os motivos conservados AEF e NPA.
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Tabela 2. Sumario das principais regides e sitios conservados de aquaporinas em Manihot
esculenta.

Motivo Ar/R Forges's Position
Classificacio NPA (LB) NPA (LE) H2 HS5 LE1 LE2 P1 P2 P3 P4 P5
PIP  MePIPI.1 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP1.2 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP1.3 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP1.4 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP2.1 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP2.2 NPA NPA F H T R A S A F W
MePIP2.3 NPA NPA F H T R A S A F W
MePIP2.4 NPA NPA F H T R A S A F W
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Motivo Ar/R Forges's Position
Classificacio NPA (LB) NPA (LE) H2 H5 LE1 LE2 P1 P2 P3 P4 P5
MePIP2.5 NPA NPA F H T R G S A F W
MePIP2.6 NPA NPA F H T R G S F W
MePIP2.7 NPA NPA F H T R A S A F W
MePIP2.8 NPA NPA F H T R A S A F W
MePIP2.9 NPA NPA F H T R A S A F W
MePIP2.10 NPA NPA F H T R A S A F W
TIP MeTIP1.1 NPA NPA H I A A\ F S A Y W
MeTIP1.2 NPA NPA H I A \% F S A Y W
MeTIP1.3 NPA NPA H I A A% F S A Y W
MeTIP1.4 NPA NPA H I A A% L S A Y W
MeTIP1.5 NPA NPA H I A A\ F S A Y W
MeTIP1.6 NPA NPA H I A A\ F S A Y W
MeTIP2.1 NPA NPA H I G R F S A Y W
MeTIP2.2 NPA NPA H I G R L S A Y W
MeTIP2.3 NPA NPA H I G R A S A Y W
MeTIP3.1 NPA NPA H I A R L A A Y W
MeTIP3.2 NPA NPA H I A R L A A Y W
MeTIP4.1 NPA NPA H I A R Y A A Y W
MeTIP5.1 NPA NPA N V G C vV A A Y W
NIP  MeNIPI.1 NPA NPA W V A R L S A Y 1
MeNIP1.2 NPA NPA W VvV A R L S A Y 1
MeNIP2.1 NPA NPA G S G R VvV T A Y L
MeNIP3.1 NPA NPA w 1 A R vV S A Y V
MeNIP3.2 NPA NPA W M A R vV S A Y 1
MeNIP4.1 NPA NPA W A A R vV S A Y 1
MeNIP6.1 NPA NPV T I A R G T A Y L
MeNIP7.1 NPA NPA A V G R CcC S A Y 1
SIP MeSIP1.1 NPT NPA vV V P N E A A Y W
MeSIP2.1 * NPA F Q G S E V A Y W
MeSIP2.2 NPL NPA F Q G S L V A Y W
XIP  MeXIP1.1 SPV NPA vV 1 V R S C A F W
MeXIP2.1 NPV NPA 1 T V R A C A F W
MeXIP3.1 NPL NPA vV T A R A C A F W
MeXIP3.2 NPL NPA vV T A R A C A F W

LB= loop B; LE=loop E; H2= alfa-hélice 2; H5= alfa-hélice 5; P=posicao.
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Tabela 3. Sumdrio das principais regides e sitios conservados de aquaporinas em Ricinus
communis (RcAQP).

Motivo Ar/R Forges's Position

Classificacao NPA (LB) NPA (LE) H2 HS LE1 LE2 P1 P2 P3 P4 PS

PIP RcPIP1.1 NPA NPA F H T R E S A F W
RcPIP1.2 NPA NPA F H T R E S A F W
RcPIP1.3 NPA NPA F H T R E S A F W
RcPIP1.4 NPA NPA F H T R E S A F W
RcPIP1.5 NPA NPA F H T R Q S A F W
RcPIP2.1 NPA NPA F H T R Q S A F W
RcPIP2.2 NPA NPA F H T R M S A F W
RcPIP2.3 NPA NPA F H T R Q S A F W
RcPIP2.4 NPA NPA F H T R Q S A F W
RcPIP2.5 NPA NPA F H T R M S A P F

TIP RcTIP1.1 NPA NPA H I A \" T S A Y W
RcTIP1.3 NPA NPA H I A v T S A Y W
RcTIP1.4 NPA NPA H I A \" T S A Y W
RcTIP1.5 NPA NPA H I A v T S A Y W
RcTIP2.1 NPA NPA H I G R T S A Y W
RcTIP2.2 NPA NPA H I G R T S A Y W
RcTIP3.1 NPA NPA H I A R T A A Y W
RcTIP4.1 NPA NPA H I A R T S A Y W
RcTIPS.1 NPA NPA N VvV G C A A A Y W

NIP RcNIPI.1 NPA NPA W vV A R F S A Y 1
ReNIP2.1 NPA NPA G S G R L T A Y 1
RcNIP4.1 NPA NPA W A A R F S A F 1
RcNIP4.2 NPA NPA W vV A R VvV S A Y 1
RcNIP4.3 NPA NPA W vV A R F T A Y M
RcNIPS.1 NPS NPV A I G R F T A Y L
RcNIP6.1 NPS NPV T I A R F T A Y L
RcNIP7.1 NPA NPA A vV G R Y S A Y 1

SIP RcSIPI.1 NPT NPA v v P N E A A Y W
RcSIP1.2A NPA NPA A A P N Q V A Y W
RcSIP1.2B NPN NPA A A T N Q A A Y W
RcSIP 2.1 NPL NPA S H G S Q V A Y W

XIP RcXIPI.1 SPV NPA v v Vv R M C V F W
ReXIP1.2 SPT NPA \" vV V R M C A F W
RcXIP1.3 SPT NPA v v Vv R M C A F W
ReXIP2.1 SPV NPA \" vV V R M C A F W
RcXTIP3.1 NPV NPA I L A R M C A F W

LB= loop B; LE=loop E; H2= alfa-hélice 2; H5= alfa-hélice 5; P=posicao.
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3.1.3 Analise fenética e distribuicdo cromossomica

De posse das sequéncias renomeadas, as mesmas foram novamente alinhadas
juntamente com as sequéncias de Arabidopsis thaliana e Lotus japonicus, para a constru¢iao
do dendograma, a fim de verificar a relacdo fenética entre as diferentes subfamilias de
aquaporinas vegetais (Figura 5). A 4rvore criada pelo método Neighbor-Joining confirma a
classificacdo das aquaporinas presentes em M. esculenta e R. communis entre as cinco
subfamilias j4 descritas para vegetais superiores, apresentando candidatas da subfamilia XIP,

presentes apenas em algumas dicotiledoneas.

