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RESUMO

UNINDO FISIOLOGIA, BIOQUIMICA E METABOLOMICA PARA
DESVENDAR RESPOSTAS AOS ESTRESSES ABIOTICOS DE SOJA
(Glycine max (L.) Merrill.) E MAMONA (Ricinus communis L.).

A soja (Glycine max (L) Merrill) € uma das culturas mais importantes do mundo
por conta da sua aplicacdo na agroinddstria, inddstria de combustiveis e
alimentos. A soja € uma planta sensivel ao estresse térmico, principalmente na
fase reprodutiva, onde o aumento da temperatura causa danos que reduzem sua
producdo. Um dos objetivos centrais desse estudo foi avaliar o perfil metabolico
de sementes e plantulas de soja em resposta a condicdo de estresse térmico via
Ressonancia Magnética Nuclear de 1H (RMN) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS). A germinacao de sementes e 0
estabelecimento de plantulas de soja foram avaliados a 28/22°C (dia/noite) e a
36/24°C (dia/noite), os dados do perfil metabdlico das amostras soja foram
submetidos a analise estatistica multivariada. O aumento da temperatura nao
afetou de forma significativa a germinacdo maxima das sementes. Nas amostras
de sementes e plantulas de soja, foram identificados 21 metabdlitos via RMN de
1H e 16 via GC-MS, incluindo aminoéacidos (11), &cidos graxos (4), acidos
organicos (13), carboidratos (4) e outros (5). A andlise de perfil metabdlico
demonstrou diferencas no metaboldma comparando condicdo controle e de
estresse, essas diferencas podem ser explicadas pela alteracdo nos niveis de
aminoacidos e reducao de intermediarios do ciclo de Krebs e glicose. Frente ao
estresse, sementes e plantulas de soja demonstraram uma regulacao positiva
do metabolismo energético, ativando importantes vias de catabolismo, como a
B-oxidacdo de acidos graxos e glicélise. A mamona (Ricinus communis) é uma
oleaginosa cultivada predominantemente nas regifées nas regides tropicais e
subtropicais, sendo uma cultura que apresenta bons rendimentos em
temperaturas elevadas e escassez de agua. Devido a sua grande variabilidade
genética e resisténcia a estresses abidticos, a mamona é uma promissora fonte
de genes que podem ser usados no melhoramento genético de outras culturas.
Portanto, os efeitos da superexpressdo dos genes GDSL esterase/lipase de R.
communis L. (RCcGELP) em sementes de Arabidopsis thaliana frente a estresses
abidticos foram investigados e o perfil metabdlico de sementes A. thaliana
superexpressando os genes RCcGELP frente ao estresse térmico também foi
avaliado via RMN de 'H. Sementes transgénicas superexpressando 0s genes
RcGELP e selvagens (col-0) foram germinadas a 22°C (controle) e a 34°C
(estresse) e sob estresse hidrico simulado com manitol (0, 150, 200, 250 e 300
mM). As analises metabolomicas foram conduzidas por meio da analise
estatistica multivariada. Em condi¢cdes controle as linhagens transgénicas e
sementes selvagem germinaram quase 100%. A 34°C as sementes Col-0
apresentaram germinacdo maxima de 38%, enquanto que as sementes
transgénicas apresentaram até 83% de germinacdo. Foram identificados 23
metabdlitos via RMN de 'H, incluindo aminoéacidos (12), acidos organicos (5) e
carboidratos (2) e outros (4). A andlise do perfil metabolico mostrou diferencas



entre 0 metaboldma das sementes transgénicas e selvagens frente ao estresse
térmico. Nas sementes transgénicas houve uma mudanca no metabolismo de
carbono e nitrogénio, com o0 aumento de aminoacidos importantes, reducéo de
metabalitos fonte de carbono e energia, como &acidos organicos e carboidratos.
O que pode explicar a germinacdo aprimorada das sementes de A. thaliana
superexpressando os genes RcGELP.

Palavras-chave: estresse abibtico; GDSL esterase/lipase e metabolémica.



ABSTRACT

COMBINING PHYSIOLOGY, BIOCHEMISTRY AND METABOLOMICS TO
UNRAVEL RESPONSES TO ABIOTIC STRESSES IN SOYBEAN (Glycine
max (L.) Merrill.) AND CASTOR BEAN (Ricinus communis L.).

Soybean (Glycine max (L) Merrill) is one of the most important crops in the world
due to its application in agribusiness, fuel and food industries. Soybean is a plant
sensitive to thermal stress, especially in the reproductive phase, where the
increase in temperature causes damage that reduces its production. One of the
central objectives of this study was to evaluate the metabolic profile of soybean
seeds and seedlings in response to thermal stress conditions via *H Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry (GC-MS). Seed germination and establishment of soybean
seedlings were evaluated at 28/22°C (day/night) and 36/24°C, data from the
metabolic profile of soybean samples were submitted to multivariate statistical
analysis. The increase in temperature did not significantly affect maximum seed
germination. In samples of soybean seeds and seedlings, 21 metabolites were
identified via 1H NMR and 16 via GC-MS, including amino acids (11), fatty acids
(4), organic acids (13), carbohydrates (4) and others (5). The metabolic profile
analysis showed differences in the metabolome comparing control and stress
condition, these differences can be explained by the change in amino acid levels
and reduction of Krebs cycle intermediates and glucose. In the face of stress,
soybean seeds and seedlings showed a positive regulation of energy
metabolism, activating important catabolism pathways, such as B-oxidation of
fatty acids and glycolysis. Castor bean (Ricinus communis L.) is an oleaginous
plant cultivated predominantly in tropical and subtropical regions, being a crop
that presents good yields in high temperatures and water scarcity. Due to its great
genetic variability and resistance to abiotic stresses, castor bean is a promising
source of genes that can be used in the genetic improvement of other crops.
Therefore, the effects of overexpression of R. communis L. GDSL esterase/lipase
genes (RcGELP) in Arabidopsis thaliana seeds against abiotic stress were
investigated and the metabolic profile of A. thaliana seeds overexpressing
RcGELP genes against heat stress was also investigated. was evaluated via *H
NMR. Transgenic seeds overexpressing RcGELP and wild-type (col-0) genes
were germinated at 22°C (control) and 34°C (stress) and under simulated water
stress with mannitol (0, 150, 200, 250 and 300 mM). Metabolomic analyses were
conducted using multivariate statistical analysis. Under control conditions,
transgenic lines and wild-type seeds germinated almost 100%. At 34°C, the Col-
0 seeds presented a maximum germination of 38%, while the transgenic seeds
presented up to 83% of germination. 23 metabolites were identified via 1H NMR,
including amino acids (12), organic acids (5) and carbohydrates (2) and others
(4). The analysis of the metabolic profile showed differences between the
metabolome of transgenic and wild seeds in the face of thermal stress. In
transgenic seeds, there was a change in carbon and nitrogen metabolism, with
an increase in important amino acids, a reduction in carbon and energy source
metabolites, such as organic acids and carbohydrates. Which may explain the
improved germination of A. thaliana seeds overexpressing the RCGELP genes.

Key-words: abiotic stress, GDSL esterase/lipase e metabolomics
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INTRODUCAO GERAL

Anualmente as plantas sofrem diversos danos causados pelas condi¢des
climaticas, como a restricdo hidrica e as altas temperaturas. O estresse térmico
é definido como o aumento da temperatura além de um nivel limite, a
temperatura ideal maxima para o crescimento de cada cultura, por um periodo
de tempo suficiente para causar danos ao crescimento e desenvolvimento das
plantas. Geralmente as temperaturas que sao consideradas como estresse
térmico sédo aquelas acrescidas de cerca de 10 °C da temperatura ideal (WAHID
et al, 2007; LIPIEC et al, 2013). As temperaturas extremas sao consideradas um
dos principais estresses abioticos que ameacam diretamente a sobrevivéncia de
organismos Vvivos, incluindo as plantas (RUCHEL et al, 2020; CHEBROLU et al,
2016). Em continentes como Africa e Asia, a elevacéo da temperatura em 3-4 °C

pode diminuir a produtividade das culturas em até 35 % (IMRAN et al, 2021).

As altas temperaturas comumente promovem alteracfes fisioldgicas,
morfolégicas e bioquimicas, podendo danificar as membranas, influenciar na
relacdo dgua e nutrientes, causar danos as proteinas, o que afeta todos os
aspectos do desenvolvimento das plantas (RUCHEL et al, 2020; NAZ et al,
2018). Imediatamente ap6s a exposicdo a altas temperaturas ocorrem
mudancas em nivel molecular, onde o dano causado de forma mais extensa é o
aumento da fluidez dos lipidios da membrana, inativacdo de enzimas e defeitos
na integridade da membrana e a desnaturacao e degradacao de proteina (KIM;
YOO; CHO, 2018; LIPIEC et al, 2013).

Além de perder sua atividade biologica, as proteinas desnaturadas agem
como moléculas téxicas. Em temperaturas muito altas, podem ocorrer lesdes
celulares muito graves induzindo a morte celular, devido a um colapso da
organizacado celular. Esse estresse também causa alteracdes na expressao de
genes envolvidos na protecdo contra altas temperaturas e no acumulo de
transcritos, estes genes sao responsaveis pela expressdao de moléculas
osmoprotetoras e enzimas desintoxicantes. Sendo assim, as plantas induzem a

producdo de proteinas chaperonas, promovendo a dobragem adequada e
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impedindo a agregacgdo de proteinas desnaturadas (WAHID et al, 2007; KIM,
YOO; CHO, 2018; SHARMA et al, 2019; TANG et al, 2016).

O estresse térmico também pode induzir a producdo de metabolitos
secundérios da classe dos fendlicos, como flavonadides, lignanas, antocianinas e
fenilpropandides. Esses metabdlitos desempenham varias fung¢des na tolerancia
a estresses abidticos, os carotendides sdo conhecidos por proteger as estruturas
celulares em diversas espécies de plantas contra uma variedade de estresses
abioticos (LIPIEC et al, 2013; WAHID et al, 2007).

Além do estresse causado por temperaturas elevadas, as plantas
frequentemente também lidam com a restricdo hidrica. Devido a suas
caracteristicas climaticas, em regides aridas e semiaridas as plantas séo
impostas a essas duas condi¢Oes adversas de forma concomitante. O estresse
hidrico, assim como o térmico, causa alteracées nos processos bioquimicos e
fisiolégicos das plantas, trazendo mudancas no equilibrio redox, acelera a
producdo de espécies reativas de oxigénio. As mais comuns Sao oxigénio
singleto (:O2), radical superoxido (<O2), peroxido de hidrogénio (H.O.) e radical
hidroxila (*OH), essas espécies sdo responsaveis pelo estresse oxidativo
(HASANUZZAMAN et al, 2013; LIPIEC et al, 2013; KRASENSKY et al, 2012).

A producdo de espécies reativas de oxigénio € importante para que a
planta consiga manter sua homeostase, isto €, manter o meio interno em um
equilibrio quase constante, independentemente das altera¢cdes que ocorram no
ambiente externo, de forma que seu funcionamento ndo seja comprometido.
Entretanto, o desequilibrio entre a eliminacao e geracao de espécies reativas de
oxigénio, aumentando a propagacdo das mesmas, acarreta na inativacdo de
enzimas e danos em organelas celulares e em macromoléculas vitais, a exemplo
dos acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipidios (WAHID et al, 2007).
Além dos danos as organelas celulares e proteinas, a producdo exacerbada
dessas espécies também pode interferir nas vias de sinalizacdo promovida por
elas, bem como na fixacdo de CO. em cloroplastos, limitando-a. Em plantas
verdes, as espécies reativas de oxigénio podem perturbar a reacdo molecular da
via fotossintética, pois as mesmas reagem com a clorofila durante a fotossintese,

formando o seu estado tripleto, que rapidamente gera o oxigénio singleto (:02),
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gue causa danos aos complexos fotossintéticos (SHARMA et al, 2019; WAHID
et al, 2007).

As plantas sdo submetidas ao estresse hidrico quando a taxa de
transpiragdo se torna muito alta ou o suprimento de 4gua para as raizes se torna
dificil. Portanto, a principal defesa da planta contra a desidratacéo e a perda de
agua é reduzir a perda de agua transpiracional. O hormonio vegetal acido
abscisico (ABA) desempenha um importante papel nas respostas ao déficit
hidrico, ele é sintetizado e transportado através do xilema, acumulando-se nas
folhas, efetuando o fechamento dos poros estométicos, que reduz drasticamente
a perda de agua transpiracional (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
1999).

O ABA desempenha um importante papel ndo s6 por meio das mudancas
morfolégicas na planta, ao prevenir a perda de 4gua, mas também por meio de
alteracdes nos mecanismos moleculares e bioguimicos, que incluem o acumulo
de metabdlitos especificos e alteracbes na expressao génica. A maioria dos
genes estudados foram induzidos pelo ABA, o déficit hidrico desencadeia a sua
producdo, que consequentemente, induz varios genes (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1999). Esse processo acontece por meio das
cascatas de transducao de sinais, que consistem em mecanismos de deteccéo
do estresse, apos isso ocorre a modulacdo dos sinais de estresse para sinais
celulares, etapa na qual mensageiros traduzem os sinais celulares para o ndcleo,
depois ha a sinalizacdo através do ABA e por fim o controle transcricional de
genes responsivos ao estresse que permitem a tolerancia ao estresse hidrico

(figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de resposta da planta ao estresse hidrico.
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Fonte: adaptado de SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1999.

Os genes gue séo induzidos durante o estresse hidrico atuam protegendo
as células contra a falta de 4gua através da producédo de proteinas que atuam
na tolerancia ao estresse, enzimas importantes para a biossintese de moléculas
osmoprotetoras, como a prolina, agucares, polidis e oligossacarideos, que se
acumulam no citosol, e varias enzimas de desintoxicacdo, que atuam na

eliminacao do excesso das espécies reativas de oxigénio.

Germinacéo de sementes

A germinacgao é um processo biolégico que ocorre naturalmente, onde as
sementes saem do seu estado de laténcia e ha a retomada das atividades
metabdlicas onde processos sequenciais e sincronizados acontecem de tal
forma que as atividades anabolicas e catabdlicas ocorrem simultaneamente,

incluindo a sintese de proteinas, respiracdo e mobilizacdo de reservas apos a
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absorcdo de agua (DE CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004; PINHO,
CARVALHO e DELACHIAVE, 2004).

Sementes que estdo em estagio de laténcia, isto é, em repouso
metabdlico, precisam de condi¢cbes adequadas para que sua germinagao ocorra,
como temperatura ambiente adequada. A temperatura afeta de forma
significativa o processo germinativo, sendo que sua principal influéncia recai na
absorcdo de agua pela semente e consequentemente nas reacdes bioquimicas
gue acontecem durante a germinacdo (MARCOS FILHO, 2005) Todas as
sementes germinam dentro de um limite de temperatura, sendo a ideal aquela
na qual ocorre a maior porcentagem de germinacdo em um menor tempo. A
temperatura 6tima para a germinacao de variadas espécies esta na faixa de 20°C
a 30°C (BORGES; RENA, 1993). O desenvolvimento de estruturas iniciais da
plantula, como a raiz priméria, possui papel primordial para o estabelecimento
da plantula no ambiente. Temperaturas fora do intervalo 6timo afetam
diretamente essa estrutura, diminuindo sua capacidade de se desenvolver de
forma normal (LARCHER, 2003). Também € necessario o fornecimento de agua
e oxigénio para o desencadeamento dos processos metabolicos, além de
luminosidade nos casos em que a germinacgao € a promovida pela presenca de
luz (SANGRONIS; MACHADO, 2007; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; VILAS
BOAS; BARCELOS; LIMA, 2002).

Em termos de nutrientes, a germinacéo é a fase mais completa em todo
desenvolvimento vegetal. Nessa etapa ocorrem inUmeras mudancas nha
composicao do grao, principalmente no metabolismo de reserva das sementes,
que € composto majoritariamente de carboidratos, proteinas e lipideos
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Estas substéncias sdo mobilizadas durante
a germinagdo em um processo pré digestivo, onde as proteinas sao
decompostas em aminoacidos, os carboidratos complexos em agucares simples
e as gorduras em acidos graxos. No decorrer do desenvolvimento da plantula os
produtos de degradacédo sdo utilizados para diversas finalidades, incluindo a
melhoria da qualidade nutricional, por meio da prevencdo da oxidacéo lipidica,
geracdo de energia, reducdo dos fatores antinutricionais e produgcédo de matéria
prima para a constru¢do de novas células e tecidos (ZHU et al, 2005; MAYER;
POLJAKOFF-MAYBER, 1975).
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A germinacao € um processo composto por trés fases (figura 2): embebicéo (fase
), inducéo do crescimento (fase Il), onde acontece a retomada das atividades
metabdlicas e crescimento do embrido (fase lll), culminando na protrusao
radicular. Na fase |, ocorre a absor¢cdo de dgua pela semente, este fenébmeno é
essencialmente fisico-quimico e pode ser completado no intervalo de algumas
horas. A rapida entrada de agua na semente reidrata os tecidos, repara o sistema
de membranas e aumenta a respiracéo celular (OLIVEIRA; BOSCO, 2013). Este
movimento de 4gua acontece de acordo com um gradiente de potencial hidrico
decrescente de forma espontanea, sendo qualitativamente o mesmo em
sementes dormentes ou nao viaveis (VILLELA; DONI; SEQUEIRA, 1991;
OLIVEIRA; BOSCO, 2013; BEWLEY; BLACK, 1994).

Figura 2. Curva de embebicdo de sementes
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=
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Fonte: Adaptado DE CASTRO; BRADFORD; HILHORST, 2004

Na fase Il ocorre a ativacdo do metabolismo bioquimico, onde acontece a

intensa digestao dos metabdlitos de reserva que sédo convertidos em compostos
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mais simples para serem usados no desenvolvimento do embrido (OLIVEIRA;
BOSCO, 2013). Nesta fase, a absorcdo se mantém constante e acontece de
forma lenta, de oito a dez vezes menos intensa que na fase anterior, pois os
tecidos estdo mais hidratados, diminuindo o gradiente de absor¢cdo de agua
(ALBUQUERQUE et al, 2000). Nesta etapa também ocorrem a sintese de
enzimas, sintese e duplicacdo de DNA e o alongamento das células da radicula,

além disso, membranas e organelas tomam-se funcionais (CUNHA, 2014).