Figura 5. Relagdes fenéticas entre aquaporinas vegetais. Arvore construida pelo método de
Neighbour Joining, mostrando a comparacdo entre as sequéncias de supostas aquaporinas
presentes no genoma de M. esculenta e R. communis juntamente com aquaporinas de A.
thaliana e L. japonicus. As divisdes entre as subfamilias encontram-se indicadas pelas
diferentes cores.

MsPIP28
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O genoma de Manihot esculenta, disponivel no JBrowse do Phytozome, foi utilizado
para verificar a distribui¢do dos genes de aquaporinas ao longo dos 18 cromossomos presentes
na espécie (Figura 6). Foram identificados 43 locus, distribuidos em 15 cromossomos. O
cromossomo 11 apresenta o maior nimero de aquaporinas, onde estao a maioria das MeXIPs
(com excecdo apenas da MeXIP1.1). Nos demais cromossomos, as AQPs se distribuem
aleatoriamente: cromossomos 1,2,4 € 9 com 5 locus (Me(09-onde estao todos os genes SIP), o
7 e o0 10 com 3 locus, 0 3 e 0o 8com 2. A maioria dos cromossomos (5,12,13,14,16,17)
apresentam apenas um locus. Com base na representacio esquemadtica das estruturas génicas
de cada sequéncia, gerada a partir do JBrowse/Phytozome, foi possivel estimar o nimero de

éxons, 0s quais variavam entre 1 e 5.

Figura 6. Visualizacdo da disposi¢do dos genes de MeMIPs (M. esculenta) entre os 18
cromossomos de M. esculenta, de acordo com dados do Phytozome. Grafico gerado pelo
programa Circos.
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3.1.4 Modelagem comparativa

A modelagem foi realizada através do alinhamento das sequéncias de MeMIPS e
RcMIPS, de maneira comparativa a modelos conhecidos (estruturas determinadas
experimentalmente), o que permitiu visualizar a arquitetura geral destes transportadores de
membrana. De acordo com o nivel de similaridade e semelhancas estruturais, estes modelos
podem ser considerados tdo eficientes quanto os métodos de Difracio de Raios-X e
Ressonancia Magnética Nuclear.

Neste estudo, os modelos foram construidos a partir de modelos “templates” de
aquaporinas, disponiveis no Banco de Dados de Proteinas — PDB (Protein Data Bank), que
apresenta a melhor similaridade com as aquaporinas de M. esculenta € R. communis , além de
representar a unica aquaporina vegetal disponivel. Entre as MeMIPs e RcMIPs, foi
selecionado um representante de cada subfamilia para realizacio da modelagem
computacional, as quais apresentaram variacdes na similaridade ap6s o alinhamento contra o

modelo (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de similaridade entre os modelos utilizados para modelagem e os diferentes
membros de aquaporinas de M. esculenta e R. communis.

MeMIPs Similaridade (%) RcMIPs Similaridade (%)
MePIP 73,95% RcPIP 74,62%
MeTIP 38,29% RcTIP 60,48%
MeNIP 34,30% RcNIP 26,67%
MeSIP 21,52% RcSIP 20,98%
MeXIP 27,23% RcXIP 30,99%

Os modelos propostos para as aquaporinas de M esculenta e R. communis, gerados via
SWISS MODEL (Figura 7 - 11), apresentaram, para a maioria de seus membros, todas as
caracteristicas principais de aquaporinas, sendo: seis dominios transmembrana (H1-H6)
interligados por cinco loops (LA-LE), juntamente com os dois dominios alfa-hélice onde se
encontram os motivos conservados NPA, que interagem internamente, formando o poro

seletivo (GOMES et al., 2009).
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Figura 7. Moglelos tridimensionais das (A) MeP1P§ e (B) RcPIPS, obtidas via modelagem
comparativa. A esquerda, imagem frontal do poro. A direita, imagem lateral da proteina com
destaque para os motivos NPA.

A
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Figura 8. Modelos tridimensionais das (A) MeTIPs e (B) RcTIPS, obtidas via modelagem
comparativa. A esquerda, imagem frontal do poro. A direita, imagem lateral da proteina com
destaque para os motivos NPA.
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Figura 9. Moglelos tridimensionais das (A) MeNIP§ e (B) RcNIPS, obtidas via modelagem
comparativa. A esquerda, imagem frontal do poro. A direita, imagem lateral da proteina com
destaque para os motivos NPA.
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ReNIP
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Figura 10. quelos tridimensionais das (A) MeSIBs e (B) RcSIPS, obtidas via modelagem
comparativa. A esquerda, imagem frontal do poro. A direita, imagem lateral da proteina com
destaque para os motivos NPA.
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Figura 11. Modelos tridimensionais das (A) MeXIPs e (B) RcXIPS, obtidas via modelagem
comparativa. A esquerda, imagem frontal do poro. A direita, imagem lateral da proteina com
destaque para os motivos NPA.

N-P-A

N-P-#&

ReXIP

A andlise de confiabilidade dos modelos gerados para as aquaporinas da M. esculenta
e R. communis foi realizada via ProSA (SIPPL, 1993; WIEDRSTEIN; SIPPL, 2007) (Figuras
12 -16) e Ramachandran Plot (BENKERT et al., 2009), que apresentaram valores dentro dos
padrdes de confiabilidade (Tabela 5) (Figuras 17 -26).

Para confirmacdo da qualidade do modelo, a plotagem no grafico do Z-score da
estrutura protéica depositada no PDB deve estar situada dentro da drea azul (clara ou escura),
a qual reflete o método de identificacdo. Todas as aquaporinas avaliadas situam-se dentro da

area referida a padrdes de qualidade desejada.
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Tabela 5. Valores de qualidade e energia para os modelos estruturais de aquaporinas de M.
esculenta e R. communis obtidos via plataforma SWISS-MODEL. (Valores mais proximos a
um representam modelos com maior qualidade).

SWISS-MODEL ProSA Ramachandran

MIPs QMEAN Z-score RMF RPA RGP RNP

MePIP -5,39 -5,1 86,80% 8,10% 5,10% 0,00%
MeTIP -7,29 -2,95 84,50% 11,00% 4,60% 0,00%
MeNIP -6,13 -2,88 91,30% 5,30% 3,40% 0,00%
MeSIP -6,92 -2,71 85,90% 10,10% 4,00% 0,00%
MeXIP -7,13 -3,71 89,70% 7,30% 3,00% 0,00%
RcPIP -5,39 -5,41 87,710% 7,710% 4,70% 0,00%
RcTIP -2,28 -4,56 98,75% 0,90% 0,40% 0,00%
RcNIP -3,79 -3,07 94,10% 4,50% 1,40% 0,00%
RcSIP -6,13 -4,04 93,00% 5,70% 1,30% 0,00%
ReXIP -5,79 -3,13 91,70% 5,60% 2,80% 0,00%

RMF: Regido Mais Favordvel; RPA: Regido Permitida Adicional; RGP: Regido
Generosamente Permitida; RNP: Regido Nao Permitida.

Figura 12. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados para MePIP e RcPIP,
comparativamente aos modelos de cristalografia de raios-x (em azul-claro) e ressonancia
magnética (em azul-escuro) depositados no PDB.
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Figura 13. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados para MeTIP e RcTIP,
comparativamente aos modelos de cristalografia de raios-x (em azul-claro) e ressonancia

magnética (em azul-escuro) depositados no PDB.
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Figura 14. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados para MeNIP e RcNIP,
comparativamente aos modelos de cristalografia de raios-x (em azul-claro) e ressonincia

magnética (em azul-escuro) depositados no PDB.
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Figura 15. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados para MeSIP e RcSIP,
comparativamente aos modelos de cristalografia de raios-x (em azul-claro) e ressonancia
magnética (em azul-escuro) depositados no PDB.
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Figura 16. Gréficos representativos do Z-score dos modelos gerados para MeXIP e RcXIP,
comparativamente aos modelos de cristalografia de raios-x (em azul-claro) e ressonancia
magnética (em azul-escuro) depositados no PDB.

MeXIP
¥ Raibo X “Raio X
L___LL L —c VT
g
1‘ &
I I 4
. ¥ |
. : - e
-1% %
=15
-0 = -
0 00 [ [ BG 1600 70
o 704 an (L] Bod 10400
Ndmero de residuos MNumero de residuas



82

Figura 17. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para MePIP via Ramachandran Plot.‘
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Figura 19. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para MeNIP via Ramachandran Plot.
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Figura 20. Andlise de confiabilidade do modelo gerado para MeSIP via Ramachandran Plot.
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Figura 21. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para MeXIP via Ramachandran Plot.

Figura 22. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para RcPIP via Ramachandran Plot.
RcPIP

k.

Yo




85

Figura 23. Andlise de confiabilidade do modelo gerado para RcTIP via Ramachandran Plot.
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Figura 247. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para RcNIP via Ramachandran Plot.
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Figura 25. Andlise de confiabilidade do modelo gerado para RcPIP via Ramachandran Plot.
ReSIP
-

Figura 26. Anélise de confiabilidade do modelo gerado para RcXIP via Ramachandran Plot.
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3.2 Transferabilidade de iniciadores em C. quercifolius

Dos 31 pares de iniciadores testados em C. quercifolius, 14 apresentaram resultados de
amplificacdo préximos aos tamanhos esperados, abrangendo quatro das cinco subfamilias de
aquaporinas descritas para organismos vegetais. Os iniciadores apresentaram temperaturas de
anelamento entre 54° a 58°C. Os iniciadores que apresentaram resultado de amplificagdo em

C. quinidoscolus sao listados na Tabela 6.

Tabela 6. Lista de iniciadores que apresentaram resultados de amplificagdo no processo de
transferabilidade entre M. esculente, R. communis e V. unguiculata em C. quercifolius.

Amostra Iniciadores Tipo | TA*| TAO™

5'-TCACCCATCAATCACTCGCT-3'

1 MePIP2.2 5 TTCTTGTTGGCGGGGATTTC-3'

DNA 55° 1500 bp

5-TTCAGGCTCATGGATTTGTCG-3'

2 MeXIP1.1 5'-CTTCCCATCCTATCCCTTGGT-3'

DNA 56° 450 bp

5'-GCAAGAATGGCGAGGATAGC-3'

3 MeTIP22 5" TGAGACGCAAAACCAAGCAA-3'

DNA 56° 400 bp

5-TGAGTGATCGATGTGCAGTTG-3'

4  MeNIPLI 5-GACGTGCTCTGCTCTTGATG-3'

DNA 58° 1600 bp

5-ATCCTTCACCTACGCTCTCC-3'

5 ReTIP1.1 5-AGATAAATCCAGCCAGCCCA-3'

DNA 58° 1100 bp

5-CCCTCAGAGCTTACTTCATGGT-3'

6  VuPIPL3 5'-AAGCGATTCCTTGAATACCAAC-3'

cDNA 54° 200 bp

5'-CGCTAGAGACTCACACGTTCCT-3'