Na fase Ill acontece o crescimento visivel do eixo embrionéario com o
alongamento da raiz primaria e o rompimento do tegumento. A absorcao de 4gua
ocorre em sementes ndo dormentes e viaveis. Nesse estagio as novas células
em formacdo demandam uma maior quantidade de agua, portanto ocorre
absorcado de 4gua de forma rapida e em grande quantidade (OLIVEIRA; BOSCO,
2013; PINNHO, CARVALHO; DELACHIAVE, 2004). Na terceira fase nao é
possivel retroceder fisiologicamente, pois a semente ja estd comprometida com
a germinacdo e o desenvolvimento da plantula, que € um dos estagios mais
delicados em todo ciclo de vida da planta (DE CASTRO; BRADFORD;
HILHORST, 2004).

A quantidade de agua absorvida pela semente e a velocidade que
acontece cada fase sao influenciadas por alguns fatores, incluindo as diferencas
entre as cultivares, tamanho da semente, composi¢cao quimica, permeabilidade
do tegumento, teor inicial de agua, potencial osmético da solucdo que umidade
0 substrato e temperatura (ZUCHI et al, 2012; PINHO, CARVALHO;
DELACHIAVE, 2004; VILLELA; DONI; SEQUEIRA, 1991). Ap6s a germinagao
da semente, que tem duracdo média de dois a trés dias, o embrido comeca a
transformar as reservas nutritivas para serem assimilada pela nova planta. Entre
cinco e sete dias a semente ja se tornou um broto, apresentando raiz, clorofila e
haste (MARCOS FILHO, 2005).

O estresse hidrico prolongado reduz o tamanho e viabilidade das
sementes e tanto o estresse térmico quanto o hidrico afetam na uniformidade e
na velocidade da germinacao, podendo retardar ou inibir totalmente o processo,
limitando o crescimento e a produtividade de diversas culturas (MEENA et al,
2017; VASCONCELOS et al, 2017). Estresses abiodticos sdo uma grande
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ameaca a producao agricola em todo o mundo. Com o desenvolvimento global,
as emissOes de gases por conta das atividades humanas estdo aumentando
exponencialmente a concentracdo de gases ja existentes no efeito estufa, em
particular CO2e metano. Diferentes organiza¢des globais apontam que por conta
do crescimento na emissado de gases, a temperatura ambiente mundial também
aumentara. Um relatério do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéaticas (IPCC), apontou que a temperatura global aumentara em média 0,3
°C a cada década, levando a valores de temperatura aproximadamente de 1 a
3° C acima da atual nos anos de 2025 e 2100, acentuando ainda mais o
aguecimento global (WAHID et al, 2007).

Portanto, torna-se extremamente importante a investigacdo dos
processos moleculares e fisiol6gicos subjacentes a esses estresses ambientais,
para possibilitar o desenvolvimento estratégico de cultivares mais resistentes a
condicbes ambientais adversas, melhorando o0 manejo da producdo agricola
(MEENA et al, 2017; VASCONCELOS et al, 2017; HASANUZZAMAN et al, 2013,
SHARMA et al, 2019).

Estratégias como estas sdo ainda mais importantes quando se trata de
regides aridas e semiaridas no mundo, como boa parte do nordeste brasileiro,
onde as plantas sdo expostas a altas temperaturas e também a falta ou o uso
restrito de 4gua, reduzindo muito o desenvolvimento e a produtividade de alguns
cultivares e até impossibilitando o plantio de outros, trazendo prejuizos ndo sé a

economia local, mas de todo o Brasil.

Contextualizacdo da dissertagéo

O estudo apresentado nessa dissertacdo buscou explorar as respostas
fisiol6gicas, bioquimicas e metabdlicas da cultura Glycine max (L.) Merrill e da
planta modelo Arabidopsis thaliana frente a estresses abidticos. A pesquisa foi
dividida de forma légica em dois capitulos. No capitulo 1 foi feita uma analise

abrangente do comportamento de sementes e plantulas de soja germinadas em
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altas temperaturas, utilizando uma abordagem de perfii metabdlico
multiplataforma (RMN de 'H e GC-MS) e andlise estatistica multivariada.

No capitulo 2 foi realizada uma avaliacdo fisiologica de sementes de A.
thaliana que superexpressam o gene GDSL esterase/lipase de Ricinus
communis (RCGELP) frente aos estresses térmicos e hidrico. O gene RcGELP
foi caracterizado por meio de ferramentas da bioinforméatica. Das sementes
transgénicas sob estresse térmico, foram analisadas a atividade da enzima

superéxido dismutase (SOD) e a resposta metabdlica via RMN de H.
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CAPITULO 1

Avaliacdo metaboldmica multiplataforma da germinacéao de
sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) sob ao estresse térmico.
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1. INTRODUCAO

A Glycine max (L). Merrill (soja) é uma planta herbacea de crescimento
anual pertencente a familia Fabaceae, também conhecida como feijdo chinés e
feijdo soja (RUCHEL et al, 2020). A soja tem sua origem no continente asiatico,
mais precisamente na China, sendo uma das culturas mais antigas, cultivada ha
pelo menos cinco mil anos (ZISKA, 2013). No Brasil o desenvolvimento da soja
teve inicio em 1882 na Bahia, sendo que o pais é atualmente o segundo maior
produtor do grdo no mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos (CONAB,
2022.; PAIVA et al, 2006). Na safra 2019/2020 foram cultivados cerca de 36
milhdes de hectares de soja, representando 60% de toda a area onde se cultiva
diferentes culturas no pais (CONAB, 2020). O plantio da leguminosa melhora a
fertilidade do solo por meio da fixacdo de nitrogénio, uma vez que estima-se que
a soja pode atender de 50 a 60% da sua demanda de nitrogénio através da
fixacdo biologica (SALBAGIOTTI et al, 2008)

As sementes da soja apresentam caracteristicas variaveis, podendo ser
lisas, ovais, elipticas ou globulosas, e podem ser encontradas nas cores amarela
palido, verde ou preta, com seu hilo variando entre as cores preto, marrom ou
amarelo palha (Figura 1). De acordo com as suas caracteristicas, a semente da
soja pode se classificar em dois grupos: soja tipo grao, utilizada para atender a
industria do 6leo e do farelo, e a tipo alimento, que apresenta sabor mais
agradavel para consumo humano (YOKOMIZO, DUARTE e VELLO, 2005).
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Figura 1. Variedade das sementes de soja

Fonte: DELLAGOSTIN et al, 2011 e disponivel em < https://www.embrapa.br/soja/>

A soja € uma das culturas mais importantes do mundo por conta da sua
aplicacdo na inddstria. Seu grdo é bastante versatil sendo matéria prima de
produtos na industria de combustivel, quimica, alimentos e na agroindustria
(RODRIGUES et al, 2021; CANTELLI, 2016; SILVA et al, 2006; VILLALVA,
2008). O consumo de soja na dieta humana tem aumentado ao longo dos anos
por ser uma rica fonte de proteinas, gorduras e diversos minerais e vitaminas,
proporcionando beneficios a saude (IMARAN et al, 2021; LI et al, 2020; HERTLE
et al, 2013; HARTMAN, WEST e HERMAN). Na agroindustria é a principal
matéria prima para racdo animal e seu 6leo é utilizado como matéria prima para
a producéo de biodiesel (PESTANA-CALSA et al, 2012).

A soja apresenta uma rica composi¢cao quimica, sendo considerada um
alimento quase completo, € composta por cerca de 40% de proteinas, 35 % de
carboidratos, 20% de lipideos, niveis significativos de zinco, magnésio, fosforo,
ferro e vitaminas do complexo B (NAOE et al, 2021; NAHAR; HASANUZZAMAN
e FUJITA, 2016; MORAES et al, 2006). Apresenta teores de aminoacidos
esséncias, incluindo a treonina, metionina, cisteina, triptofano, leucina, lisina,

fenilalanina e ndo esséncias, como a tirosina, arginina, acido aspartico e o acido
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glutamico (MANDARINO, 2010; TONIOLO; MOSCA, 1991). A cultura possui um
alto valor nutricional, 100 gramas da semente de soja apresentam 446 Kcal, 30,2
g de carboidrato, 36,5 g de proteina, 19,9 g de gordura, 9,3 g de fibra, 15,7 mg
de ferro e 377 mg de calcio (KHEDAR et al, 2008; NAHAR; HASANUZZAMAN e
FUJITA, 2016).

Devido as suas propriedades e valor nutricional na industria alimenticia, a
soja e seus derivados vém sendo extensamente estudados. As sementes de soja
contém metabdlitos derivados do metabolismo secundério, incluindo saponinas,
fosfolipidios, isoflavononas e flavonoides, que sé&o benéficos a saude. Estudos
indicam que as isoflavononas presentes na soja apresentam efeito antioxidante,
podem reduzir os riscos de alguns tipos de cancer, além de possuirem efeitos
positivos contra doencas cardiovasculares, cerebrovascular, osteoporose e
diabetes (LUI 2004; CIABOTTI et al, 2006). Os flavonéides possuem diversas
funcdes, como, por exemplo, defesa contra fitopatdogenos, atividade antioxidante
e protecao contra a radiacao UV (CHIN, BEHM e MATHESIUS, 2018; GRAHAM,
1998).

Efeito do estresse térmico nas cultivares de soja

As plantas de soja sdo altamente sensiveis ao estresse térmico, principalmente
na fase reprodutiva que € considerada uma das fases mais sensiveis do
crescimento (NAHAR; HASANUZZAMAN e FUJITA, 2016; ZHENG et al, 2002).
O estresse térmico diminuiu a eficiéncia fotoquimica em 5,8%, a taxa
fotossintética (12,7%) e os niveis de sacarose nas plantas de soja
(DJANAGUIRAMAN e PRASAD, 2010). Também houve uma diminuicdo na
atividade das enzimas superoxido dismutase (13,3%), catalase (44,6%) e
peroxidase (42,9%) e um aumento da atividade do radical superdxido e teor de
peréxido de hidrogénio quando comparado a condi¢ao controle. As temperaturas
de 38/28 °C (dia/noite) resultaram em dano oxidativo a soja, aumentando o
vazamento de eletrolitos da membrana plasmatica e diminuindo a capacidade da
mesma reter solutos e 4gua (DJANAGUIRAMAN e PRASAD, 2010).

A temperatura € um fator ambiental de consideravel influéncia no
desenvolvimento e crescimento das plantas, principalmente no desenvolvimento

das sementes, controlando seu vigor, composicao e rendimento (REN, BILYEU
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e BEUSELINCK, 2009). Altas temperaturas durante a maturagcao das sementes
podem diminuir seu peso, vigor, a taxa de germinacéo e a taxa de crescimento
de plantulas. Sementes de soja colhidas de plantas expostas a altas
temperaturas desde a sua germinacao tiveram seu peso reduzido, acarretando
na reducao da taxa de germinacao, de forma que o peso do eixo das mudas das
plantas foi reduzido em 11%. Os resultados sugeriram gque o estresse térmico
abreviou a duracao do periodo reprodutivo, resultando na producao de sementes
mais leves e com vigor reduzido (DORNBOS e MULLEN, 1991). A exposicao de
plantas de soja a periodos crescentes de alta temperatura intensifica a reducao
no vigor das sementes, aumentando a producdo de sementes, por essas plantas,
com menor qualidade fisica (KEIGLEY e MULLEN, 1986; EGLI et al 2005).

Curtos periodos de estresse térmico também podem trazer efeitos
deletérios as plantas. Ondas de calor impostas a soja utilizando aquecimento por
infravermelho durante trés dias aumentaram o estresse oxidativo, reduziram a
fotossintese e resultaram em perdas para a producdo de soja, com a reducéo
em 10% no rendimento. Foi sugerido que grande parte da reducao do rendimento
foi consequéncia dos efeitos das altas temperaturas diretamente nos processos
reprodutivos inicias (SIBEBERS et al, 2015).

A concentracdo de 6leo em sementes de algumas cultivares de soja foi
positivamente correlacionada com condicdes de estresse térmico. As
temperaturas altas durante o enchimento de sementes associado com o plantio
precoce foram fortemente correlacionadas com o aumento do teor de 6leo nas
sementes produzidas (KANE et al, 1997). Sementes de um genadtipo sensivel ao
calor também apresentaram concentracao elevada de 6leo a 36°C (CHEBROLU
et al, 2016). No entanto, o estudo de Gibson e Mullen (1996) indicou que a
concentracdo de Oleo em sementes de soja aumentou a medida que a
temperatura média diaria aumentou de 16 °C para 25 °C e diminuiu na medida
que a temperatura aumentou de 25°C para 31°C, sugerindo que existe uma
temperatura critica para a concentracdo maxima de 0leo, bem como para a de
proteinas (GIBSON e MULLEN, 1996). Além disso, foi demonstrado que 0s
niveis dos &cidos oleico e palmitico foram associados positivamente com o
aumento da temperatura, enquanto os acidos estearico, linoleico e linolénico
tiveram seus niveis diminuidos (KANE et al, 1997; GIBSON e MULLEN, 1996).
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Os perfis metabdlicos de sementes de soja de genoétipos sensiveis e
tolerantes ao calor produzidas sob altas temperaturas foram investigados. Um
total de 275 metabdlitos foram identificados e quantificados, incluindo
aminoacidos ou derivados de aminoacidos, lipideos, carboidratos, peptideos e
hormoénios. Também foram identificados compostos antioxidantes, como
flavonoides, fenilpropandides e precursores de ascorbato, tais compostos foram
encontrados em maior concentracdo nas sementes que apresentam o genétipo
tolerante ao calor, sugerindo que a maior abundancia de moléculas antioxidantes
pode ser, em parte, responsavel pela maior tolerancia ao estresse térmico
durante o desenvolvimento das sementes (CHEBROLU et al, 2016).

Metabolitos secundarios como tocoferadis e isoflavononas sdo importantes
moléculas antioxidante com o potencial de prevencdo de doencas crbnicas,
incluindo doencas renais e pulmonares (HANSON et al, 2016). Um estudo foi
desenvolvido para avaliar os efeitos sobre esses compostos frente ao estresse
de alta temperatura imposto a soja durante estagios especificos de
desenvolvimento. Foi relatado que as concentracdes de tocoferol em sementes
maduras foram mais afetadas quando o estresse foi imposto durante todos os
estagios de desenvolvimento e o estagio reprodutivo tardio, o a-tocoferol teve
sua concentracdo aumentada em até 752% sob a temperatura de 33/25 °C
(dia/noite). Por outro lado, a concentragéo total de isoflavononas nos mesmos
estagios de desenvolvimento foi reduzida quando comparada ao controle
(CHENNUPATI, SEGUIN e LIU, et al, 2011).
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OBJETIVOS

e Otimizacdo de um protocolo de extracdo e quantificacdo de metabdlitos

primarios a partir de sementes e plantulas de Glycine max (L.) Merrill.;

e Avaliar o perfil metabdlico de sementes e plantulas de Glycine max (L.)
Merrill em resposta a condigdo de estresse térmico via Ressonancia
Magnética Nuclear de *H (RMN) e cromatografia gasosa acoplada ao

espectrometro de massas (GC-MS);

e Comparar o uso de dois softwares, NmrProcflow e Chenomix, usados na

area de metabolémica nas analises dos dados gerados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Nos experimentos foram utilizadas sementes de soja da cultivar comercial

lote SOJA IAC Foscarin-31 adquiridas atraveés do e-commerce Mercado Livre.
2.2 Germinagéo das sementes de Glycine max

Os testes foram conduzidos com trés repeticdes de 50 sementes (para
cada condicao de temperatura), as sementes foram acondicionadas em rolos de
papel do tipo germitest, utilizando duas camadas de papel, que foram
umedecidos com 4gua destilada com pH 6,0 — 7,0, na proporcao de 2,5 vezes o
peso do papel seco, seguindo as normas estabelecidas no Regras para Analise
de Sementes (RAS). Cada rolo de papel contendo as sementes foi envolvido
individualmente em sacos plasticos de polietileno transparente (plastico fino) nas
dimensdes de 40 cm x 60 cm, para que a umidade fosse mantida.

O germinador utilizado foi uma camara vertical do tipo B.O.D contendo
controle de temperatura e circulador de ar. As sementes foram germinadas a
28/22 °C temperatura dia/noite com fotoperiodo de 14 horas, determinada como
condicdo 6tima e a 36/24 °C temperatura dia/noite com fotoperiodo de 16horas

durante a temperatura dia , condicdo de estresse térmico.

As contagens foram feitas com 24, 48, 72 e 96 horas, na contagem final a
porcentagem de sementes germinadas (sementes com 0,5 cm de raiz) foi
estabelecida. As sementes germinadas foram coletadas quando atingiram mais
ou menos 2,5 cm de raiz (figura 2) O endosperma (os cotilédones sédo integrados
ao endosperma) e a raiz foram separados e armazenados em tubos Falcon em
triplicatas. Os tubos falcons foram imediatamente armazenados em um freezer
a -80 °C. Por fim, todas as amostras foram liofilizadas durante 24 horas e
maceradas com ajuda de um bastdo de vidro até se transformarem em um po

fino.
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Figura 2. Sementes germinadas no estagio de coleta

Fonte: autoria prépria.

2.3 Estabelecimento das plantulas

Para avaliar o estabelecimento das plantulas de soja frente ao estresse
térmico quatro repeticbes de 30 sementes foram acondicionadas em rolos de
papel do tipo germitest a 28/22 °C temperatura dia/noite com fotoperiodo de 14
horas. Apos dois dias, metade das sementes germinadas, com mais ou menos
dois centimetros de raiz, foram transferidas para outro germinador a 36/24 °C
temperatura dia/noite com fotoperiodo de 14 horas. Nas duas condi¢bes de
temperatura, a coleta foi feita quando as raizes atingiram mais ou menos treze
centimetros (figura 3), dois dias ap0s a transferéncia. As raizes e o0s
endospermas foram coletados separadamente, armazenados em tubos falcons
em triplicatas, os tubos Falcon foram imediatamente armazenados em um
freezer a -80 °C. Por fim, todas as amostras foram liofilizadas durante 24 horas
e maceradas com ajuda de um bastédo de vidro até se transformarem em um poé

fino.
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Figura 3. Plantulas no estagio de coleta

As amostras dos testes de germinagao e estabelecimento das plantulas
receberem cddigos de acordo com seus tratamentos e tecidos (tabela 1). Os
dados de peso fresco de sementes e plantulas foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) com 5% de probabilidade, e as médias foram comparadas

com o Teste de Tukey, utilizando o software de andlise estatistica SISVAR®.