7 VuPIPl4 5-GCCAAGGTCTTTGTTGAAGATG-3'

cDNA 54° 180 bp

5'-AAGGACTACCATGACCCTCCTC-3'

8  VuPIP2l 5-CTGGCTCTTGTAACCAATGACA-3'

cDNA 54° 200 bp

5'-ATAAGGGCGTTGTTGTACATGG-3'

9 VuPIP24 5-TAATCTCAGCACCCAAAGCAGT-3'

cDNA 54° 200 bp

5-GTTAGCTGGACCTGGGACAAC-3'

10 VuTIP11 5. AGTAGTCAGTGGTTGGGAGCTG-3

cDNA 54° 180 bp

5-TTTAGCAGCAGGACCATTCTCT-3'

1 VuTIP2.1 5'-CACATTGCCATAGATGAGACCA-3'

cDNA 58° 200 bp

5-TCCGACTCCTTTGTCTCTGTTC-3'

12 VuNIPL1 5-CAAACAATTGCTATCCCAGGAA-3'

cDNA 54° 100 bp

5'-CTCGTGATGCTCTTTCAGGACT-3'

13 VuNIP7.1 5'-GCAAGCTTTGACACTCTGCTCT-3'

cDNA 54° 100 bp

5'-CGCTTCAACAGAGGTAGCACTT-3'

14 VuSIP2.1 5-AAACTGTGGTTGAAGGGTTGAA-3'

AmAmATMAMATMATATMTATMATATMTATNMATATAT

cDNA 54° 100 bp

TA= temperatura de anelamento; TAO=Tamanho do amplicom obtido

Este resultado mostra que iniciadores para aquaporinas podem ser transferiveis entre
membros de diferentes espécies, mesmo quando se trata de espécies filogeneticamente
distantes. A taxa média de transferéncia de iniciadores para aquaporinas (razdo entre o

numero de iniciadores amplificdveis e o nimero total de iniciadores testados) foi de 45,16%, a
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taxa de transferéncia (relacdo entre o niimero de isoformas identificadas e o niimero total de
iniciadores) foi de 54,82%.

A maioria dos iniciadores obteve como resultado de amplificacdo um Unico fragmento,
porém alguns deles apresentaram bandas multiplas, as quais foram recortadas separadamente

para realizacdo da purificacao (Figura 27).

Figura 27. Resultado de testes de amplificacio em DNA de C. guercifolius. (A) Utilizando
iniciadores para aquaporinas desenhados com base em sequéncias gendomicas de M. esculenta
(Me) e R. communis (Rc), (B) Utilizando iniciadores para aquaporinas desenhados com base
em sequéncias expressas de V. unguiculata . Usando como padrdo de massa molecular DNA
Ladder de 100 pb.
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Das 17 sequéncias candidatas obtidas através do processo de transferabilidade de
iniciadores e submetidas ao sequenciamento, sete foram confirmadas como aquaporinas, por
meio de alinhamentos simples realizados com o auxilio da ferramenta Blastn. Todas as
sequéncias confirmadas como aquaporinas foram provenientes das reacdes realizadas com
iniciadores desenhados com base em sequéncias expressas de V. unguiculata.

Apesar de se tratar de uma espécie de outra familia, os iniciadores de V. unguiculata
apresentaram melhor resultado de amplificacdo em relacdo aos iniciadores desenhados com
base em sequéncias de R. communis e M. esculenta (espécies pertencentes a familia
euforbiacia, a mesma que C. quercifolius). O resultado do alinhamento mostra que as
aquaporinas de C. guercifolius apresentam alta similaridade com espécies de outras familias,

confirmando o elevado nivel de conservagado existente entres estas proteinas (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado de alinhamento simples realizado contra bando de dados ndo redundantes
utilizando como query sequéncias de C. quercifolius.

BLASTn
Iniciador T  Organismo Familia Descricao Classif E-value Ident
Vigna angularis Fabaceae Provavel aquaporina PIP 9,00E-23  84%
Proteina intrinseca
VuPIP1.4R 188 Phaseolus vulgaris Fabaceae da membrana PIP1.3 4,00E-21 83%
plasmatica
Glycine max Fabaceae Provével aquaporina PIP1.2  3,00E-17 79%
Phaseolus vulgaris Fabaceae Proteina intrinseca TIP 7,00E-19 87%
do tonoplasto
VuTIP1.1 . . Aquaporina
F 104  Vigna angularis Fabaceae Tipo - TIP TIP 3,00E-17 86%
Vigna radiata Fabaceae Proteina intrinseca yp) 1 5 g0p 15 859
do tonoplasto
VUTIPLI Musa acuminata subsp Musaceae Provavel aquaporina TIP1.2  1,00E-06 100%
u . ) -
R N0 Hevea brasitiensis Euphorbiaceae L roteind Intrinseca rp 1y g5 06 979,
do tonoplasto
Solanum tuberosum Solanaceae Aquaporina TIP1.3  7,00E-04 92%
Hevea brasiliensis Euphorbiaceae aquaporina PIP1.1  9,00E-33 92%
Populus tremula Proteina intrinseca
VuPIP1.3 PULS trmit Salicaceae da membrana PIP1.3  4,00E-21 90%
122 Populus alba .
F plasmatica
Proteina intrinseca
Populus trichocarpa Salicaceae da membrana PIP 4,00E-21  90%
plasmatica
VuTIP2.1 Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Lroteinad ntrinseca prp3 5 555 59 gjg,
P 119 do tonoplasto
Malus prunifolia Rosaceae Aquaporina TIP2.1  6,00E-25 89%
Vernicia fordii Euphorbiaceae Aquaporina * 9,00E-23  93%
VuTIP2.1 Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Lroteind intrinseca prp3 5 g5p 30 9jg
R 122 do tonoplasto
Populus euphratica Salicaceae Aquaporina TIP2.1 2,00E-30 91%
Ricinus communis Euphorbiaceae Aquaporina TIP2.1  6,00E-30 90%
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Continuagdo da Tabela 7

Proteina intrinseca

Vuglll;z 1 153 Hevea brasiliensis Euphorbiaceae do tonoplasto TIP3 2,00E-45 91%
i Ricinus communis Euphorbiaceae Aquaporina TIP2.1 3,00E-38 88%
Populus euphratica Salicaceae Aquaporina TIP2.1 2,00E-39 87%

T=tamanho do produto

Ap6s a confirmacdo das sequéncias como aquaporinas, as MIPs de C. quercifolius
(CgMIPs) foram alinhadas juntamente com sequéncias bem caracterizadas de Arabidopsis
thaliana, para classificacdo das mesmas entre as cinco subfamilias descritas para organismos
vegetais. As sete sequéncias de CqMIPs se distribuiram apenas entre as subfamilias PIP e
TIP, confirmando novamente o resultado obtido no Blastn.