Tabela 1. Cdodigos atribuidos as amostras de soja

Caodigos Tratamentos
SSE28 Semente Soja Endosperma 28/22°C
SSE36 Semente Soja Endosperma 36/24°C
SSR 28 Semente Soja Raiz 28/22°C
SSR36 Semente Soja Raiz 36/24°C
PSE28 Plantula Soja Endosperma 28/22°C
PSE36 Plantula Soja Endosperma 36/24°C
PSR28 Plantula Soja Raiz 28/22°C

PSR36 Plantula Soja Raiz 36/24°C
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2.4Andlise metabolémica via Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (GC-MS)

Para a analise via GC-MS, 5 mg das amostras foram pesados em tubos
de 1,5 mL, separados em triplicatas de acordo com os tratamentos no teste de
germinacao. A cada tubo foi acrescentado 1,5 mL de cloroférmio, posteriormente
esses tubos foram levados para o banho ultrassonico por 5 minutos, o mesmo
processo se deu adicionando mais 500 pL de metanol (figura 4). O conteudo foi
transferido para tubos falcons de 14 mL, onde foram adicionados 3 mL de agua,
os tubos foram levados ao banho ultrassbénico por 5 minutos, e, por fim a
centrifuga a 25 °C, 17000 rpm. Foram transferidas aliquotas de 1 mL da fase
orgéanica para tudo de 1,5 mL, onde foi adicionado o agente secante sulfato de
sédio, e entdo foram transferidos 200 pL para vails com incerts para serem
injetados no GC-MS.

Da fase aquosa, foram transferidas aliquotas de 500 uL para tubos de 1,5
mL que foram levados ao liofilizador por 24 horas (figura 4). Antes da injecdo no
GC-MS, as amostras foram derivatizadas por sililacdo com N-Metil-N-(trimetilsil)
trifluoroacetamida (MSTFA). As amostras secas foram ressuspensas em 95 pL
de cloridrato de metoxiamina/piridina (2,5 mg/ML) e incubadas por 30 minutos a
60°C em bloco térmico, seguido da adi¢do da mistura MSTFA:piridina (45:50) e
novamente incubadas pelo mesmo tempo e temperatura. Posteriormente, foram
adicionados 10 puL de metiltridecanoato (MTD) em piridina (573 uM), 200 pL da
solucdo foram transferidos para vails com inserts para serem injetados e

analisados via GC-MS.

Para curva de calibracao foram utilizados padrées de uma série de alcano.
Uma solucao foi preparada contendo 80 pL de hexano e 10 pL dos padrdes C20

e C40 em cada solugéo.

As analises de GC-MS foram realizadas em um sistema de cromatografia
gasosa (modelo 7890 A, Agilent Technologies, CA, EUA) acoplado a um unico
espectrometro de massa quadrupolo (modelo 5975 C inert XL, Agilent
Tecnologias). Uma coluna HP-5MS (30 m de comprimento, 0,25 mm d.i., com
um Filme de 0,25 ym composto por 95% de dimetil e 5% de difenil polissiloxano,

da Agilent Technologies) e hélio a uma taxa de fluxo de 1,0 mL min* foram
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usadas. O injetor de GC foi mantido a 250 °C e as amostras foram injetadas com
divisdo 1:10, usando He a 10 mL.min"1.A temperatura inicial do forno foi de 60
°C, e 1 min ap0s a injecdo, a temperatura aumentou a uma taxa de 10 °C min-1
para atingir uma temperatura final de 300 °C. A temperatura da linha de
transferéncia do detector foi ajustada para 290 °C, a fonte de filamento a 230 °C
e 0 quadrupolo a 150 °C. Os ions foram gerados a 70 eV. O espectrometro de

massa foi operado no modo de varredura completa (50—-600 m/z).

Figura 4. Esquema do processo de extracdo das amostras de Soja para analise
via GC-MS.

N
A\ - P
5mg deamostra 3 mg de amostra + 1 Banho ultrassénico 5 0 g de amostra+ 1 mL : % .
(triplicata biolégica) mlL cloroférmio fion cloroférmio + 500 uL thr B,a!.]'hoi _ misturaA=3mldgua  Banho ultrassdnico
metanol (mistura A) wRRGsomegmue (mistura B) (5 min)
[ FasEorcinica |

U i 2L
i

1 mL da fase organica

da mistura B + sulfato

de sodio

200 uL da fase organica Equipamento GC-MS

[ FASE AQUOSA |

* . % " d
| gl 1|
U - —— | DERmaTzAGiO | —> — e

RIVATIZAG! i & -
& - gl =
200 ;‘:iﬁ;: 21052 Liofilizador por 24 horas 200 pL da fase aquosa Equipamento GC-MS

Fonte: autoria prépria.
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2.5Andlise metabolémica via Ressonancia Magnética Nuclear de
'H(RMN)

Os espectros de RMN de 'H, COSY, e HSQC, foram adquiridos no
espectrometro Bruker 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio),
AVANCE Il e no espectrometro Bruker 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do
hidrogénio), AVANCE IlI, localizado no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear, Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal de Sé&o
Carlos, Séo Carlos, Sado Paulo. Foi utilizado como padréo de referéncia o 3-sal
de saédio (trimetilsilil) propiénico-2,2,3,3 acido D4 (TMSP-d4).

Inicialmente, foram realizados alguns testes para definir quais seriam as
melhores condi¢cdes para uma extracdo mais eficiente dos metabdlitos. Os testes
foram conduzidos variando a proporcéo dos solventes metanol:agua, de modo
que as condi¢cbes variavam de 100% de metanol a 100% de 4gua. Também
foram testadas as temperaturas de 25°C e 50°C. Os melhores resultados foram

fornecidos em metanol:agua (25:75) a 25°C.

Portanto, para as andlises foram pesados 40 mg de cada amostra,
solubilizadas em 700 uL da mistura metanol:agua (25:75) com tampao fosfato,
levadas ao banho ultrassénico por 5 minutos a 25 °C, e, posteriormente a
centrifuga por 5 minutos a 25 °C, 14000 rpm. Aliquotas de 500 pL foram
coletados do sobrenadante e transferidos para tubos de 5 mm (figura 5). Apés a
aquisicdo dos espectros unidimensionais (1D) de RMN de *H, foi feito um pool
com todas as amostras para a aquisicdo dos espectros bidimensionais (2D), a
exemplo do cosy, gerado pelo acoplamento spin-spin de 'H e o HSQC
(Coeréncia Heteronuclear Quantica Unica), gerado pelo acoplamento de H e
13C. Os sinais utilizados foram selecionados de regides do espectro de 'H com
0 minimo de sobreposi¢des possivel. Todos os espectros foram analisados nos

softwares NmrProcflow (https://nmrprocflow.org/), Chenomix e MestReNova
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Figura 5. Esquema do processo de extracao das amostras de Soja para analise
via RMN.

“&\ vy

40 mg de amostra 40 mg de amostra +
(triplicata biologica) metanol:agua (25:75) +
tampao fosfato

Banho ultrassonico 5 Centrifuga 5 min a 1400 500 uL do sobrenadante Tubos de 5 mm
— pm

Fonte: autoria propria.

2.6 Andlise estatistica multivariada

O conjunto de dados dos metabdlitos obtidos via RMN de 'H e GC-MS foram
carregados e normalizados no MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/), uma plataforma abrangente

para estudo de metabolémica de alto rendimento, onde é possivel identificar os
metabdlitos que se expressam de forma diferencial em condicdes distintas. As
andlises incluiram Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-
DA), anadlise hierarquica de agrupamento, mapa de calor, pontuacdes de
Importancia Variavel na Projecao (VIP). A normalizacdo por mediana permitiu
que as diferencas gerais entre as amostras fossem ajustadas. A transformacao
dos dados de raiz quadrada e a escala de pareto foram executas para que 0s

fossem comparaveis entre si.


https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/
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3. RESULTADOS E DISCUSAO
3.1 Germinagédo das sementes de soja e massa fresca

Durante a germinacdo as sementes de soja foram impostas as
temperaturas de 28/22°C (dia/noite), considerada condi¢cao controle e 36/24°C,
considerada estresse térmico moderado (CHEBROLU et al, 2016). Na
temperatura 6tima as sementes apresentaram 98% de germinagdo maxima, ja
em 36/24°C a taxa de germinacdo ficou em 93% (figura 6a). Sendo assim,
estatisticamente ndo houve diferenca entre os dois tratamentos, o que significa
que o estresse térmico moderado ndo afetou a viabilidade das sementes. A
temperatura afeta tanto a germinacdo maxima, como O sincronismo e a
velocidade, por estar intimamente relacionada as reacfes bioquimicas
necessarias para o inicio do processo germinativo (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

A Velocidade de germinacédo, aqui medida como t50, seguiu um padréo
diferente da porcentagem de germinacdo maxima. Na condicdo controle foram
necesséarias 35,3 horas para que 50% das sementes germinassem e sob
estresse foram necessarias 32 horas (figura 6b), isto é, o aumento da
temperatura aumentou a velocidade de germinacdo. Sementes de genotipos
variados de trigo para pao indiano (Triticum aestivum L.) demonstraram maior
velocidade na germinacdo em condicdes de estresse (25°C) quando comparado
ao controle (20°C), isso pode ser atribuido a maior taxa de mobilizacdo das
reservas energéticas nas sementes (SHARMA et al, 2022). Temperaturas acima
da ideal para a porcentagem maxima de germinacdo, comumente acelera a
velocidade com que a semente germina, porém apenas sementes com alto vigor

e viabilidade conseguem germinar (ROBERTS, 1988).
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Figura 6a) Porcentagem de germinacdo maxima b) tempo médio de germinacao
das sementes de soja

Letras diferentes acima das barras designam diferencas entre as amostras pelo HSD de Tukey
(p <0,05).
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Fonte: autoria propria.

Para analisar os efeitos da temperatura em sementes e plantulas de soja,
a massa fresca do endosperma e raiz também foi medida. Foi observada uma
diminuicao significativa na massa do endosperma e raiz das sementes a 36°C
(figuras 7a e b). Nas plantulas, ndo foi observada diferenca significativa na
massa fresca do endosperma, em contra partida, houve um decréscimo na raiz

(figura 8a e b).

Figura 7. Massa fresca de a) endosperma e b) raiz de sementes germinadas a
28/22°C e 36/24°C.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 8. Massa fresca de a) endosperma e b) raiz de plantulas a 28/22°C e
36/24°C.
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Fonte: autoria propria.

O aumento da temperatura causou uma diminuicdo no conteudo fresco
das sementes, esta diminuicdo esta atrelada aos processos germinativos.
Durante a germinagdo, h4 uma mobilizacdo do conteddo de reserva
(carboidratos, proteinas e lipidios) armazenados no endosperma para que a
protusdo da radicula aconteca (HOH, 2012). O decréscimo na massa seca do
endosperma sugere que essas reservas foram consumidas em maior quantidade
para apoiar a germinacdo sob uma condi¢cdo estressante. O peso fresco em
sementes de arroz (Oryza sativa) germinadas sob estresse térmico também foi

reduzido.

As plantulas submetidas as temperaturas de 36/24°C tiveram o
desenvolvimento das raizes afetado, isso foi evidenciado pela perda de massa
fresca das raizes em comparacédo com o controle (28/22°C) (figura 8b), 0o mesmo
aconteceu com as sementes (figura 7b). Temperaturas altas podem influenciar
negativamente o crescimento e desenvolvimento do sistema radicular (TAIZ; et
al, 2015). O desenvolvimento adequado da raiz nas plantas € especialmente
importante, visto que a raiz ancora e sustenta a planta e absorve agua e sais
minerais. Portanto, o estabelecimento de plantas saudaveis esta intimamente ao
desenvolvimento da raiz. Em plantulas de trigo e alface também apresentaram o
mesmo efeito de redugdo da massa fresca sob estresse térmico (SONG; LEI
TIAN, 2005; COONS; KUEHL; SIMONS, 1990). Os resultados evidenciam que
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as sementes de soja ativam mecanismos que permitem que as sementes
germinem mesmo gque em condi¢do de estresse, no entanto, o desenvolvimento
do sistema radicular € prejudicado, o que pode causar efeitos negativos no
estabelecimento e desenvolvimento de plantas de soja em um ambiente

estressante.

3.2 Quantificacdo dos metabdlitos nas amostras de soja via RMN de 'H

Os processamentos dos espectros unidimensionais de 'H foram
realizados através dos softwares NMRProcFlow e Chenomx. O NMRProcFlow é
um software online especialmente dedicado a metabolémica, nele é possivel
agrupar multiplos espectros (figura 9), o que possibilita a identificacdo e
quantificacdo dos metabdlitos de interesse em diversas amostras em apenas

uma Unica analise, este software possibilitou fazer a quantificagdo relativa.

Figura 9. Espectros sobrepostos de RMN de 1H processados no software
NMRProcFlow das amostras de soja. Cada cor representa uma amostra
diferente.
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Fonte: print do software NnrProcflow

O Chenomx é um software especializado em analise de misturas para
aplicacbes em ciéncias da vida como a alimentag&o/nutricdo e a metaboldmica.
O software funciona através do ajuste manual da biblioteca de referéncia
espectral aos sinais apropriados dentro do espectro (figura 10), permitindo que
0 usuario ajuste a intensidade e a localizacdo dos sinais para valores de

concentracdo absoluta ajustaveis. Também acontece o ajuste automatico da
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biblioteca de referéncia para refletir as condigbes de aquisicdo do espectro, como

pH e intensidade do campo aplicado.

Figura 10. Ajuste da biblioteca de referéncia espectral a sinais no espectro
experimental.

Fonte: adaptado do software Chenomix

Os sinais utilizados para identificar e quantificar os metabdlitos presentes
nas amostras de soja foram os mesmos no processamento utilizando os dois
softwares (figuras 11 e 12), identificados através de dados da literatura.
Buscando informacdes adicionais que possam comprovar a identidade dos
metabdlitos identificados, os seguintes espectros em 2D foram obtidos: COSY
(do inglés, COrrelation SpectroscopY, apéndice 1), que indica quais atomos de
hidrogénio estdo acoplando entre si e HSQC (do inglés, Heteronuclear Single
Quantum Correlation, apéndice 2), neste tipo de experimento € possivel analisar
a correlacdo entre os nucleos de 3C e 'H que estdo distante por uma ligacéo
quimica, assim, ha a indicacdo de qual carbono esta ligado a qual hidrogénio.
Para a aquisicdo desses espectros foi feito um pool com todas as amostras, 0s

espectros foram processados no software MestReNova.
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Figura 11. Ampliacbes do espectro 'H do pool das amostras de soja a)
isoleucina, valina, lactato, treonina, alanina, acetato, succinato, asparagina,
gaba; b) malonato, colina, betaina, glicina, sarcosina e etileno glicol.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 12. AmpliacGes do espectro de 'H do pool das amostras de soja a)
glucose, sacarose e fumarato b) histidina, formato e trigonelina.
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No total, foram identificados e quantificados vinte e um metabdlitos nas
amostras, incluindo dez aminoacidos, dois carboidratos (figura 13a e b), seis
acidos organicos, um alcool, uma vitamina e um alcaloide (figura 14a e b). Os
sinais utilizados para identificar tais metabdlitos estdo descritos em termos de
deslocamento quimico, multiplicidade e valores de constante de acoplamento (J)

na tabela 2.

Figura 13. Estrutura quimica dos metabdlitos encontrados nas amostras de soja.
a) aminoacidos; b) carboidratos.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 14. Estrutura quimica dos metabdlitos encontrados nas amostras de soja.
a) acidos organicos; b) vitamina, alcaloide e alcool.
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Fonte: autoria prépria.
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Tabela 2. Deslocamento quimico, multiplicidade e valores de constante de

acoplamento (J) dos metabdlitos encontrados nas amostras de Soja.

Multiplicidade e
constante de
acoplamento (J Hz)

N° do Deslocamento

Metabdlitos D
carbono quimico (ppm)

Acido y-aminobutirico

(GABA) 4 3,01 t (7,6)
Acetato 2 1,91 S
Alanina 3 1,48 d(7,2)
Asparagina 3 2,83 dd (8,0/8,8)
Betaina N(CHs) 3,25 s
Colina N(CHs) 3,19 S
Etileno glicol le?2 3,66 S
Formato 1 8,45 S
Fumarato 2e3 6,51 S
Glicina 2 3,54 S
Glicose 1 5,20 d (3,6)
Histidina 6 7,08 S
Isoleucina 5 0,94 t (7,6)
Lactato 3 1,33 d (6,4)
Malonato 2 3,11 S
Sacarose 1 54 d (3,6)
Sarcosina 2 3,59 S
Succinato 2e3 2,39 S
Treonina 4 1,32 d (6,8)
Trigonelina 2 9,13 S
Valina 4 0,99 d (7,2)

Fonte: autoria propria.
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3.3 Quantificacdo dos metabdlitos nas amostras de soja via GC-MS

O processamento dos cromatogramas da fase aquosa de GC-MS foi feito
através dos softwares PARADISe e AMDIS. O software PARADISe é um
programa de software para resolucdo de dados néo direcionados de
espectrometria de massa de cromatografia gasosa (GC-MS). Ele foi utilizado
para a constru¢cdo de uma curva de calibracdo usando uma série de alcanos,
com o numero de carbonos variando de C10 a C38, (figura 15) e a identificacdo
dos metabdlitos. A quantificacdo dos compostos identificados foi feita via AMDIS,

onde foi possivel obter as areas correspondentes a cada pico.

Figura 15. Curva de calibracdo de alcanos
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Fonte: autoria propria

Inicialmente foi feito um levamento de potenciais metabdlitos comparando

as semelhancas dos espectros de massas de substancias desconhecidas com
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as existentes na biblioteca NIST no PARADISe (figura 16). Posteriormente, a
selecdo dos metabdlitos foi feita a partir da comparacéo do indice de retencdo
(IR) experimental, calculado com o auxilio da curva de calibracdo com o indice

de retencéo dado na literatura.