O alinhamento realizado com o auxilio da ferramenta ClustalW, bem como o
fenograma construido pelo método de Neighbor-Joining, permitiram avaliar o grau de
similaridade entre as sequéncias de aquaporinas de A. thaliana e C. quercifolius. O resultado
obtido através da analise frenética possibilitou inferir nomenclatura para as aquaporinas de C.
quercifolius, tendo como base a homologia entre as sequéncias. As sete CqMIPs se distribuem
entre as subfamilias PIP e TIP da seguinte forma: PIP1 (tr€s membros), TIP1 (um membro),

TIP2 (um membro), TIP4 (um membro) e TIPS (um membro) (Figura 28).

Figura 28. Dendrograma de membros das familias de aquaporinas de C. quercifolius
juntamente com A. thaliana pelo método de Neighbor Joining (bootstrap ao nivel de 1.000
réplicas).
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As sequéncias proteicas obtidas via ORF-Finder foram analisadas através da
ferramenta Batch CD-Search, para avaliar a presenca de dominio conservado. Apesar de se
tratar de sequéncias curtas, todas apresentaram regides parciais de dominio MIP (incompletos
em uma das extremidades), confirmando o resultado obtido na busca por ortélogos realizada

via Blastn (Tabela 8).

Tabela 8. Identificacdo e descricdo de dominio conservado em aquaporias de C. guercifolius.

ORF CD-SearchiBlastx

Sequéncia bplaa Dominio DN Descricao E-value
CqPIP1.1  186l61 C MIP st  Membros da superfamilia MIP  6e-12
CqTIP1.1 102133 N MIP sf  Membros da superfamilia MIP 2.50e-13
CqPIP1.2 120139 N MIP sf  Membros da superfamilia MIP ~ 6e-15
CqTIP5.1 117138 N MIP sf  Membros da superfamilia MIP 5.09e-12
CqPIP1.3 120139 C MIP sf  Membros da superfamilia MIP  6e-17
CqTIP2.1 15049 N MIP sf  Membros da superfamilia MIP  44e-24
CqTIP4.1 153140 N MIP sf  Membros da superfamilia MIP 2.79e-19

DN= Domain name; N= dominio incompleto na extremidade N-terminal; C= dominio
incompleto na extremidade C-terminal; sf= superfamilia; pb=pares e bases; aa= aminodcidos.

4 DISCUSSAO

4.1 Identificacao e classificacao de MeAQPs e RcAQPs

O numero elevado de genes descrito nesse estudo é semelhante ao observado em
outras espécies vegetais, tal como Oryza sativa, com 34 membros (SAKURALI et al., 2005),
36 de Zea mays (CHAUMONT et al., 2001), Phaseolus vulgaris, com 41 membros (ARIANI;
GEPTS, 2015), e outras espécies da familia Euphobiaceae, como Jatropha curcas, com 32
membros (ZOU et al., 2016) e Hevea brasiliensis, com 51 membros (ZOU et al., 2015). Esta
diversidade de isoformas existente em organismos vegetais estd relacionada a variedade de
funcdes que estes transportadores desempenham, bem como as diferentes seletividades e
afinidades por solutos (LIU et al., 2009).

O ndmero de AQPs de R. communis identificado nesse estudo foi semelhante ao
descrito por Zou et al. (2015). Em comparacdo as AQPs em euforbidceas, R. communis
apresentou nimero de genes aproximado ao encontrado em Jatropha curcas (32 AQPs) (ZOU
et al., 2016), além de outros genomas de referéncia, a exemplo de Arabidopsis thaliana (35

AQPs) (JOHANSON et al., 2001), Zea mays (36 AQps) (CHAUMONT et al., 2001) e Orysa
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sativa (33 AQPs) (SAKURAI et al., 2005). Os resultados sdo ainda mais interessantes quando
comparamos as 42 AQPs de M. esculenta aqui identificadas, cujo nimero foi préximo-
superior as 41 AQPs descritas em Symphytum tuberosum (VENKATESH et al., 2013) e
Phaseolus vulgaris (ARIANI; GEPTS, 2015), e as 40 AQPs em Cicer arietinum (DEOKAR;
TAR’AN, 2016).

Ambas as espécies apresentaram numero de genes inferior a Hevea brasiliensis, com
51 AQPs (ZOU et al. 2015), bem como a espécies de outras familias, como Musa acuminate
(51) (DESHMUKH et al., 2015), Populus trichocarpa (55) (GUPTA;
SANKARARAMAKRISHNAN, 2009), Brassica oleracea (67) (DESHMUKH et al., 2015) e
Glycine max (72) (DESHMUKH et al., 2013).

O numero de genes preditos em Hevea brasiliensis € duas vezes maior do que em R.
communis (CHAN et al., 2010; RAHMAN et al., 2013; WU et al., 2015 ), uma vez que a R.
communis ndo foi submetida a nenhum evento recente de duplicacdo de genoma completo
(WGD), apresentando nimero de genes mais proximo da Jatropha curcas, o qual também nao
foi submetido a nenhum processo de WGD (CHAN et al., 2010; WU et al., 2015). Os 51
genes encontrados na seringueira (ZOU et al., 2015a) sdo compardveis aos 55 em &dlamo
(GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009), uma espécie de darvore da familia
Salicaceae que sofreu recente duplicagdo de genoma (TUSKAN et al., 2006).

A poliploidia resultante da duplicacdo do genoma € muito comum em plantas,
refletindo sua extensa redundancia genética. No caso da Glycine max, 75% de seus genes t€m
mais de uma cOpia como resultado de dois eventos de duplicacdo do genoma (13 e 59 milhdes
de anos atrds) (ROULIN et al., 2013). Em Populus trichocarpa, apenas seis dos 55 genes das
aquaporina encontrados no genoma estdo presentes como uma utnica cépia (COHEN et al.,
2013).

A realizacdo da identificacdo de aquaporinas baseada em homologia de sequéncias em
espécies que apresentam genoma sequenciado € vidvel devido ao alto nivel de conservagdo
destas proteinas entre espécies de plantas, apresentando elevada similaridade entre sequéncias
pertencentes a outras espécies, o que ja foi demonstrado em trabalhos anteriores como
CHAUMONT et al. (2001), DESHMUKH et al. (2016) e ZOU et al. (2016).

A diversificacdo precoce das MIPs resultou em um grande nimero de subfamilias
ainda em plantas terrestres primitivas, sendo que, durante a evolucdo, algumas plantas
superiores foram perdendo duas destas subfamilias (HIP e GIP), enquanto as subfamilias
restantes se expandiram e, em alguns casos, diversificaram-se, resultando na formacao de

grupos mais especializados dentro destas subfamilias (DANIELSON; JOHANSON, 2008).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#17
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pbi.12086/full#pbi12086-bib-0007
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No caso das monocotileddneas, a subfamilia XIP também se encontra ausente em todo
o grupo, assim como nas Brassicaceae (DESHMUKH et al., 2015; DESHMUKH et al.,
2016). Com base nisso, DESHMUKH et al. (2016) sugerem que, para a realiza¢do da anélise
de busca por homologia, é importante ampliar o nimero de sequéncias sondas para o maior
nimero de espécies possiveis (mono e dicotiledoneas), favorecendo, assim, a chance de obter

o maior ndmero de subfamilias e subgrupos de AQPs.

4.1.1 Analise comparativa e fenética das subfamilias de MeAQPs e RcAQPs

De acordo com os fenogramas apresentados (Figuras 2A e 3A), as sequéncias MePIPs
foram divididas em dois grupos distintos: MePIP1 e MePIP2, semelhante a classificagdo
realizada com sequéncias de AQPs de outras espécies, a exemplo do feijdo-caupi, que
apresenta quatro PIP1 e nove PIP2, confirmando as PIPs como a subfamilia com maior
numero de membros entre as AQPs (JOHANSON et al., 2001; BEZERRA-NETO, 2012)

Os resultados de ambos os alinhamentos demonstram baixos niveis de divergéncia
entre as sequéncias de PIPs. Estudos realizados com o musgo Physcomitrella patens (bridfita)
sugerem que esses grupos devem ter se formado no inicio da evolucdo das plantas terrestres e
sao de fundamental importancia na fisiologia da planta (DANIELSON; JOHANSON, 2008).

A andlise fenética (Figuras 2B e 3B), realizada com as sequéncias de MeTIPS e
RcTIPS, confirma a divisdo proposta para subfamilia em cinco subgrupos. Acredita-se que as
TIPs em plantas superiores evoluiram com um maior nimero de subgrupos em relagdo as
PIPs devido as exigéncias funcionais especiais de diferentes vaciolos (JOHANSON et al.,
2001; DANIELSON; JOHANSON, 2008, 2010).

Para a subfamilia NIP, ambas as espécies apresentam classificacdo diferente da
proposta para Arabidopsis, que comporta sete subgrupos, enquanto M. esculenta e R.
communis apresentam apenas seis subgrupos. M. esculenta ndao apresenta membros do
subgrupo NIP5 e R. communis do NIP3 (QUIGLEY et al., 2001; JOHANSON et al., 2001).

O resultado obtido nos alinhamentos realizados com as sequéncias da subfamilia SIPs
sugerem que esta € a mais divergente entre as cinco subfamilias descritas em vegetais
superiores, corroborando resultados obtidos em estudos anteriores (CHAUMONT et al., 2001;
DANIELSON; JOHANSON, 2010; BEZERRA NETO, 2012).

AS XIPs presentes no genoma de Manihot e Ricinus apresentaram-se distribuidas em
trés grupos, semelhante a classificacdo proposta para as XIPs de Populus (que é suportado

pela semelhanca entre as sequéncias e as modificacdes existentes no filtro de ar / R) e
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diferentemente da maioria das espécies que possuem apenas XIP1 e XIP2 (LOPEZ et al.,
2012)

Os dados gerados a partir das tecnologias de sequenciamento tornam possivel nio
apenas a identificacdo e classificacdo de sequéncias de fundamental importancia para o
desenvolvimento dos organismos (BURGESS, 2016; CHEN et al, 2016), como possibilita,
também, integrar informacdes por meio de caracterizagdo in silico para uma melhor

compreensdo das funcdes génicas (SONAH et al., 2016; SONG et al., 2016).

4.1.2 Caracterizacao de sequéncias de MeAQPs e RcAQps

A caracterizagdo molecular de AQPs permite destacar vérios aspectos importantes
para compreensdo da estrutura e funcionalidade destas proteinas, ressaltando informacdes
como distribuicdo, organizacdo genética, evolucdo e caracteristicas conservadas
(DESHMUKH et al., 2016)

Os valores médios de massa molecular e ponto isoelétrico encontrados para MeMIPs e
RcMIPs sao semelhantes aos valores propostos para AQPs de outras Euphorbiaceae, como
Jatropha curcas (ZOU et al., 2016 a) e Hevea brasiliensis (ZOU et al., 2016 b), como do
proprio Ricinus communis, proposto por Zou et al. (2015), como também para Sorghum
bicolor (REDDY et al., 2015) e Musa acuminata (HEMMATI, 2016).