Figura 16. Comparagéo entre os espectros de massas de uma substancia

desconhecida e uma substancia presente na biblioteca NIST.

Espectro em vermelho = substncia desconhecida; espectro em azul = biblioteca NIST. Os

espectros da figura séo do acido tridecandico, onde houve uma compatibilidade de 90%.
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Por fim, foram selecionados apenas os metabdlitos que apresentaram um
coeficiente de variacdo com relagcéo aos indices de retencdo menor de 15%. No
total foram quantificados 16 novos metabdlitos, incluindo sete &cidos organicos,
dois carboidratos (figura 17), quatro acidos graxos, um aminoacido, uma
vitamina do complexo b e um tridlcool (figura 18). Os picos utilizados para
identificar os metabolitos estdo descritos em termos de tempo de retencao,

indice de retencao experimental e tedrico e coeficiente de variagdo na tabela 3.



55

Figura 17. Estrutura quimica dos metabdlitos encontrados nas amostras de soja
via GC-MS. a) acidos organicos b) carboidratos.
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Figura 18. Estrutura quimica dos metabdlitos encontrados nas amostras de soja
via GC-MS. a) acidos graxos b) aminoéacido, vitamina e trialcool.
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Tabela 3. Tempo de retencao, indices de retencéo e coeficiente de variacdo dos

metabalitos identificados nas amostras de soja via GC-MS.

RT=tempo de retencéo; IR= indice de retengdo; CV= coeficiente de variagao.

Metabolitos RT(min) IR IR CV%
Literatura experimental
Acido glicolico, 2TMS 13,12 1085
1126,82 3,85
Malonato, 2TMS 15,88 1214 1181.28 _2’69
glicerol, 3aTMS 19,02 1295 1248 66 358
Acido metilmalénico, 2TMS 20,69 1220
1286,77 5,47
Acido glicérico, 3TMS 21,37 1319,95
1302,74 -1,30
B-Alanina, 3aTMS 25,36 1423,66 1401 46 156
Acido malico, 3TMS 28,05 1479,12
1472,75 -0,43
Acido tridecandico, metil ester 33,47 1631 1627,39 -0,22
D-frutose, 5TMS 39,77 1864
1824,45 -2,14
Acido citrico, 4TMS 40,33 1838
cido citrico 1842.82 0,26
Acido miristico, tms 41,35 1843,20 1876,62 1,81
D-galactose, 5TMS 45,77 1897,60
g 2028,04 6,87
Acido ribénico, 5TMS 45,99 1799
2035,78 13,16
Acido palmitico, TMS 47,74 2040 2098,02 2,84
myo-inositol, 6TMS 48,83 2096
Y 2137,38 1,97
Acido estearico, TMS 53,64 2234,10 2316,22 3,68

Para que fosse possivel propor as contribuicdes e mecanismos nos quais
estes metabolitos estariam envolvidos quando sementes e plantulas de soja séo
germinadas sob estresse térmico, foi utilizada uma abordagem apoiada no perfil
de metabdlitos analisado via RMN de 'H e GC-MS onde foram usadas

ferramentas da estatistica multivariada.
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3.4 Caracteristicas metabdlicas daresposta de soja ao estresse térmico via
RMN de 'H

3.4.1 Comparagdo entre os dados analisados nos softwares

NmrProcflow e Chenomix

Com intuito de definir qual seria o conjunto de dados mais adequado para
analisar o metaboldbma das amostras de soja, os mesmos foram divididos entre
0s grupos de semente e plantula e foram submetidos a uma andlise estatistica
multivariada inicial. Para tanto, os dados foram transformados usando o mesmo

tipo de normalizagdo dentro de cada grupo.

A andlise de discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) é
utilizada para demonstrar a separacao das amostras em grupos de acordo com
um conjunto de variadveis. Os graficos de PLS-DA (figura 19) mostraram que
ambos os conjuntos de dados foram satisfatoriamente separados em quatro
grupos de acordo com o tecido (raiz e endosperma) e a temperatura (28 °C e 36
°C). A taxa de variacdo explicada pelo componente 1 foi muito semelhante para
os dois softwares, bem como a variacdo dentro de cada grupo, representada
pelas elipses. Por outro lado, o componente 2 explica apenas 8,3% (autovalor
0,83) da variagcédo para os dados do Chenomix e 18,8% (autovalor 1,88) para

NmrProcflow.

O critério de autovalor ou critério de Kaiser identifica se um modelo
utilizado é adequado para o ajuste dos dados, componentes com autovalor maior
qgue 1 pode ser potencialmente usado para explicar a distribuicdo das amostras
no grafico de PLS-DA (CARVALHO et al, 2021). Portanto, admite-se que 0s
dados obtidos no NmrProcflow descrevem melhor o comportamento das
amostras de semente de soja e andlises posteriores serdo feitas com base

nestes dados.
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Figura 19. Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do

perfil de metabdlitos das amostras de sementes de soja a) dados do

NmrProcflow b) dados do Chenomix.

SS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C, R36=

raiz 36 °C.
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A andlise de discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) para

as amostras de plantulas também demonstrou que ambos os conjuntos de dados

foram satisfatoriamente separados em quatro grupos de acordo com o tecido

(raiz e endosperma) e a temperatura (28 °C e 36 °C), com a taxa de variacao

sendo explicada pelo componente 1 muito semelhantes para os dois softwares

(figura 20). O componente 2 explicou 5,8% (autovalor 0,58) da variacdo para os

dados do NmrProcflow e 18,2% (autovalor 1,82) para Chenomix, portanto,

entende-se que que os dados obtidos no Chenomix descrevem melhor o

comportamento das amostras de plantula de soja e analises posteriores seréo

feitas com utilizando esses dados.
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Figura 20. Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do

perfil de metabolitos das amostras de plantulas de soja a) dados do NmrProcflow
b) dados do Chenomix.

PS= plantula soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C,
R36=raiz 36 °C
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Fonte: autoria propria

3.4.2 Perfil metabdlico das sementes de soja em resposta ao estresse
térmico

Como visto no topico anterior, a andlise discriminante dos minimos
quadrados parciais (PLS-DA) foi inicialmente feita para avaliar de forma geral
como as amostras de semente e plantula de soja se agrupavam em termos de
metaboléma associado a temperatura e aos diferentes tecidos da planta (figura
17a). Nas amostras de semente ficou claro que ao longo do eixo x existe uma
separacdo pronunciada entre o metaboléma dos tecidos (raiz e endosperma) e
ao longo do eixo y a separagao esta associada com a temperatura. A analise de

grupamento hierarquico acoplada ao mapa de calor (figura 22) também indicou
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a presenca de dois grupos sendo agrupados de acordo com o tecido da planta,

corroborando com as informacdes fornecidas pelo grafico de PLS-DA.

Figura 21a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecéo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de sementes de soja.

SS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C,
R36=raiz 36 °C
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Essas diferencas podem ser explicadas pelo comportamento de alguns
metabolitos através da Importancia variavel na projecao (VIP, figura 21b). O VIP
€ a medida da importancia de cada variavel no modelo PLS-DA, resumindo a
contribuicdo de cada variavel (BANERJEE et al, 2013), neste caso, metabdlitos.
Uma vez que a média quadratica dos VIP scores € igual a 1, o critério maior que
1 é utilizado para selecionar as variaveis (CHONG et al, 2019). Isto é, apenas
metabodlitos acima de 1 estdo contribuindo de forma significativa para as
diferencas em termos de metaboléma. O VIP scores demonstrou a contribui¢céo
de 11 metabdlitos, incluindo etileno glicol, glicina, sacarose, colina, asparagina,
treonina, betaina, sarcosina, GABA, succinato e acetato (figura 21b). Através do

mapa de calor € possivel ter uma visualizacéo geral da distribuicdo de cada um
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desses metabdlitos nas amostras, onde as cores representam 0s niveis dos

metabalitos (figura 22).

Figura 22. Mapa de calor resumindo as mudancas nos niveis relativos de

metabdlitos nas sementes de soja.

SS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28=raiz 28°C, R36=
raiz 36 °C.
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As altas temperaturas provocaram acumulo de sacarose, asparagina e
betaina na raiz. Glicina, colina, treonina, sarcosina, acetato, GABA e succinato
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foram reduzidos no endosperma e raiz. Etileno glicol foi reduzido no endosperma
(figura 22).

Em plantas superiores a betaina, também chamada de glicina betaina, é
sintetizada em altos niveis em resposta a estresses ambientais (CHEN;
MURATA, 2002). Estudos indicam que a betaina atua estabilizando a estrutura
quaternaria de proteinas (CHEN; MURATA, 2002; GORHAM, 1995), evitando a
desnaturacao dessas proteinas que perdem sua agao bioldgica e também agem
como moléculas toxicas, causando a morte celular. Além disso, a betaina
desempenha um papel importante na protecdo de membranas e
macromoléculas dos efeitos deletérios do estresse, e seu acumulo reduz a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), amenizando o estresse
oxidativo causado pelo estresse térmico (YANG et al, 2007; MCNEIL; NUCCIO;
HANSON, 1999).

A glicina é um aminoacido ndo essencial formado a partir do 3-
fosfoglicerato, um subproduto da glicélise. Aminoacidos como a glicina podem
atuar de forma direta ou indireta nas respostas das plantas frente ao estresse
oxidativo causado pelo estresse térmico. Em mudas de canola expostas ao
estresse térmico foi identificado uma reducéo nos niveis de glicina (VIANA et al,
2022). Foi sugerido que a reducao de glicina nas plantas frente a estresses
abibticos pode estar relacionada a formacdo de glicina betaina (figura 23),
metabdlito que também foi identificado como acumulado nas raizes de sementes
de soja, corroborando com a hipétese da atuacao indireta da glicina e indicando
gue a mesma age como precursor para um metabdlito, que quando acumulado

em tecidos vegetais sob condicGes desfavoraveis, atua protegendo-os.

Figura 23. Via de metilacdo da glicina para a sintese da betaina.
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Plantas de tabaco transformadas para produzir altas concentracdes de betaina
foram significativamente mais tolerantes a altas temperaturas (YANG; LIANG;
LU, 2005), sementes de Arabidopsis thaliana transformadas foram capazes de
germinar a 50 °C e o crescimento de mudas de plantas transgénicas foi mais
acelerado frente as de Arabidopsis thaliana ndo transformadas (HAYASHI;
MURATA, 1998).

AcUcares como a sacarose e frutose desempenham fungéo essencial no
metabolismo vegetal, eles sdo precursores na biossintese de aminoéacidos,
acidos graxos e, em Uultima escala, todos os outros presentes nas plantas
(SMEEKENS, 2000). A sacarose € o principal aclucar de transporte na maioria
das espécies de plantas, sob condi¢des de estresse seus niveis sdo aumentados
(ROLLAND; BAENA-GONZALEZ; SHEEN, 2016; CALDANA et al, 2011). Em
plantas Arabidopsis thaliana o choque térmico causou o acumulo de sacarose e
outros aglcares que estavam atrelados a termotolerancia da planta (KAPLAN et
al, 2004). Os acucares nao funcionam apenas como fonte de carbono e energia,
mas também atuam como compostos sinalizadores alterando o sistema de
expressao génica (SMEEKENS, 2000; BOLOURI MOGHADDAM; VAN DEN
ENDE, 2013).

Tanto o acumulo quanto a reducdo da sacarose podem aumentar ou
silenciar a expressdo de genes (KOCH, 1996). Os genes responsivos aos
acucares representam um importante mecanismo para a sobrevivéncia das
plantas frente a estresses ambientais, foi relatado que varios genes induzidos
por temperatura apresentavam elementos responsivos ao agucar (KAPLAN et al,
2004).

A sacarose é um dissacarideo que esta diretamente envolvido na
formacdo de um ambiente celular pré-oxidante, associado aos processos de
fotossintese e respiragdo, e também antioxidante, associado a biossintese de
carotenoides (metabdlito secundario antioxidante) e a via oxidativa das
pentoses-fosfato (SAVCHENKO e TIKHONOV, 2021). Estresses como estresse
hidrico e altas temperaturas causam um aumento significativo na producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo seguidos por um aumento da
sacarose, que teve funcdes antioxidantes sugeridas principalmente em tecidos
onde seus niveis foram aumentados (MORELLI et al, 2003; VAN DEN ENDE;
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VALLURU, 2009). O acamulo na raiz, além de estar ligado com producado de
energia para que a raiz se desenvolva e seja possivel o estabelecimento de
plantulas e plantas saudaveis, também pode sugerir que a sacarose esteja
atuando como uma molécula osmoprotetora mitigando os efeitos do estresse
oxidativo e modulando a expresséo génica de modo a sustentar o crescimento

da raiz.

A reducao da sacarose no endosperma pode ser explicada pelo consumo
da mesma no metabolismo energético, contribuicdo para a sintese de
aminoacidos e construcdo de paredes celulares para suportar a geminacéo
frente as altas temperaturas (KUHN; GROF, 2010).

Como visto na analise discriminante dos minimos quadrados parciais
(PLS-DA. Figura 17a) a maior parte da variacdo no metaboldma da semente foi
atribuida aos diferentes tecidos (endosperma e raiz) e a menor variacao é
atribuida a temperatura. Portanto, para dissecar melhor os efeitos da
temperatura, decidiu-se analisar os tecidos separadamente. Analisando o efeito
da temperatura no endosperma, o componente principal 1 (PC1) explicou 61,5%
(autovalor 6,15) da variagdo dos dados e o componente principal 2 (PC2)
explicou 17% (autovalor 1,7). E possivel notar que existe uma diferenca no
metaboldma das amostras de endosperma de soja relacionada com a
temperatura (figura 24a). O VIP scores demonstrou a contribuicdo de 11
metabdlitos para essas diferencas, dentre os quais, GABA, glicina, etileno glicol,
sarcosina, succinato, colina, sacarose e acetato se repetem. Histidina e
malonato aparecem como novos metabdlitos significativos como consequéncia

do maior enfoque na temperatura (figura 24b).
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Figura 24a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de endosperma de sementes de soja.

SS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma
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Analisando o efeito da temperatura na raiz, 0 componente principal 1
(PC1) explicou 55,1% (autovalor 5,51) da variacdo dos dados e o componente
principal 2 (PC2) explicou 17% (autovalor 1,7), também é possivel notar que ha
uma clara diferenca no metaboléma das amostras das raizes de soja relacionada
com a temperatura (figura 25a). O VIP scores demonstrou a contribuicdo de 12
metabdlitos para essas diferencas, dentre os quais, sarcosina, GABA, fumarato,
sacarose, treonina, alanina, isoleucina, succinato, histidina e acetato. Valina e
malonato aparecem como novos metabdlitos significativos relacionados a

temperatura (figura 25b).
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Figura 25a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de raiz de sementes de soja.

SS= semente soja, R28= raiz 28°C, R36= raiz 36 °C.
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Comparando os metabdlitos que contribuiram para a variacdo no
metaboldma das sementes (endosperma e raiz), sementes (endosperma) e
sementes (raiz) € possivel notar que ha uma semelhanca, confirmando
coeréncia dos dados. As diferencas se dao por conta do efeito da temperatura
tornar-se mais evidente quando é feita a andlise dos tecidos separadamente. O
estresse térmico provocou a variacdo de alguns metabdlitos, como o acimulo de
histidina no endosperma e a reducdo de GABA, succinato, sacarose, glicina,
formato, malonato, acetato, etileno glicol e colina (figura 24b). Na raiz foram
acumulados maiores niveis dos aminoacidos isoleucina e valina e também houve
0 acumulo de sacarose, aléem da reducdo de GABA, succinato, fumarato,

treonina, malonato, acetato, histidina e alanina (figura 25b).

Leucina, valina e isoleucina formam um grupo denominado aminoacidos
de cadeia ramificada (BCAAs), classificados assim por apresentar residuos de

hidrocarbonetos ramificados (BINDER et al, 2010). Os aminoacidos fornecem
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blocos de construgcdo para a sintese de proteinas e também sdo importantes em
muitas redes metabdlicas que controlam o crescimento e desenvolvimento das
plantas, atuando como precursores de metabolitos secundarios protetores, como
alcaloides e glicosideos (PRATELLI; PILOT, 2014; TAN et al, 2021). Os BCAAs
sdo conhecidos por se acumularem sob condi¢des de estresse abidtico e biodtico
(XING; LAST, 2017; ZEIER, 2013), esses metabolitos foram acumulados sob
estresse térmico durante desenvolvimento de sementes de soja com genaotipos
tolerantes a altas temperaturas (CHEBROLU et al, 2016).

Estudos demonstram que o0s niveis de valina e isoleucina foram
acumulados em raizes de tomateiro bravo (Solanum nigrum) sob estresse de
metais pesados (XU et al, 2012) e em tecidos vegetais frente ao estresse hidrico
(JOSHI et al, 2010). Esses resultados sugerem que os aminoacidos podem atuar
como moléculas osmoprotetoras e sequestradores de espécies reativas de
oxigénio (ROS), diminuindo os efeitos do estresse oxidativo (YOU et al, 2019;
JOSHI et al, 2010). Outro papel plausivel para os aminoacidos, especialmente
os BCAAs, é serem doadores alternativos de elétrons para a cadeia de
transporte mitocondrial para produzir ATP, isto é, producao de energia (OBATA,;
FERNIE, 2012).

Também foram demonstradas mudancas nos niveis de histidina em
muitas espécies de plantas em resposta a estresses abidticos. Mudas de canola
(Brassica napus L.) e plantas de festuca dura cultivadas sob altas temperaturas
apresentam um acumulo de histidina (VIANA et al, 2022; WANG et al, 2018). No
gergelim (Sesamum indicum), a intensidade relativa de alguns aminoacidos,
incluindo a histidina, foi maior frente ao estresse hidrico em um gendtipo
tolerante a seca (YOU et al, 2019). Portanto, o acumulo de histidina no
endosperma, isoleucina e valina na raiz de sementes de soja pode estar
contribuindo para desenvolvimento dessas sementes frente ao estresse térmico,

modulando o metabolismo energético e contribuindo para a homeostase celular.