As AQPs das plantas mostraram ter propriedades bioquimicas diferentes associadas as

caracteristicas da fungcdo (JOHANSON; GUSTAVSSON, 2002; HOVE; BHAVE, 2011).

4.1.3 Motivos e dominios conservados

O motivo AEF € uma regido conservada presente apenas em PIP, TIP, NIP.
Localizado na extremidade N-terminal, aproximadamente entre 50 e 60 aminodcidos antes do
motivo NPA presente no loop B. A subfamilia PIP apresenta a menor variacdo de
aminodcidos nessa regido. Apesar de se tratar de um motivo conservado, até o momento, ndo
foi identificada a funcdo desempenhada por este (ZARDOYA; VILLALBA, 2001).

Esses peptideos apresentam dois motivos NPA (asparagina-prolina-alanina)
localizados nos loops B e E, os quais sdo responsaveis pela formacdo da constri¢do central do
poro (CHAUMONT et al., 2005; KRUSE; UEHLEIN; KALDENHOFF, 2006). Outra regido
responsavel pela seletividade das aquaporinas € a regido arginina/aromadtica (ar/R), formada

por quatro residuos de aminodcidos (R1-R4), que estdo diretamente relacionados a
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seletividade do substrato transportado (BIENERT et al., 2008; LUDEWIG; DYNOWSKI,
2009).

Os motivos NPA e os residuos ar / R sdo bastante conservados em PIPs, sugerindo que
todas estas, independente de subgrupo, apresentam especificidade semelhante para substratos
(DANIELSON; JOHANSON, 2008). As PIPs possuem, na posicdo HS5 da regidao ar/R, um
residuo de histidina (H), que proporciona uma alta especificidade no transporte de 4gua,
entretanto o subgrupo PIP2 apresenta maior eficiéncia de transporte em relacdo a
PIPI(CHAUMONT et al., 2000; WALLACE; ROBERTS, 2004; FORREST; BHAVE, 2007;
MAUREL et al., 2008). Essa diferenca na eficiéncia de transporte levanta a hipdtese de que,
mesmo sendo a regido ar/R a principal determinante da afinidade de transporte, devem existir
outras regides relacionadas ao controle do transporte nestas aquaporinas.

As TIPs apresentam motivos NPAs bem conservados, com alteracdes apenas nos
residuos da regido ar/R presentes no LE1 e LE2, que possivelmente estdo relacionados aos
substratos os quais essas proteinas tém a capacidade de transportar. As sequéncias de SIPs
apresentam extremidade N-terminal curta e modificagdes no motivo NPA, localizado no loop
B, o que confere uma maior abertura no poro, gerando uma alta especificidade por substratos
diferentes (GOMES et al., 2009).

As sequéncias de XIPs apresentam variagdes nos aminodcidos nas regides
correspondentes ao primeiro motivo NPA e na regiao ar/R (MITANI-UENO et al., 2011).
Devido a essas alteracdes, foi levantada a hip6tese de que XIPs ndo sdo funcionais como
canais de agua, sendo estas responsaveis pelo transporte de solutos hidrofobicos (GUPTA;
SANKARARAMAKRISHNAN, 2009). Estudos realizados por Bienert et al. (2011) com as
espécies Nicotiana tabacum, Solanum Lycopersico e Solanum tuberosum confirmaram a

funcionalidade das XIPs como transportadores de solutos hidrofébicos.

4.1.4 Analise fenética e distribuicao cromossémica

A analise confirmou a auséncia de membros da subfamilia XIP em A. thaliana, em
compara¢do com a M. esculenta e R. communis, que apresentaram quatro e cinco membros,
respectivamente. A subfamilia SIP apresenta em M. esculenta, trés membros,
semelhantemente ao proposto para A. thaliana, diferentemente de R. communis, que apresenta
quatro membros.

Com a excecdo da subfamilia XIP, a classificagdo das subfamilias de MeMIP e RcMIP

em subgrupos é semelhante a A. thaliana, ou seja, 2 subgrupos PIP, 5 subgrupos TIP, 7
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subgrupos NIP e 2 subgrupos SIP. Uma vez que nenhum homdélogo de XIP foi encontrado no
genoma de A. thaliana, a nomenclatura proposta por Lopez et al. (2012) foi adotada para
classificar as MeXIps e RcXIPs em trés subgrupos (ZOU et al., 2015a, b).

Foi constatada a presenca de MeAQPs em 15 dos 18 cromossomos existentes na
espécie. Nenhum loci foi detectado nos cromossomos 6, 15 e 18 (Figura 6), sugerindo que as
AQPs sdo genes abundantes que participam do metabolismo celular (REDDY et al., 2015).

A distribuicdo dos genes MeAQPs entre os cromossomos, aparentemente, ndo obedece
a nenhum padrao, como ja observado em outras espécies, a exemplo de Sorghum bicolor
(REDDY et al.,, 2015) e Musa acuminata (HEMMATI, 2016), apenas os membros da

subfamilia SIP se encontram todos no mesmo cromossomo.

4.1.5 Modelagem comparativa

Na andlise do desvio total de energia via Z-score, foi possivel visualizar que os
modelos MeMIPs e RcMIPS gerados encontravam-se nas posi¢Oes referentes aos modelos
obtidos via raios-X e ressonancia magnética (Figura 9), indicando que os modelos estdao
intimamente relacionados as estruturas tercidrias de proteinas obtidas experimentalmente.

A estrutura estereoquimica dos modelos propostos para aquaporinas de M. esculenta e
R. communis (via Ramachandaran, programa Procheck) apresentou valor médio de 90,3% de
quantidade de residuos distribuidos nas regides energeticamente mais favordveis para um
modelo de qualidade, em todos os modelos propostos para as MeMIPs e Rc MIPs. O valores
de Zscores variaram entre -2,71 e -5,41 (média de -3,76) (quanto mais negativos, maior nivel

de confiabilidade para o modelo), confirmando a qualidade dos modelos gerados.