O GABA é um metabdlito bastante discutido no que se refere as respostas
das plantas frente a estresses, diversos estudos apontam sua rapida e ampla
producdo na resposta a estresses abidticos (BAXTER et al, 2007; BOUCHE;
FROMM, 2004; KINNERSLEY, 2000). O GABA ¢ sintetizado para atuar como

uma molécula osmopropetora, podendo induzir a tolerdncia ao calor. No
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endosperma e nas raizes de sementes de soja houve uma reducdo do GABA,
sugerindo que seu catabolismo foi aumentado a 36°C. Uma vez que o GABA
atua como uma molécula de sinalizacdo, eram esperados niveis maiores deste
metabdlito nas sementes estressadas em comparagdo com as germinadas em
condi¢cdes normais. Uma das hip6teses que estes resultados podem levantar é
gue sementes de soja quando submetidas as altas temperaturas ndo adotam

esse mecanismo de defesa e sinalizagao.

Um dos produtos do catabolismo do GABA através da via shunt GABA é
0 succinato (figura 26), acido organico intermediario do ciclo de Krebs. O
succinato também apresentou niveis reduzidos no endosperma e raiz, ou seja,
0 succinato que foi catabolizado pode estar sendo utilizado para alimentar o ciclo
de Krebs, que € uma via chave na producdo de energia e para 0S processos
metabdlicos que conduzem as defesas da planta (ANSARI, 2021; JANSE VAN
RENSBURG,; LIMAMI; VAN DEN ENDE, 2021).

Figura 26. Via de degradacao do GABA (shunt GABA).

O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato via glutamato descarboxilase (GAD) no citosol. Na
mitocbndria, a enzima GABA transaminase (GABA-T) catalisa a produgdo de semialdeido
succinico (SSA), que produz succinato e NADH através da acdo da enzima semialdeido
succinico desidrogenase (SSADH).
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Para além da reducéo de GABA e succinato no endosperma e raiz das
sementes de soja, a reducao de fumarato nas raizes (figura 25b) corrobora com
a hip6tese de que, sob estresse térmico, os intermediarios do ciclo de Krebs

(figura 27) estdo sendo consumidos para alimentar o ciclo e aumentar sua

~

/
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atividade. Outras culturas também apresentaram uma reducdo nos niveis de
fumarato e succinato quando expostas a estresses abidticos. Plantas de
Arabidopsis thaliana expostas ao aquecimento prologado apresentaram niveis
de fumarato e succinato diminuidos (WANG et al, 2020), assim como em raizes
submetidas ao estresse oxidativo (LEHMANN et al, 2012).

Figura 27. Representacao esquematica do ciclo de Krebs e via GABA shunt

As setas em azul representam a via GABA shunt de forma simplificada.
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Fonte: autoria propria.

Portanto, a reducédo de succinato, fumarato e GABA estdo regulando a
resposta das sementes ao estresse de modo que acontece uma mobilizacdo
para o fornecimento de energia através do ciclo de Krebs, uma via intermediéaria
no metabolismo vegetal, que é um dos principais responsaveis por fornecer
elétrons para cadeia de transporte de elétrons mitocondrial para produzir ATP
(OBATA; FERNIE, 2012). Adicionalmente, pode-se sugerir que a redugédo dos
metabdlitos citados esteja subsidiando a producdo de aminoacidos ligados direta
e indiretamente ao ciclo de Krebs, como, por exemplo, asparagina, valina e

isoleucina que apresentam niveis aumentados.



70

3.4.3 Perfil metabdlico das plantulas de soja em resposta ao estresse

térmico

Nas amostras de plantulas ficou claro que ao longo do eixo x existe uma
separacao entre o metaboldma dos tecidos (raiz e endosperma) e ao longo do
eixo y a separacdo esta associada com a temperatura (figura 28a), com o
componente 1 explicando 61% da variacédo total (autovalor 6,1) e 0 componente
2 explicando 18% (autovalor 1,8). As diferengcas no metaboldma podem ser
explicadas pelo comportamento de alguns metabdlitos, através da Importancia
variavel na projecao (VIP, figura 24b). O VIP scores demonstrou a contribuicéo
de 11 metabdlitos, incluindo fumarato, sacarose, trigonelina, valina, GABA,

glicina, colina, asparagina, betaina, etileno glicol e trigonelina (figura 28b).

Figura 28a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de plantulas de soja.

PS= plantula soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C,

R36= raiz 36 °C
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O estresse térmico nas plantulas provocou o acumulo de asparagina no
endosperma e raiz, além disso, trigonelina, valina e colina também tiveram seus
niveis aumentados na raiz. Houve reducao de fumarato, GABA e glicina na raiz
e endosperma. Treonina e sacarose demonstraram acumulo na raiz e reducéo
no endosperma. Etileno glicol foi reduzido no endosperma e betaina foi reduzida

na raiz e aumentada no endosperma.

A trigonelina é um alcaloide pertencente ao metabolismo secundario das
plantas, seus niveis sdo aumentados quando as plantas sédo estressadas. Folhas
de soja com deficiéncia de ferro apresentaram concentracdes maiores de
trigonelina, foi sugerido que este alcaloide pode estar envolvido na cadeia de
transducédo de sinal ligada a resposta da planta ao estresse oxidativo (LIMA et
al, 2014). A trigonelina também é responsiva ao estresse salino, a medida que
folhas de soja foram expostas a concentracdes progressivas de NaCl, houve um
aumento no teor de trigonelina, sugerindo que a mesma esteja atuando como
molécula osmoprotetora (CHO; LIGHTFOOT e WOOD, 1999). Além de estar
atuando como molécula sinalizadora e osmoprotetora, a trigonelina pode estar
impedindo a inibicdo da atividade de varias enzimas, visto que o papel deste
alcaloide na protecdo de enzimas vegetais e animais conferindo estabilidade

térmica as mesmas também ja foi demonstrado (JONES et al, 1991).
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Figura 29. Mapa de calor resumindo as mudancas nos niveis relativos de

metabdlitos nas plantulas de soja.

PS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28=raiz 28°C, R36=
raiz 36 °C.
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A reducéao do fumarato no endosperma e raiz de plantulas (figura 29) pode
ser um indicativo de que houve um aumento da atividade do ciclo de Krebs, -
assim como nas sementes-, aumentando a fonte de energia e regulando
positivamente a respiracao celular, tendo em vista que a respiracao envolve as
vias da glicélise, ciclo de Krebs e cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(WANG, et al, 2020). Além disso, como j& citado, este ciclo desempenha um
importante papel no metabolismo vegetal, por ser acoplado a sintese de ATP
(figura 30) e por fornecer carbono para diversas vias metabdlicas
(NASCIMENTO, 2017).
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Figura 30. estagios da respiracao celular: da glicolise a producao de ATP

Os processos que acontecem na glicolise e no ciclo de Krebs séo oxidativos, onde elétrons séo
liberados e séo capturados pelas coenzimas NADH e FADH2, que transportam esses elétrons
para uma cadeia transportadora de elétrons, a cadeia respiratdria, reduzindo ao final Oz a H20.
A quantidade de energia liberada nesses processos é conservada na forma de ATP, por meio

da fosforilacéo oxidativa.
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Fonte: adaptado de Nelson e Cox, 2014.

Assim como para as amostras de sementes, a analise discriminante dos
minimos quadrados parciais (PLS-DA) para as amostras de plantulas de soja
também demonstrou que a maior parte da variacdo no metaboléma da semente
é atribuida aos diferentes tecidos (endosperma e raiz) e a menor variagdo €
atribuida a temperatura. Logo, os tecidos também foram analisados

separadamente para um maior entendimento dos efeitos da temperatura.
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Analisando o efeito da temperatura no endosperma, o componente principal 1
(PC1) explicou 63,9% (autovalor 6,39) da variacdo dos dados e 0 componente
principal 2 (PC2) explicou 25,7% (autovalor 2,57), é possivel notar que ha uma
clara diferenca no metaboldbma em resposta a temperatura (figura 31a). O VIP
scores apontou a contribuicdo de 8 metabdlitos para essas diferencas, incluindo
etileno glicol, sarcosina, glicina, GABA, histidina, asparagina, succinato e

sacarose (figura 31b).

Figura 31a) Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecéo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de endosperma de plantulas de soja.

PS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C
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Fonte: autoria propria, 2022

Analisando o efeito da temperatura nas raizes de plantulas de soja, o
componente principal 1 (PC1) explicou 41,5% (autovalor 4,15) da variagao dos
dados e o componente principal 2 (PC2) explicou 37,1% (autovalor 3,71),

também é possivel notar que hd uma diferengca no metaboldma das amostras
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das raizes de plantulas de soja relacionada com a temperatura (figura 32a). O

VIP scores demonstrou a contribuicdo de 10 metabdlitos para essas diferencas:

glicina, formato, isoleucina, valina, acetato, colina, glicose, trigonelina, GABA e

asparagina (figura 32b).

Figura 32a) Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)

Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados

nas amostras de raiz de plantulas de soja.

PS= semente soja, R28= endosperma 28 °C, R36= endosperma 36 °C
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demonstrado um acumulo dos aminoacidos

asparagina e sarcosina, e reducdo de succinato, GABA, sacarose, histidina,

glicina e glicose (Figura 31b). Nas raizes das plantulas houve o acumulo dos

acidos organicos, formato e acetato, dos aminoacidos valina, asparagina,

isoleucina, e também de colina e trigonelina, além da reducéo da glicose, GABA

e glicina (figura 32b).
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No geral, plantas submetidas ao calor e a outros estresses abidticos
podem apresentam como resposta 0 acumulo de acidos organicos (PARIDA,
PANDA; RANGANI, 2018). Em plantas de girassol (Helianthus annuus L.) e erva-
fina (Agrostis stolonifera), essa classe de metabdlitos foi regulada positivamente
durante o estresse hidrico (ANDRADE, 2021.; Li et al, 2017).

Os é&cidos organicos desempenham diversas fungbes nas plantas em
resposta a diferentes tipos de estresses, como, por exemplo, contrabalancear a
absorcdo desigual de ions (cargas catidnicas), visto que ocorrem como anions
carboxilicos sob pH fisiologico, além de atuar como osmoprotetores (ANDRADE,
2021). Também atuam reduzindo um possivel desequilibrio ibnico ocasionado
pelo estresse térmico. Os acidos organicos como formato e acetato, podem ser
fontes de carbono mais prontamente disponiveis subsidiando o crescimento e

desenvolvimento das raizes de plantulas de soja frente ao estresse.

Varias condi¢cdes de estresse abiodtico levam as plantas a produzirem
niveis aumentados de aminoacidos (SAVCHENKO; TIKHONOV, 2021.;
PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018.; DI MARTINO et al, 2003). A sarcosina foi
acumulada no endosperma, assim como asparagina teve seus niveis
aumentados no endosperma e raiz. Na raiz das plantulas, também houve o
acumulo de isoleucina e valina (figura 32b) e um leve acumulo de treonina (29).
Brotos de canola (Brassica napus L) estressados pelo calor apresentaram um
acumulo expressivo de asparagina, assim como em sementes de soja
produzidas a partir de plantas com gene tolerante ao calor (CHEBROULU et al,
2016). O estresse hidrico também provocou um aumento de asparagina e
sarcosina em uva (Vitis vinifera) e milho (zea mays) (GAVAGHAN et al, 2011.;
KATAM et al, 2022).

Os aminoacidos sdo importantes metabdlitos primarios relacionados ao
estresse térmico, sao sintetizados em maiores niveis durante o estresse para
serem utilizados com osmolitos compativeis e também como fonte de nitrogénio
organico, um dos nutrientes exigidos em maior quantidade pelas plantas
(HILDEBRANDT, 2018.; ZEIER, 2013). Além disso, os conteudos desses
metabdlitos ajudam na toler&ncia ao estresse por meio da regulacdo do pH
intracelular e desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio (KHAN et al,

2020). Em contrapartida, aminoacidos como GABA, glicina (figura 31b) e betaina
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foram reduzidos no endosperma e raiz das plantulas (figura 29). E provavel que
esta reducéo esteja intimamente ligada com a producao de proteinas, uma vez
que, aminoacidos sédo blocos de construcdo para essas macromoléculas. As
proteinas vegetais atuam em plantulas emergentes como fonte de nutricdo para
que as mesmas possem se desenvolver, desempenhando fun¢des enzimaticas
e estruturais (RASHEED, et al, 2020). Temperaturas elevadas podem causar a
desnaturacdo de proteinas, sendo assim, as plantulas de soja podem utilizar

aminoacidos para a constru¢ao de novas unidades.

Assim como nas sementes de soja estressadas, houve a reducdo de
succinato e GABA no endosperma das plantulas, fumarato também apresentou
niveis reduzidos frente as altas temperaturas. Novamente, a alteracao nos niveis
destes metabdlitos indica que houve uma alteragédo positiva no funcionamento

do ciclo de Krebs nas plantulas.

Nas raizes e endosperma das plantulas foi demonstrado uma reducéao nos
niveis de glicose e GABA sob altas temperaturas (figura 31b 32b). A glicose &
uma das principais moléculas que fornecem energia (figura 30) e uma importante
molécula de sinalizacéo, regulando o metabolismo intermediario e respiratorio
das plantas, além de modular a expressdo génica (ROLLAND; BAENA-
GONZALEZ; SHEEN, 2006). Outras culturas como o milho, cevada (Hordeum
vulgare L.) e canola (Brassica napus L.) apresentaram reducéo de glicose frente
a estresses abiodticos, incluindo estresse térmico (GAVAGHAN et al, 2011.;
PATTERSON et al, 2009.; VIANA et al, 2022).

Acucares como a glicose desempenham efeitos importantes em todos o
ciclo de vida da planta, desde a germinacdo, crescimento vegetativo até o
desenvolvimento reprodutivo (SMEEKENS, 2000). Na glicolise, uma molécula de
glicose é oxidada a duas moléculas de piruvato. O piruvato € oxidado, gerando
0 grupo acetil da acetil-coenzima A, que é entdo completamente oxidado no ciclo
de Krebs (figura 33). Para cada molécula de glicose degradada, sdo geradas
duas moléculas de ATP (energia) e duas moléculas de NADH (NELSON; COX,
2014). Os elétrons produzidos nessas reacdes de oxidacdo sao transportados
pela cadeia de transporte mitocondrial (figura 30) alimentando a respiragéo nas
células vegetais (PLAXTON, 1996).
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Figura 33. Esquema simplificado do processo glicélise até o ciclo de Krebs.
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Fonte: autoria prépria.

A diminuicdo no conteudo de glicose na raiz e endosperma das plantulas
de soja sugere um aumento no fornecimento de energia, tendo em vista que mais
moléculas de glicose estdo sendo degradadas e, consequentemente, mais
elétrons estdo sendo transportados para o sistema respiratério. Esta hipotese
pode ser reforcada pelo aumento na atividade do ciclo de Krebs, etapa que
acontece subsequente a glicose e que também esta ligada a producdo de
energia e respiracéo celular.

Em linhas gerais, foi demonstrado que o estresse térmico induziu o
acumulo de alguns aminoacidos nas sementes, incluindo os aminoacidos de
cadeia ramificada, asparagina, betaina e histidina. Nas plantulas também houve
0 acumulo dos aminoacidos de cadeia ramificada e asparagina, além de treonina
e sarcosina. Esta parece ser uma resposta sistémica das plantas quando
submetida as altas temperaturas, visto que, ha diversos estudos que relatam
esse tipo de alteracao frente a estresses abibticos (OBATA; FERNIE, 2012;
JOSHI et al, 2010; SANCHEZ et al, 2008; PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018;
BINDER, 2010). Todavia, a reducéo no contetudo de outros aminoacidos como,
GABA, glicina, e alanina, parece estar contribuindo para a construcéo de novas

proteinas.

O aumento da temperatura regulou positivamente o ciclo de Krebs e a
atividade da glicolise, duas importantes vias metabolicas que estédo ligadas a
producdo energética e a respiracdo celular, indicada pela diminuicdo dos
intermediarios do ciclo, succinato e fumarato, e de GABA e a diminui¢do de

glicose. Os resultados até aqui demonstram como uma caracteristica forte em
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sementes e plantulas de soja a modulacdo do metabolismo energético para lidar

com os efeitos adversos do estresse abidtico.

Até o momento, os dados baseados nas andlises via RMN de H nos
auxiliam na compreensdo sobre quais os comportamentos de metabdlitos
importantes quando sementes e plantulas de soja sdo submetidas as altas

temperaturas. Essa investigagao continuou analisando os dados de GC-MS.

3.5 Caracteristicas metabdlicas da resposta de soja ao estresse térmico via
GC-MS

3.5.1 Perfil metabdlico das sementes de soja em resposta ao estresse

térmico analisado via GC-MS.

A andlise de discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA)
demonstrou que o conjunto de amostras foi separado em dois grupos, nota-se
uma clara separacdo ao longo do eixo x que se d4 em termos dos tecidos da
planta (figura 34). E possivel visualizar que quase ndo ha separacdo das
amostras em virtude da temperatura, onde o componente 2 explicou apenas
10,4% (autovalor 1,04) exemplifica bem esta observacéo. Portanto, para avaliar
os efeitos que as altas provocaram no metaboldma das sementes de soja, 0s

tecidos foram analisados separadamente.
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Figura 34. Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do
conjunto de metabdlitos identificados nas amostras de sementes de soja via GC-
MS.

SS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C, R36=
raiz 36 °C.
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Fonte: autoria propria.

Analisando o efeito da temperatura no endosperma, é perceptivel que
existe uma diferenca no metaboldma relacionada ao estresse térmico (figura
35a), onde o componente principal 1 explica 56,8% (autovalor 5,68) da variacao
dos dados e o componente principal 2 explica 12% (autovalor 1,2%). O VIP
scores apontou a contribuicdo de 8 metabdlitos (figura 35b) que explicam essa
diferenca: D-frutose, malonato, acido ribonico, D-galactose, glicerol, acido
tridecandico e os acidos glicérico e glicélico também foram selecionados por

estarem préximos ao 1.
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Figura 35a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de endosperma de sementes de soja via GC-MS.
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Analisando o efeito da temperatura na raiz, o0 componente principal 1

(PC1) explicou 74,7% (autovalor 7,47) da variacdo dos dados e o componente

principal 2 (PC2) explicou 22,6% (autovalor 2,26). Também é possivel notar que

h& uma grande diferenca no metaboldma das amostras das raizes de soja

relacionada com a temperatura (figura 36a). O VIP scores demonstrou a

contribuicdo de 8 metabdlitos para essas diferencas: acido tridecandico, acido

miristico, acido estearico, acido glicolico, acido palmitico, além de mio-inositol e

malonato, que também foram selecionados por estarem proximos a 1 (figura

36b).
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Figura 36a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de raiz de sementes de soja via GC-MS.
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Tanto no endosperma quanto na raiz das sementes de soja houve uma
reducdo de 4cidos graxos, o endosperma apresentou menores niveis do acido
tridecandico e, na raiz, os acidos miristico, estearico e palmitico foram reduzidos
na condicdo de estresse. D-galactose, malonato e os acidos glicérico e ribonico
também foram reduzidos no endosperma e glicerol foi aumentado. Na raiz, mio-

inositol, malonato e os acidos malico e glicélico apresentaram niveis reduzidos.

Os lipideos na forma de triacilglicerois (TGA) sdo os compostos de
armazenamento de energia mais abundantes em sementes de muitas culturas,
como girassol (Helianthus annuus), milho (Zea mays) e soja (Glycine max L.).
Os TAGs sédo as principais reservas de acidos graxos essenciais para a
producdo de energia durante a germinagcdo das sementes e o estabelecimento
inicial de plantulas (XU; SHANKLIN, 2016.; GRAHAM, 2008).

A mobilizacédo dos lipideos armazenados envolve a indugdo coordenada
de algumas vias bioquimicas. A primeira etapa é marcada pela lipélise dos TAGs
catalisada pelas lipases para produzir acidos graxos livres e glicerol (figura 34a).
Os acidos graxos sao transportados para o glioxissomo, onde séo catabolizados
através da via da B-oxidacdo para a producéo de acetil-coA, essa via fornece
energia metabolica e esqueletos de carbono durante a germinacéo
(EASTMOND, 2000; GRAHAM, 2008). Neste estudo, nas sementes estressadas
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pela temperatura foi observado uma diminuicdo nos niveis dos acidos graxos,
seguido pelo aumento de glicerol no endosperma. Isso sugere que lipdlise esta
sendo positivamente regulada e os acidos graxos estdo sendo catabolizamos em
acetil-coA. A acetil-coA é metabolizada no glioxissomo através do ciclo do
glioxilato para a producéo de succinato (figura 33b), que é entdo transportado
para a mitocondria, onde € convertido primeiro em fumarato depois em malato
via ciclo de Krebs (figura 33c) (TAIZ et al, 2015).

Nas sementes, como ja relatado, houve uma reducdo de succinato e
fumarato, e a reducdo do malato (acido malico) também foi demonstrada por
meio dos dados de GC-MS (figura 35b e 36b). Uma vez que, a B-oxidacao foi
aumentada com o aumento da temperatura, a reducdo nos niveis desses
metabdlitos intermediarios indica que os mesmos estdo sendo catabolizados
para fornecer energia para os processos de germinacado e manter a homeostase
celular.

Figura 37. Converséao de lipidios em sacarose. a) lipolise de triacilglicerol; b) -

oxidacdo de acidos graxos para produzir succinato; c) producao de malato; d)
producado de sacarose.
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Fonte: autoria propria.
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Por fim, o malato produzido na mitocéndria é transportado para o citosol,
onde é convertido a hexoses e posteriormente a sacarose através da via da
gliconeogénese (figura 37d), o catabolismo do malato indica que esse processo
esta sendo alimentado quando as sementes experimentam altas temperaturas.
Hexoses sdo monossacarideos formados por uma cadeia carbdnica de seis
atomo, esses monossacarideos podem ser utilizados para a construcdo de

parede celular ou serem convertidos em sacarose (GRAHAM, 2008).

Foi registrado uma reducdo de D-galactose e sacarose no endosperma
das sementes (figura 35b), enquanto que nas raizes a sacarose foi aumentada
(figura 36b). Tanto sacarose quanto D-galactose podem estar sendo utilizadas
para a construcdo de paredes celulares no endosperma, de modo a apoiar a
germinagcdo sob estresse. Além disso, as plantas transportam a sacarose
produzida no endosperma para suportar o crescimento de outros tecidos, como
a raiz (TAIZ et al, 2015), o que explica o0 aumento de sacarose na raiz das

sementes.

O mio-inositol € um composto bastante versatil e apresenta um papel
importante da biologia vegetal. Além de ser usado no crescimento e
desenvolvimento das plantas, o mio-inositol é utilizado como precursor para
muitos metabdlitos importantes, incluido ascorbato e solutos compativeis como
galactinol e oligossacarideos da familia da rafinose (VALLURU; VAN DEN
ENDE, 2011). Esses derivados participam de varias funcbes celulares vitais
como transducdo de sinal e tolerancia ao estresse (JIA et al, 2019). A sua
reducdo na raiz da semente pode estar sinalizando o estresse térmico, assim
como seu catabolismo pode estar contribuindo para producéo de seus derivados,

gue por consequéncia pode ajudar no crescimento da raiz.

3.5.2 Perfil metabdlico das plantulas de soja em resposta ao estresse
térmico analisado via GC-MS.

Analisando o grafico de PLSA-DA para as amostras de plantulas,
percebe-se a divisdo de quatro grupos relacionados ao tecido (raiz e
endosperma) e a temperatura (22 e 36 °C). Ao longo do eixo x existe uma grande

separacdo entre os metaboldmas dos tecidos e ao longo do eixo y a uma
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separacdo significativamente menos expressiva estd associada com a
temperatura (figura 38), com o componente 1 explicando 65% da variacao total
(autovalor 6,5) e o componente 2 explicando 11,6% (autovalor 1,16). Uma vez
gue as amostras de plantula demonstraram que a maior variacdo no metaboloma
foi atribuida aos diferentes tecidos e ndo a temperatura, as amostras dos tecidos
serdo analisadas separadamente, buscando um entendimento mais amplo dos

efeitos das altas temperaturas.

Figura 38. Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do
conjunto de metabdlitos identificados nas amostras de plantulas de soja via GC-
MS.

PS= plantula soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C, R28= raiz 28°C,
R36=raiz 36 °C
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Fonte: autoria propria

Analisando o efeito da temperatura no endosperma, o0 componente
principal 1 explicou 56% (autovalor 5,6) da variagdo dos dados e o componente
principal 2 explicou 21,1% (autovalor 2,11) (figura 39a). O VIP scores apontou

a contribuicdo de 10 metabdlitos: acido glicélico, acido miristico, glicerol, acido
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estearico, acido palmitico, &cido tridecandico, &cido ribénico, &cido citrico, &cido
metilmalbénico e B-Alanina (figura 39b).
Figura 39a) Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)

Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de endosperma de plantulas de soja via GC-MS.

PS= semente soja, E28= endosperma 28 °C, E36= endosperma 36 °C
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Nas amostras das raizes de plantulas de soja, o grafico de PLS-DA
demonstrou que existe diferenca no metaboléma de acordo com a temperatura,
com componente principal 1 explicando 28,8% (autovalor 2,88) da variacdo dos
dados e o componente principal 2 explicando 55,8% (autovalor 5,58) (figura 40a).
O VIP scores demonstrou a contribuicdo de 8 metabdlitos: D-galactose, acido
tridecandico, mio-inositol, &cido ribdnico, glicerol, 4cido palmitico, em adicéo,

acido malico e acido miristico também foram selecionados (figura 40Db).
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Figura 40a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
nas amostras de raiz de plantulas de soja via GC-MS

PS= semente soja, R28= endosperma 28 °C, R36= endosperma 36 °C
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O aumento na temperatura provocou um aumento nos niveis dos acidos
graxos miristico, estearico e palmitico e uma redugéo no &cido tridecandico no
endosperma da plantula, essas mudancas foram seguidas pelo aumento do
glicerol (figura 39b). Maiores niveis de glicerol indicam uma maior producéo de
acidos graxos, e uma vez que 0os mesmos foram acumulados no endosperma,
esta observacado sugere que a degradacao via p-oxidacao esta sendo suprimida.
Nas raizes foi demonstrado uma reducdo de glicerol, sugerindo uma menor
producao de acidos graxos quando comparado com condi¢cdes normais. O acido
graxo tridecandico foi reduzido e o palmitico foi aumentado a 36°C, além disso,
acido malico, D-galactose e mio-inositol também foram reduzidos (figura 40b).

O estabelecimento bem sucedido de plantulas ap6s a germinacéo € o
estagio critico para o crescimento de plantas e producéo agricola, esse estagio
é sustentando pela mobilizagdo eficiente das reservas de energia (CAI et al,
2020; HSIAO et al, 2014). Como a mobilizagdo de lipidios foi reduzida nos
tecidos das plantulas, é plausivel predizer que em altas temperaturas as

plantulas de soja ndo estejam usando esses compostos como principal fonte de
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energia para sustentar seu crescimento. Por algum motivo a lipdlise de
triacilglicerodis e a B-oxidacéo estdo sendo prejudicadas, é necessario um estudo

mais aprofundado para estabelecer as causas.

Como ja foi discutido anteriormente, as altas temperaturas regularam
positivamente o ciclo de Krebs e a atividade da glicélise, duas importantes vias
metabdlicas que estdo ligadas a producdo energética. Desta forma € possivel
predizer que a principal fonte de energia nas plantulas seja derivada do
catabolismo de carboidratos como sacarose e glicose, dois metabdlitos que

apresentaram niveis reduzidos nas amostras de plantulas.

Sementes e plantulas apresentaram perfis metabdlicos muito
semelhantes frente ao estresse térmico (figura 41). No geral, houve um aumento
nos niveis de aminoacidos, que sdo metabdlitos protetores contra estresses
abidticos. Intermediarios dos ciclos de Krebs e glioxilato foram reduzidos, o que
sugere uma modulacdo do metabolismo energético, a fim de fornecer energia
para a germinacdo e estabelecimento de plantulas. Nas sementes o
metabolismo energético também foi afetado positivamente pelo aumento da -

oxidacao de 4cidos graxos.

Figura 41. Representacdo da assinatura metabdlica de sementes e plantulas de

soja submetidas ao estresse térmico.
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4. CONCLUSAO

A temperatura € um fator chave na germinacdo de sementes e
estabelecimento de plantulas. Foi notado que o estresse térmico ndo reduziu
de forma significativa a germinacéo, sugerindo que sob altas temperaturas as
sementes ativam mecanismos de modo a compensar os efeitos do estresse

e manter uma boa taxa de germinacao.

Através de uma abordagem multiplataforma utilizando RMN de H e
GC-MS, foi possivel notar que aumento da temperatura provocou mudancas
no metabolbma de sementes e plantulas de soja. Os resultados indicaram um
aumento geral nos niveis de alguns aminoacidos como asparagina, histidina,
valina e isoleucina aminoacidos, importantes moléculas osmoprotetoras. Por
outro lado, outros aminoacidos como GABA e glicina tiveram sua reducéo
ligada ao fornecimento de outros metabdlitos. Além disso, também foi
sugerida uma forte modulacdo do metabolismo energético, em resposta as
altas temperaturas sementes e plantulas de soja ativam vias catabdlicas para

gerar energia.

Compreender a assinatura metabdlica e 0os mecanismos que Sao
desencadeados quando plantas enfrentam estresses abibéticos como altas
temperaturas podem ser importante para o desenvolvimento de protocolos
de plantio melhorados e de culturas mais resistentes, especialmente no

cenario ambiental em que temperaturas anuais tendem a aumentar.
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APENDICE 1. Mapa de correlacio Cozy do pool das amostras de sementes e
plantulas de Soja. a) 1- GABA, 2-alanina 3-asparagina, 4- acido latico, 5-
isoleucina, 6-treonina; 7-valina; b) 8-glicose, 9-sacarose, 10-histidina.
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APENDICE 2. Mapa de correlacdo HSQC do pool das amostras de sementes e
plantulas de Soja. a) 1-Isoleucina, 2-valina, 3-acido latico, 4-acetato, 5-succinato,
6-sarcosina, 7-asparagina, 8- GABA,; b) 9- malonato, 10-betaina, 11-alanina, 12-
colina, 13-etileno glicol, 14-sacarose; c) 15-treonina, 16-glicose, 17-histidina, 18-
fumarato.
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CAPITULO 2

Caracterizacao de genes GDSL esterase/lipase de Ricinus communis

superexpressos em sementes de Arabidopsis thaliana
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1. INTRODUCAO

A Ricinus communis

A Ricinus communis, mais comumente conhecida como mamona ou
carrapateira, € uma planta nativa da Africa oriental, pertencente a familia
Euphorbiaceae. Esta espécie é uma importante oleaginosa cultivada
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais de clima quente do
mundo (VASCONCELOS et al, 2017; RIBEIRO, 2015). O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial da espécie, ficando atras apenas da China e india, e segundo
exportador do Oleo obtidos através das sementes (MENDES et al, 2010;
CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2010). A mamona é principalmente
cultivada por pequenos agricultores familiares da regido do Nordeste Brasileiro,
onde 86% da produgéo nacional se concentra no estado da Bahia. Desde os
tempos mais remotos ha relatos do seu uso em vérias partes do mundo, como
China, india, Africa e Europa, onde seu uso na medicina tradicional se estendia
desde cura de doencas inflamatérias até doencas cardiovasculares (SCARPA;
GUERCI, 1982).

A mamoneira possui uma variedade de seis subespécies contando com
vinte e cinco variedades botanicas, além de hibridos espalhados pelo mundo e
cultivares comerciais. Sendo assim, as plantas que fazem parte da espécie
apresentam caracteristicas bastante varidveis, como folhas e caule
apresentando coloracao, verde, vermelho ou rosa (figura 1), tamanho e habitos

de crescimento.
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Figura 1. Variabilidade da folha e caule de Ricinus communis

Fonte: disponivel em

<https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/mamona>

Logo, pode-se encontrar tipos botanicos que apresentam o porte arboreo
ou baixo, ciclo anual ou semiperene, frutos com ou sem espinho (figura 2)
(MILANI; MIGUEL JUNIOR e SOUZA, 2009).

Figura 2. Frutos de Ricinus communis com e sem espinhos

Fonte: disponivel em

<https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/mamona
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As sementes da mamona também apresentam bastante variagdo na sua
forma, podendo ser arredondada ou em forma de elipse, com a superficie dorsal
arqueada; na coloracao, que pode ser preta, marrom, castanho, vermelho branca
ou rajada de diversas cores (figura 3). Além disso, os teores de 6leo variam com
o0 tipo da semente, que também contém ricina, uma proteina altamente toxica
(MOREIRA et al, 1996; RIVAROLA et al, 2011).

Figura 3. Variabilidade nas cores e formatos da semente de Ricinus communis

4.,

Fonte: disponivel em

<https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/mamona

A R. communis é uma cultura bastante produtiva e de grande interesse
econdmico devido ao Oleo produzido por suas sementes, 0 6leo de ricino, que
contém altos teores de &cido ricinoleico (até 90% do 6leo) (BRITO, 2020). Este
€ mais viscoso e denso que o proveniente de outras culturas como o dendé,
girassol e algodao, e ainda € o Unico na natureza soltvel em élcool, o que o torna
bastante versatil em termos de aplicacdo. Na medicina tradicional tem sido usado
principalmente como purgante ou laxante para combater a constipacdo e na
indUstria é utilizado como matéria prima para plasticos, fibras sintéticas, resinas,

lubrificantes, farmacos e uma variedade de cosméticos.
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Além disso, 6leo da mamona desempenha um papel importante na area
meédica, na confec¢cdo de biopolimeros que sdo matéria prima para a producao
de 6rgdos artificiais do corpo humano (MENDES et al, 2009; GONZALEZ-
CHAVEZ, 2015; RIBEIRO, 2014). No Brasil e na India o 6leo da mamona tem
sido sugerido como uma boa alternativa para a producéo de biodiesel, um
combustivel biodegradavel, renovavel e ecologicamente correto (MENDES et al,
2009; PATEL et al, 2016).

Devido a sua alta producéo e o rendimento anual de sementes, a R.
communis € considerada umas das culturas oleaginosas ndo comestiveis mais
promissoras (PATEL et al, 2016). A espécie pode ser cultivada sob as condicdes
ambientais adversas de regifes aridas e semi-aridas ao redor do mundo, e, ainda
assim apresentar bons rendimentos, caracteristica que outras culturas ndo
apresentam (BRITO, 2020; KUMAR et al, 1997). Portanto, considere-se que a
espécie e resistente a uma gama de estresses abidticos, incluindo as altas
temperaturas, salinidade, restricdo hidrica e até metais pesados como o chumbo,
tendo um grande potencial para a fitorremediagédo de solos contaminados com
este metal (XIAOHAI et al, 2008).

O gene GDSL esterase/lipase de Ricinus communis

As GDSL esterases/lipases sao enzimas hidroliticas, uma subclasse
pertencente a familia das enzimas lipoliticas, com propriedades multifuncionais,
como ampla especificidade e regiosseletividade no substrato (AKOH et al, 2004;
CHEPYSHKO et al, 2012). As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) séao
uma classe especial de esterases (EC 3.1.1.1) que desempenham um papel
importante no metabolismo lipidico, sao classificadas como hidrolases atuando
na sobre ligacdes de éster presentes em acilglicerdis, liberando glicerol e acidos
graxos (MESSAOUDI, 200; DALLA-VECCHIA e NASCIMENTO, 2004;
BHARDWAJ et al, 2001).

As esterases catalisam reacdes de substratos sollveis em agua e de
cadeia longa, enquanto que as lipases agem em substratos insollveis em agua

de cadeia acil inferior a 10 atomos de carbono, essas enzimas sao consideradas



106

por grande parte de pesquisadores e cientistas bastante versateis (DALLA-
VECCHIA e NASCIMENTO, 2004; LI et al, 2016; SHAKIBA et al, 2016).

Todas as enzimas das familias das lipases e esterases apresentam um
trio catalitico formado por residuos de serina (Ser), acido aspartico (ou glutamico)
e histidina (His). O residuo de serina possui o papel nucleofilico nessas enzimas,
esse residuo faz parte do motivo (ou regido conservada) pentapeptideo Gly-x-
Ser-x-Gly (x pode ser qualquer aminoacido) com o sitio ativo serina situado
proximo ao centro da sequéncia conservada, entretanto, nem todas as enzimas
lipoliticas possuem essa regido conservada em comum. As enzimas
pertencentes a familia GDSL apresentam uma regido conservada diferente com
o sitio ativo de serina localizado proximo ao N-terminal (AKOH et al, 2004.;
SULLIVAN et al, 1999; LAl et al, 2017).