4.2 Transferabilidade de iniciadores em C. quercifolius

Das 17 sequéncias candidatas obtidas através do processo de transferabilidade de
iniciadores e subsequentemente submetidas ao sequenciamento, sete foram confirmadas como
aquaporinas, por meio de alinhamentos simples realizados com o auxilio da ferramenta
Blastn. Todas as sequéncias confirmadas como aquaporinas foram provenientes das reacdes
realizadas com iniciadores desenhados com base em sequéncias expressas de V. unguiculata.

Apesar de se tratar de uma espécie de outra familia, os iniciadores de V. unguiculata
apresentaram melhor resultado de amplificacdo em relacdo aos iniciadores desenhados com

base em sequéncias de R. communis e M. esculenta (espécies pertencentes a mesma familia
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que a C. quercifolius). O resultado do alinhamento mostra que as aquaporinas de C.
quercifolius apresentam alta similaridade com espécies de outras familias, confirmando o
elevado nivel de conservacgao existente entre estas proteinas (Tabela 7) (AGRE, 2004).

Por se tratar de um processo de transferabilidade de iniciadores entre espécies
distintas, € esperado que, com os pares de iniciadores de PIP e TIP, fossem observados
resultados de amplificacdo. Isso foi possivel por estas subfamilias serem consideradas mais
conservadas entre as cinco existentes em plantas superiores (CHAUMONT et al., 2001;
DESHMUKH; SONAH; BELANGER, 2016).

A diferenciacdo da expressdo de aquaporinas estd relacionada aos 6rgdos especificos,
estdgio de desenvolvimento do vegetal e condicdes fisioldgicas do mesmo (HEINEN et al.,
2009), o que pode ter favorecido a amplificacdo de sequéncias de CqPIPs e CqTIPs, ja que o
material genético utilizado para reacOes € proveniente unicamente de folhas e trata-se de
cDNA. As subfamilias NIP, SIP e XIP sdo mais especificas no transporte de pequenos
solutos, sendo sua expressao menos abundante nos diferentes tecidos, quando comparadas as
subfamilias PIP e TIP (PARK et al., 2010).

A presenga de aquaporinas da subfamilia PIP na folha da C. quercifolius confere mais
um suporte a adaptacdo a regides de clima semidrido, ja que, além do transporte de 4gua, as
PIPs também participam da regulacdo da atividade fotossintética (AROCA et al., 2006).
Algumas plantas apresentam menores nimeros de isoformas de AQPs em relacdo a outras, o
que pode ser o caso desta espécie, atuando como mecanismo de defesa da planta para evitar a
perda excessiva dgua (HUSSAIN et al., 2011). Para alguns autores, as plantas impedem a

desidratacao ao “desligar” as aquaporinas durante periodos de seca (GASPAR, 2011).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As novas tecnologias de sequenciamento tém permitido a geracdo de um ndmero
expressivo de dados, favorecendo a prospeccdo de genes candidatos responsivos a estresses,
incluindo aqueles envolvidos na captura e transporte seletivo de dgua e ions, como as
aquaporinas. A identificacdo baseada em homologia de AQPs em espécies sequenciadas €
vidvel devido ao alto nivel de conservacao de sequéncias destas proteinas entre espécies de
plantas.

A caracterizacdo gendmica de AQPs destacou vdrios aspectos importantes, como
distribuicdo, organizacdo genética, conservacdo, estrutura e evolugdo, possibilitando uma

melhor compreensdo do papel desempenhado pelas mesmas. Com as preocupacdes atuais
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sobre os recursos hidricos, muitos estudos t€ém sido desenvolvidos na perspectiva de
compreender o papel das aquaporinas no sistema de transporte de dgua e pequenos solutos,
favorecendo o desenvolvimento do vegetal sobre condi¢des ambientais estressantes, fazendo
destas proteinas alvos biotecnoldgicos importantes para o desenvolvimento de cultivares mais
tolerantes, bem como possibilitar o manejo de plantas melhor adaptadas as condicoes
ambientais.

A maior parte dos trabalhos com aquaporinas sdao realizados com plantas modelo e
espécies de interesse comercial. Estudos realizados com espécies tipicas de regides
semidridas, que apresentam importantes adaptacdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas a
condi¢des de déficit hidrico, tém sido negligenciados. Os resultados obtidos neste estudo
permitem concluir que iniciadores de aquaporinas podem ser transferiveis entre espécies de
plantas, até mesmo entre espécies de diferentes familias, possibilitando a busca de sequéncias
de AQPs em plantas que ndo apresentam sequéncias disponiveis em banco de dados, como é o
caso da maioria das espécies das regides tropicais.

Foram 1identificados, no genoma da C. quercifolius, apenas representantes das
subfamilias PIP e TIP. O material genético utilizado nesta pesquisa foi extraido apenas de
tecido foliar, e os iniciadores utilizados foram desenhados com base em sequéncias de M.
esculenta, R. communis e V. unguiculata. Assim, para uma melhor caracterizacdo e
identificacdo de genes da familia MIP em C. quercifolius, faz-se necessdrio o desenho de
iniciadores especificos e a extracdo de DNA das vdrias partes da planta (em diferentes

estdgios do desenvolvimento).

6 CONCLUSAO

Foram obtidas sete sequéncias de CQAQPs por meio de sequenciamento. As mesmas
foram classificadas e caracterizadas in silico, confirmando se tratar de sequéncias de
aquaporinas. Os produtos de sequenciamento consistem apenas em isolamento parcial de
CgMIPs, ndo podem, assim, serem caracterizadas adequadamente, porém este € o primeiro
relato de aquaporinas em C. quercifolius, podendo entdo serem usadas para o desenho de

iniciadores especificos para a espécie.
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