Enzimas do tipo GDSL possuem uma sequéncia de consenso que €
dividida em cinco blocos (I-V). Esta familia ainda é classificada como SGNH
hidrolase devido a alta conservacao dos residuos cataliticos serina (Ser), glicina
(Gly), asparagina (Asn) e histidina (His) dentro dos blocos conservados |, II, lll e
V respectivamente (LI et al, 2000.; CHEPYSHKO et al, 2012,; OKAMURA et al,
2010).

Estudos demonstraram que as esterase/lipase do tipo GDSL possuem um
sitio ativo flexivel que permite que sua conformacéo original sofra mudancas
estruturais com a presenca de diferentes substratos, de acordo com o
mecanismo do ajuste induzido proposto por Koshland. Sendo assim, algumas
enzimas deste tipo podem apresentar atividades enzimaticas diversas, incluindo
atividade de protease, esterase, tioesterase, lisofosfolipase e arilesterase na
mesma enzima (CHEPYSHKO et al, 2012).

As esterases/lipases sédo encontradas em todos os reinos da vida, sendo
amplamente distribuidas em plantas, microorganismos e animais. Por conta da
sua vasta especificidade no substrato, essas enzimas sao consideradas
altamente promissoras com potencial uso para aplicagées biotecnolégicas em
uma série de industrias, como, por exemplo, cosméticos, alimentos, fragrancias,
farmacéutica, téxtil e industria de detergentes (VUJAKLIJA et al, 2002;
CHEPYSHKO et al, 2012).
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Uma grande quantidade de genes microbianos de GDSL lipase foi
clonada e caracterizada, atualmente as estruturas cristalinas para Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa e Streptomyces
scabies séo relatadas na literatura. Suas enzimas apresentam ampla atividade
hidrolitica com diversos tipos de substratos, incluindo uma grande quantidade de
ésteres e derivados de aminoacidos e acil-CoAs (LI et al., 2000; DING et al, 2019;
LO et al, 2003). O gene TEP-I foi clonado e sequenciado da cepa de Escherichia
coli e a enzima superexpressa demonstrou atividade hidrolitica em relagédo aos
substratos citados acima, além disso, a enzima se comportou como uma
arilesterase, hidrolisando ésteres aromaticos, incluindo a-naftil acetato, a-naftil
butirato, acetato de fenil, acetato de benzila e oito ésteres pnitrofenilicos (LEE,
CHEN e SHAW, 1997).

Uma lipase GDSL de Xanthomonas vesicatoria codifica uma proteina que
preferencialmente hidrolisa triacilgliceréis de cadeia curta (até C8) e
nitrofenilésteres para-substituidos. Outro gene da Salmonella typhimurium
codifica uma esterase que hidrolisa uma gama de ésteres nafitilicos e de ésteres
nao-nitrofenilicos de acidos graxos de C6 a C12 (CARINATO et al, 1998). As
estruturas da GDSL esterase/lipase que ja foram descritas sdo compostas por
multiplas hélices a e dobras 3 de forma esférica com trés residuos cataliticos
conservados e pertencem a superfamilia de proteinas dobraveis a / 3-hidrolase.
Vérias estruturas das proteinas de origem bacteriana foram determinadas, mas
nenhuma estrutura de origem vegetal foi resolvida (CHEPYSHKO et al, 2012;
DING 2019).

Teoricamente enzimas vegetais apresentam vantagem sobre as enzimas
microbianas ou animais, por conta da maior disponibilidade de fontes naturais,
facilidade na purificagdo e menor custo. Entretanto, as pesquisas sobre as
esterase/lipases GDSL vegetais comecaram depois dos estudos das
esterases/lipases GDSL microbianas e animais. Portanto, o conhecimento atual
sobre essas enzimas vegetais, desde sequéncias até mecanismos funcionais,
ainda é um tanto quanto limitado (LING et al, 2008; CHEPYSHKO et al, 2012)

Muito pouco se sabe sobre as esterases/lipases vegetais, especialmente
sobre suas estruturas 3D e consequentemente sobre o mecanismo de sua

catalise, embora a familia do gene GDSL em espécies de plantas inclua varios
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membros em muitos genomas de plantas totalmente sequenciados. Um gene de
lipase GDSL foi relatado pela primeira vez na literatura no ano de 1995,
compreender esse gene é uma area de estudo relativamente nova (DING et al,
2019; LING et al, 2006).

Com o desenvolvimento da bioinformatica e o sequenciamento completo
de mais genomas de plantas, as estares/lipases GDSL tornaram-se assuntos
muito atraentes, suas caracteristicas, funcdes e propriedades vém sendo
investigadas, elas representam uma grande familia de gene em plantas. Foi
relatado que o gene codifica 114 e 118 proteinas nas plantas modelo Oryza
sativa L. japonica e Arabidopsis thaliana, respectivamente (LING et al, 2008;
CHEPYSHKO et al, 2012). As espécies Brassica rapa, Vitis vinifera, Sorghum
bicolor, Populus trichocarpa, Physcomitrella patens e Zea mays apresentam 121,
96, 130, 126, 57 e 53 membros da familia GDSL, respectivamente. Os genomas
de Selaginella moellendorfi, Medicago truncatula, Chlamydomonas reinhardtii e
Phaeodactylum tricornutum, Ostreococcus tauri e Glycine max contém 90, 88,
102, 75, 59 e 194 membros do gene, respectivamente (DONG et al,
2016; VOLOKITA et al, 2011; DING et al, 2019; SU et al, 2020).

Varias GDSL esterasel/lipase de plantas, incluindo alfafa (Medicago
sativa), arroz (Oryza sativa) e Arabidopsis thaliana, foram isoladas,
sequenciadas e caracterizadas funcionalmente. Um gene de lipase de pimenta
(Capsicum frutescens) do tipo GDSL, CaGLIP1, demonstrou atividade hidrolitica
para esteres p-nitrofenilicos de cadeia curta e longa (HONG et al, 2008). Uma
esterase/lipase GDSL, Enod8, encontrado na alfafa (Medicago sativa)
apresentou atividade de acetil e butil esterase (COQUE et al, 2008). O gene Ara-
1 recombinante de Arabidopsis apresentou atividade lipolitica contra Tween 80
e hidrolitica para butirato de p-nitrofenila. Uma enzima GDSL que demonstrou
atividade de hidrolase de aciléster foi isolada e purificada das sementes de
girassol (Helianthus annuus) pos germinadas. Assim como outras enzimas
GDSL néo especificas com a mesma atividade foram isoladas e purificadas de

farelo de arroz, caules de batata e folhas de soja (BEISSON et al, 1997).

As lipases GDSL de plantas compdem uma grande familia de genes, onde

os membros da familia apresentam caracteristicas de expressdo bastante
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distintas. Alguns dos genes séo expressos em estagios de desenvolvimento e
tecidos especificos, enquanto outros sdo amplamente expressos em Varios
estagios do desenvolvimento da planta (DING et al, 2019). BnGILP1 de canola
(Brassica napus) demonstrou uma expressao especifica no 3° dia de germinagao
das sementes, mas néo foi expresso em outros tecidos, como raizes e mudas,
portanto, assumiu-se que 0 gene esta envolvido no metabolismo de lipideos

durante a fase da germinacéo (LING et al, 2006).

A GDSL lipase 2 (AtGLIP2) de Arabidopsis thaliana é expressa apenas no
caule e raiz, enquanto que seu homoélogo, AtGLIP2, é fortemente expresso nas
folhas e raizes, e fracamente expresso no caule e naflor (LEE et al, 2009). Coque
et al (2009), demonstrou que a esterase/lipase GDSL Enod8 de alfafa (Medicago
sativa) aparece durante a fixacdo de nitrogénio e formacéo do nédulo, mas ndo
€ expressa em outras partes das raizes. Sendo assim, esses genes podem
desempenhar papéis especificos nos diferentes estagios de desenvolvimento e
tecidos e os diversos niveis de expressdo podem ser reflexo da evolugédo dos
membros da familia GDSL para se adaptar aos processos fisioldgicos (DING et
al, 2019).

Fisiologicamente as GDSL esterase/lipase até entdo descritas séo
apontadas por desempenhar um importante papel na regulacdo do
desenvolvimento, morfogénese e metabolismo lipidico das plantas (LAI et al,
2017; AKOH et al, 2004). Dois genes da familia GDSL foram clonados do
genoma do arroz, o GER1 e WDL1, os estudos sugeriram que suas funcdes
fisiologicas estavam associadas a regulacdo no alongamento do coledptilo
(primeira folha do embrido das plantas) e também no crescimento da planta no
estagio de muda (RIEMANN et al, 2007; PARK et al, 2010). Em uva (Vitis vinifera)
foram identificados 83 genes de esterases/lipases do tipo GDSL (VVGELP), os
genes VVGELP76 e VVGELP82 foram expressos em todos os estagios de
desenvolvimento, as andlises baseadas nos resultados de qRT-PCR apontam
gue os VVGELPs envolvidos no amadurecimento e desenvolvimento da uva. (NI,
JI e GUO, 2020).

Um redutor de &cido graxo pertencente a familia das GDSL
lipases/esterases de Arabidopsis thaliana (SFAR4) aumentou a expresséo de

genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos durante a germinacdo e o
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desenvolvimento das plantulas. Além disso, as plantas de Arabidopsis
transgénicas que tiverem esse gene superexpresso, apresentaram uma taxa de
germinacao mais alta e tolerancia ao estresse de glicose (HUANG et al 2015).
Um gene de milho (Zea mays), ZmMs30, que codifica uma lipase do tipo GDSL
foi relatado por estar diretamente envolvido no desenvolvimento das anteras da
planta, a perda da funcdo desse gene, causa danos a estrutura da antera do

milho e leva a esterilidade masculina completa (AN et al, 2019).

O gene BreXL6 foi isolado da espécie Brassica rapa (nabo) e andlises
de PCR semiquantitativo indicaram que tanto BrEXL6, quanto a sua proteina
codificada foram significativamente mais expressos nas anteras de botdes
férteis, especialmente nos estagios de desenvolvimento do pélen. Porém, em
outros tecidos e érgaos florais de plantas férteis, houve uma fraca expressao,
indicando que BrEXL6 é um gene relacionado ao desenvolvimento de polen (JI
et al, 2017). Trés genes da proteina GDSL esterase/lipase de arroz (Oryza
sativa), OSGELP34, OsGELP110 e OsGELP115, foram expressos nas anteras
do arroz também durante o desenvolvimento do polen (ZHANG et al, 2020).

As lipases GDSL também possuem membros de sua familia no genoma
do algodao (Gossypium hirsutum L), o gene GhGLIP foi obtido a partir de évulos
e fiboras em desenvolvimento. A superexpressao de GhGLIP em plantas de
Arabidopsis thaliana resultou no aumento do comprimento e do peso das
sementes, assim como também, o conteudo de proteinas e acgucares foram
significativamente maiores em plantas transgénicas, quando comparado com 0s
controles. Os resultados indicaram que a superexpressao do gene esta
intimamente ligada com melhores desenvolvimento e crescimento da planta (MA
et al, 2018).

A superexpressado de uma lipase do tipo GDSL presente no genoma da
Brassica napus (BnGDSL1) promoveu uma melhor taxa de germinacdo das
sementes de Brassica, melhor estabelecimento de plantulas em comparacéo ao
tipo selvagem, assim como também promoveu o catabolismo lipidico, diminuindo
o teor de Oleo nas sementes (DING et al, 2019). No dendé (Elaeis guineensis) o
gene EgGDSL foi associado ao conteudo de 6leo, sua expressao em A. thaliana
aumentou o teor de acidos graxos totais em 9,5% quando comparado com o tipo
selvagem (ZHANG et al, 2018).
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As GDSL esterase/lipase também desenvolvem um papel importante na
sintese de metabdlitos secundarios, resposta a estresses abidtico e biodticos e
defesa de patdgenos (DING et al, 2019; LING et al, 2008; DONG et al, 2016;
2017; AKOH et al, 2004). No estudo de Lai et al (2017), foram identificados 105
genes de esterase/lipase do tipo GDSL em Arabidopsis thaliana, as analises de
expressao e filogenética sugeriram que a familia de genes AtGELP pode estar
envolvida em varias condicdes de estresse ou estagios de desenvolvimento em
Arabidopsis. As plantas transgénicas de genes AtGELP foram utilizadas para
elucidar as caracteristicas fenotipicas em varios estagios de desenvolvimento ou
condicBes de estresse. Os resultados sugerem que os genes AtGELP possuem
diversas funcdes fisioldgicas, como afetar a taxa de germinacéo e o crescimento
inicial de mudas submetidas a altas concentracdes de glicose, ou estar
envolvidos em respostas de estresse bidtico.

0 gene GDSL LIPASE-LIKE 1 de A. thaliana (AtGLIP1) desempenha um
papel crucial na imunidade das plantas, provocando uma resisténcia local e
sistémica nas plantas. A superexpressao de AtGLIP1 em Arabidopsis aumentou
a resisténcia a patdgenos necrotroéficos, incluindo Alternaria brassicicola, Erwinia
carotovora e a bactéria Pseudomonas syringae (KWON et al 2009). A
superexpressao de AtLTL1 aumentou a tolerancia ao estresse salino em plantas
transgénicas de Arabidopsis, permitindo a germinagéo de sementes na presenca
de concentracdes toxicas de LiCl e NaCl e estimulando o crescimento vegetativo
(NARANJO et al, 2006)

A erva asiatica Sedum alfredii Hance € um hiper acumulador de metais
pesados, tornando-se uma planta candidata a fitorremediacdo. Uma GDSL
esterase/lipase presente no genoma da erva (SaGLIP8) aumentou a tolerancia
e 0 acumulo de cadmio em leveduras transgénicas superexpressando o gene,
destacando o papel de uma GELP nas respostas das plantas as condi¢des de

estresse por metais pesados (LI et al, 2019).

A superexpressao do gene de uma GDSL lipase de Capsicum annuum
(CaGLIP1) em A. thaliana conferiu tolerancia ao estresse osmotico e salino
durante a germinacdo das sementes e o crescimento da planta. Bem como
regulou o estresse oxidativo e melhorou a resposta da planta a ataque de

patogenos, demonstrando que a enzima pode modular a suscetibilidade a
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doencas e a toler&ncia ao estresse abidtico nas plantas (HONG et al, 2008). O
gene GMGELP28 de Glycine max também modulou as respostas de plantas
transgénicas frente a estresses abioticos. Plantas transgénicas de A. thalina e
soja que superexpressam o gene GmGELP28, apresentaram um perfil fenétipo
tolerante ao estresse salino e a seca (SU et al, 2020).

Os genes da familia GDSL também respondem aos horménios de defesa
exogenos. Uma lipase GDSL em A. thaliana (AtGLIP1) aumenta a resisténcia de
varios tipos de fungos e bactérias patogénicos, a inducédo das respostas imunes
estavam relacionadas com a sinalizacao de etileno (KIM et al, 2014; KWON et
al, 2009). Em contrapartida, o AtGLIP2 teve seus niveis de transcricdo elevados
pelo tratamento com &cido salicilico, &cido jasménico e etileno e mediou a

resisténcia da planta transgénica a bactéria Erwinia carotovora (LEE et al, 2009).

Uma proteina secretada no néctar da arvore do Jacaranda mimosifolia
(JNP1) classificada como uma lipase GDSL com atividades de esterase e
lipolitica, foi relatada por desempenhar um papel antimicrobiano, diminuindo o
crescimento de bactérias dentro do néctar do jacaranda (KRAM et al, 2008). A
superexpressao do gene GDSL1 de Arabidopsis thaliana na colza (Brassica
napus L.) foi associada com o aumento da ativagdo das vias de defesas
relacionadas com espécies reativas de oxigénio, bem como, com o aumento da

resisténcia ao fungo Sclerotinia sclerotiorum (DING et al, 2020).

Diversos genes em plantas tém suas expressodes reguladas em resposta
a estresses abidticos, como altas temperaturas, salinidade, frio e seca, o0s
produtos génicos funcionam como resposta e tolerancia aos estresses (GUJJAR
et al., 2014). Genes da familia GDSL esterase/lipase foram identificados na
leguminosa arbérea Leucaena leucocephala quando as mudas da espécie foram
submetidas a estresse hidrico (HONDA et al., 2018). No damasco (Prunus
armeniaca L.) os genes GDSL esterase/lipase EXL3 e LTL1 foram expressos
nas cultivares que apresentavam tolerancia ao frio (YU et al.,2020). Em duas
variedades de uvas (Vitis vinifera) cultivadas em uma regido com seca
prolongada e altas temperaturas, dois genes que codificam membros da familia
GDSL Lipase/Esterase foram regulados positivamente nas folhas (SALEH et al.,
2018).
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As GDSL esterase/lipase de plantas induzem respostas a estresses,
afetam a resisténcia a patdégenos, além de estarem envolvidas no metabolismo
lipidico, crescimento e desenvolvimento das plantas. Sendo assim, elas
apresentam alto potencial para aplicagdes na agricultura, principalmente no que
diz respeito a producéo de novas variedades de cultivares de melhor qualidade
e alta resisténcia (DING et al, 2019; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI).

O estudo de genes que apresentam caracteristicas interessantes para as
plantas no tocante ao estresse abidtico € especialmente importante, pois, 0s
efeitos dos estresses abidticos na produtividade agricola podem ser reduzidos
através do melhoramento genético, e, para isso é necessario conhecer os
mecanismos fisiolégicos e moleculares que determinados genes ativam nas

plantas.
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OBJETIVOS

e Caracterizar a familia do gene GDSL esterase/lipase utilizando

ferramentas da bioinformatica;

e Caracterizar o comportamento fisiolégico de sementes de Arabidopsis
thaliana que superexpressam o gene GDSL esterase/lipase de Ricinus

communis em resposta aos estresses térmico e hidrico;

e Avaliar a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) das sementes
de Arabidopsis thaliana superexpressando o gene GDSL esterase/lipase

de Ricinus communis, frente ao tipo selvagem,;

e Avaliar o perfil metabdlico de sementes de Arabidopsis thaliana que
superexpressam o gene GDSL esterase/lipase de Ricinus communis em
resposta as condi¢des de restricdo hidrica e/ou temperaturas elevadas

por Ressonancia Magnética Nuclear de *H.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes superexpressando o gene RcGELP de R. communis
(28147.m000025) utilizadas neste estudo foram produzidas em parceria com o
Laboratory of Plant Physiology da Universidade de Wageningen, Holanda. A
clonagem do gene RcGELP foi realizada utilizando a tecnologia Gateway®.
Regides de codificacdo completas foram amplificadas a partir de amostras de
cDNA de R. communis, os produtos amplificados (gene alvo) foram
recombinados no plasmideo doador pDONr207. Este plasmideo foi transferido
para células de Escherichia coli por eletroporacdo. Na segunda transformacao
de E. coli, o plasmideo de expressdo pGD625 abriga um promotor 35S do virus
do mosaico da couve-flor (CaMV). Células competentes (estirpe: DH5a) da

bactéria E. coli foram transformadas com o produto LR utilizando eletroporacao.

Foram selecionadas um total de quatro linhagens: RcGELPO.1,
RcGELPO.2, RcGELPO.3 e RcGELPO.4. Também foram utilizadas sementes
de uma linhagem selvagem (Col-0), isto é, sementes que nao estavam

superexpressando o gene.

Para obter uma quantidade de sementes que fosse satisfatoria para
desenvolver todas as analises propostas, foi realizado o processo de
propagacao, método pelo qual as plantas se reproduzem. Nesse processo as
sementes foram germinadas em meio de cultivo sélido Murashige e Skoog (meio
MS) a 22 °C por um periodo de sete dias, até o crescimento de suas raizes
(figura 4a). As plantulas foram entdo transferidas para o solo, trinta e seis
plantulas por linhagem, divididas em trés replicatas (figura 4b). As plantulas
foram regadas diariamente com solucdo nutritiva até o completo
desenvolvimento para o estagio de planta, onde foi possivel coletar novas

sementes (figura 4e).
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Figura 4a) germinacdo das sementes b) transferéncia para o solo c) e d)
desenvolvimento das plantas e) plantas desenvolvidas em estagio de coleta das
sementes

2.2 Andlises de bhioinforméatica

2.2.1 Recuperacdo das sequéncias de GDSL esterase/lipase no

genoma de R. Communis

Inicialmente a base de dados National Center for Biotechnology

Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/) foi utilizada para o

levantamento das sequéncias de aminoacidos dos genes GDSL esterase/lipase
presentes no genoma da espécie Ricinus communis, para o levantamento foram
utilizadas as palavras chaves “GDSL esterase/lipase AND ricinus communis”.
Uma dessas sequéncias foi carregada no Simple Modular Architecture Research
Tool (SMART; http://smart.embl-heidelberg.de/), banco de dados bioldgico

usado na identificacdo e analise de dominios de proteinas em sequéncias de
proteinas, para a obtencdo da sequéncia do dominio GDSL.

Posteriormente, as sequéncias de aminoacidos, genémica e CDS com
dominio GDSL presentes no genoma das espécies Ricinus communis e
Arabidopsis thaliana foram obtidas utilizando a sequéncia do dominio GDSL no

programa Phytozome v12.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), um

centro comparativo para dados e analises de genoma de planta e familia de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://en.wikipedia.org/wiki/Biological_database
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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genes. Todas as proteinas tiveram sua identidade confirmada através do The

Universal Protein Resource (UniProt; https://www.uniprot.org/), uma base de

dados de sequéncia de proteinas e suas funcdes bioldgicas.

Na base de dados NCBI outras treze sequéncias de proteinas vegetais,
presentes em doze espécies de plantas, com func¢fes j4 elucidadas, foram
obtidas através dos seus respectivos numeros de acesso coletados em estudos
anteriores (LAl et al, 2017): Agave americana (AgaSGNH), Alopecurus
myosuroide (AmMGDSH1), Brassica napus (BnSCE3/BnLIP), Brassica rapa
(BrSIL1), Capsicum annuum L (CaGL1), Capsicum annuum L (CaGLIPI),
Digitalis lanata (LAE), Hevea brasiliensi (Hev b 13), Jacaranda mimosifolia
(JNP1), Macroptilium atropurpureu (MaAChE), Rauvolfia serpentina (AAE),
Salicornia europae (Salicornia AChE) Zea mays L (ZmAChE).

2.2.2 Alinhamentos e analise filogenética

O alinhamento das sequéncias de proteinas com o dominio GDSL em R.
communis e as treze com funcbes ja elucidadas foi realizado utilizando a
ferramenta MUSCLE, disponivel no Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA X; https://www.megasoftware.net/), software para a realizagdo de
analises evolutivas, o programa realiza uma série de analises baseadas em
alinhamentos multiplos de sequéncias.

A partir do alinhamento foi construida uma é&rvore filogenética usando o
conjunto completo de sequéncias das proteinas de GDSL esterase/lipase em R.
communis (RcGELP) e em outras doze espécies vegetais: Rauvolfia serpentina
(pimenta do diabo), Agave americana (agave), Alopecurus myosuroide, Brassica
napus (canola), Brassica rapa (repolho chines), Capsicum annuum L (pimenta),
Jacaranda mimosifolia, Digitalis lanata (dedaleira), Macroptilium atropurpureu
(siratro/feijao roxo), Salicornia europae (sal verde), Hevea brasiliensi
(seringueira) e Zea mays L (milho). A analise filogenética foi realizada no MEGA
X, utilizando o método jungdo de vizinhos (Neighbor-Joining) com distancias

calculadas por p-distancia. Uma vez construida as arvores, foi possivel identificar


https://www.uniprot.org/
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proteinas iguais com o auxilio do banco de dados NCBI utilizando a ferramenta

blastx e exclui-las. Todas as proteinas receberam cédigos proprios.

2.2.3 ldentificacdo de motifs conservados e andlise de estrutura

génica

As configuracdes de éxon/intron dos genes GDSL esterase/lipase de R.
communis (RcGELP) foram analisadas comparando as sequéncias CDS e DNA
gendmica correspondente, usando o programa online Gene Structure Display
Server (GSDS v.2.0; http://gsds.gao-lab.org/index.php), projetado para a
visualizacdo de caracteristicas do gene, como a composi¢cdo e a posicado de
éxons, introns e elementos conservados. Para a identificacdo dos motifs
conservados das proteinas foi utilizada a ferramenta Multiple Em for Motif
Elicitation (MEME v.5.3.2; https://meme-suite.org/meme/tools/meme), com

busca de seis motifs a serem encontrados.

2.2.4 Localizacao subcelular e propriedades fisico quimicas

A localizacdo subcelular das proteinas RCGELP foi predita importando o
arquivo fasta das sequéncias de proteinas no Subcellular Localization Predictor
(CELLO v.2.5; http://cello.life.nctu.edu.tw/), um sistema de maquinas e vetores
de suporte de dois niveis para atribuir a localizacdo celular com base na posicéo
de varios n-peptideos.

Os parametros fisico quimicos como, o nimero de aminoacidos, peso
molecular, ponto isoelétrico tedrico, indice de estabilidade, indice alifatico,
hidropaticidade grande média (GRAVY) e numero de residuos carregados
negativamente (Asp + Glu) e positivamente (Arg + Lys) das proteinas foram
analisados utilizando a ferramenta online Protparam fornecida pelo portal de
recursos bioinfomaticos Expert Protein Analysis System (Espasy,

https://www.expasy.org/resources/protparam).



https://www.expasy.org/resources/protparam
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2.2.5 Analise de elementos cis reguladores e analise de

duplicacdo em tandem

Para identificar potenciais elementos Cis reguladores nas sequéncias
promotoras dos genes RcGELP, as sequéncias gendmicas de 1000 pares de
bases upstream a start codon foram analisadas utilizando o software PlantCARE,
a plant cis-acting regulatory element database
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), um banco de
dados de elementos reguladores de acao cis, realgcadores e repressores da
planta. A duplicacdo em tandem foi analisada no software PTG base (http://ocri-
genomics.org/PTGBase/), plataforma de recursos por meio da qual genes
duplicados em tandem podem ser estudados através de comparacdao intra e inter

gendmica.

2.3 Analises fisioldgicas, bioguimicas e metabolémicas

2.3.1 Testes de germinacgéo

Os testes de germinacdo foram conduzidos utilizando papel germitest
como substrato sobre placas de Petri. Foram selecionadas 25 sementes de
Arabidopsis thaliana, sementes transgénicas e selvagens, por triplicata,
somando um total de 75 sementes de cada linhagem por placa (figura 5). A cada
placa foram adicionados 3 mL de agua destilada (para a condicdo controle) e
solucdes de diferentes concentracdes de manitol. As placas foram vedadas com
plastico filme e levadas para uma geladeira a 4 °C sem luz para a estratificacdo
por 72 horas, nesse processo ha a quebra de dorméncia das sementes. Apés as
72 horas, as placas da condicdo controle e tratamento com manitol e foram
transferidas para uma camara germinadora a 22 °C (temperatura 6tima de
crescimento) e para 0 ensaio sob estresse térmico, as placas nas quais foram
adicionadas agua foram transferidas para uma camara germinadora a 34 °C. A
germinacdo foi acompanhada no periodo de 24 a 56 horas, onde foram
consideradas germinadas aquelas sementes que houve a protusao da radicula.
Os dados de germinacédo foram processados usando o pacote de software

Germinator e a analise T de teste, onde foram avaliados os parametros
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porcentagem maxima de germinacdo (Gmax)e tempo médio para 50% da

germinacao (Tso).

Figura 5. Esquema da germinacéo utilizando a placa de Petri e papel germitest

Fonte: autoria prépria.

2.3.2 Extracdo dos metabdlitos primarios e proteinas

Para a extracdo de metabdlitos priméarios das sementes de Arabidopsis
thaliana, foram pesados cerca de 100 mg de todas as linhagens transgénicas e
também das sementes selvagens. As sementes na condi¢cdo controle e
tratamento com manitol foram levadas para camara germinadora a 22 °C, ja as
sementes sob estresse térmico foram colocadas a 34°C. Apés a germinacgao, as
sementes foram coletadas e transferidas para micro tubos, onde foram
adicionados 650 uyL de tampéo fosfato de pH 7,8 (SAMBROOK et al, 1989).
Estes tubos foram levados ao Mikro-Dismembrator por 2 min a 2000 rpm, €, por
fim foram levados para a centrifuga durante 20 minutos, a 4 °C e 15000 rpm
(figura 6). Apos a centrifugacao, 500 pL do sobrenadante foram coletados para
as analises metabolémicas e 50 pL para a quantificacdo de proteinas totais e
avaliacdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), os conteudos

foram armazenados em ultra-freezer a -80 °C.
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Figura 6. Esquema do processo de extracdo dos metabdlitos primarios e

proteinas
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Fonte: autoria préopria

2.3.3 Quantificacdo de proteinas totais

As proteinas totais dos extratos coletados na etapa anterior foram
quantificadas de acordo com método proposto por Bradford (BRADFORD, 1976).
Inicialmente, foi preparada uma curva analitica padrdo com albumina de soro
bovino (BSA) e a solucéo Bradford Protein Assay (Bio-Rad), que foi usada como
reagente corante. Uma solucgdo estoque de BSA a 1440 ug.mL™? foi usada para
a construcdo da curva com concentracdes variando de 3 a 15 yg.mL™.

Em um segundo momento foram tomadas aliquotas de 20 yL dos extratos,
que foram diluidos em 130 uL de tampao fosfato pH 7,8, a esta solugcédo foram
adicionados 100 pL do reagente de Bradford. As solugdes foram transferidas
para uma placa de 96 pocos, a absorbancia dos extratos foi medida no
espectrofotdmetro (VersaMax™ , EUA), utilizando o comprimento de onda de
595 nm. A concentracao total das proteinas nos extratos foi determinada através
da equacédo obtida no calculo da regressao linear da curva analitica com BSA,

utilizando trés replicatas técnicas.

2.3.4 ANALISE DA ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE
(SOD)

A atividade de SOD foi determinada a partir da deteccéo

espectrofotométrica do produto de reducédo do azul de nitro-tetrazélio — NBT, o
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formazan a 560 nm. A riboflavina quando submetida a luz sofre fotdlise,
perdendo um elétron para o oxigénio do ambiente (O2), resultando no ion
radicalar superéxido (O2°*), este ion reduz o NBT a formazan. Na presenca da
enzima SOD, a reacdo € inibida, essa inibicdo foi usada para determinar a
atividade da enzima nos extratos (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977)

Inicialmente, a velocidade da reacdo de fotoreducédo foi determinada
através da absorbancia medida em 560 nm. Posteriormente, a inibicdo da
formacao do formazan a partir do NBT utilizando o extrato foi avaliada. Para o
teste enzimatico foi preparado um meio reacional composto por tampéo fosfato
de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, NBT 75 uM, riboflavina 2 yM e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 uM. Foram misturados 6 pL dos
extratos a 194 uL do meio reacional, totalizando 200 pL que foram transferidos
para uma placa de 96 pocos, este procedimento foi feito em triplicata. A reacéo
foi iniciada colocando a placa de 96 pocos sob uma lampada de 30 W (distancia
de 10 cm entre a placa e lampada) a 25 °C por 15 minutos, em um ambiente
totalmente escuro), passados os 15 minutos foi feita a leitura de absorbancia a
560 nm. A atividade enzimatica foi expressa como unidade de atividade de SOD
(U) por mg de proteina total. Uma unidade da atividade de SOD equivale a
guantidade de enzima necesséria para causar 50% de inibicdo da reducdo do
NBT no procedimento experimental. Nesta reacdo a SOD atua protegendo o NBT
da reducdo, quao menor for o percentual de reducdo do NBT, maior serd a

atividade de SOD nos extratos.

2.3.5 Analise metabolémica via ressonancia magnética nuclear de
IH (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, COSY, HSQC foram adquiridos no
espectrometro Bruker AVANCE IIl de 400 MHz para frequéncia do hidrogénio e
100 MHz para frequéncia do carbono, e no espectréometro Bruker AVANCE Il de
600 MHz para frequéncia do hidrogénio e 150 MHz para frequéncia do carbono,
localizado no Laboratério de Ressonéancia Magnética Nuclear, Departamento de
Quimica Organica, Universidade Federal de Sédo Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo.
Foi utilizado como padréao interno de referéncia o 3-sal de sodio (trimetilsilil)
propidnico-2,2,3,3 acido D4 (TMSP-d4).
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Para conduzir a analise, os extratos aquosos da extracdo de metabdlitos
primarios foram liofilizados por 24 horas e ressuspensos utilizando 700 pL da
mistura de solvente deuterados agua:metanol (75:25) com tampao fosfato,
levados ao vortex, ao banho ultrassénico por 5 minutos a 25 °C, posteriormente
ao freezer por 5 minutos (para ajudar a precipitar as proteinas), e, por fim a
centrifuga por 5 minutos a 25 °C, 14000 rpm (figura 7). Aliquotas de 500 pL foram
coletados do sobrenadante e transferidos para tubos de 5 mm. Apos a aquisicao
dos espectros de 'H, foi feito um pool com todas as amostras para a aquisicéo
dos espectros de COSY e HSQC. Todos os espectros foram analisados nos

softwares NmrProcflow (https://nmrprocflow.org/), Chenomix e MestReNova.

Figura 7. Esquema do preparo das amostras para andlises via RMN

3 — ] . \}\

Extrato liofilizado +
700 pL dgua:metanol Vértex Banho ultrassonico 5

min a 25 °C Freezer 5 min Centrifuga 5min 500 uL do sobrenadante

(75:25) + tampao a 1400 rpm

fosfato

Fonte: autoria prépria
2.2.6 Andlise estatistica multivariada

O conjunto de dados dos metabdlitos obtidos via RMN de 'H e GC-MS foram
carregados e normalizados no MetaboAnalyst 5.0

(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/), uma plataforma abrangente

para estudo de metabol6mica de alto rendimento, onde é possivel identificar os
metabolitos que se expressam de forma diferencial em condicdes distintas. As
analises incluiram Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-
DA), andlise hierarquica de agrupamento, mapa de calor, pontuacdes de
Importancia Variavel na Projecéao (VIP). A normalizacédo por soma permitiu que
as diferencas gerais entre as amostras fossem ajustadas. A transformacao dos
dados de raiz quadrada e a centralizacdo média foram executas para que 0s

fossem comparaveis entre si.

Tubos de 5 mm
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises de bioinformética
3.1.1 Identificacdo dos genes da familia GDSL esterasel/lipase em Ricinus

communis

Inicialmente a identificacéo da familia de genes GDSL esterase/lipase em
R. communis (RcGELP) foi realizada na base de dados NCBI, onde foram
encontradas 98 proteinas com o dominio GDSL, que foram nomeadas de
RcGELP1 a RcGELP98. Posteriormente, as sequéncias de aminoacidos foram
analisadas no banco de dados SMART para a confirmacdo dos dominios
conservados, nesta etapa duas proteinas ndo apresentaram a conservagdo do
dominio GDSL (PF00657), RcGELP11 E RcGELP66, portanto, foram excluidas.
As demais sequéncias apresentaram apenas um Unico dominio, exceto
RcGELP81, que também apresentava o dominio Amino oxidase (tabela 1).

Por fim, a sequéncia do dominio GDSL foi carregada no banco de dados
phytozome, onde foram recuperadas um total de 96 sequéncias gendmicas,
peptidicas e CDS para GDSL esterase/lipase em R. communis. J4 para a A.
thaliana foram recuperadas as sequéncias genémicas, peptidicas e CDS. A
familia de genes RcGELP apresentou um aumento consideravel no nimero de
membros quando comparada ao organismo modelo Physcomitrella patens (57
genes) e milho (Zea mays, 53 genes) (VOLOKITA et al, 2011). Esses resultados
sugerem que R. communis pode ter sofrido eventos especificos de expanséao de
genes dentro do seu processo evolutivo.

O peso molecular das proteinas variou de 14.7779,07 a 106.243,77 Da,
com comprimento variando de 127 a 964 aa e ponto isoelétrico variando de 4,43
a 9,70. 83 das 96 proteinas (86,4%) foram caracterizadas como estaveis em
termos de hidrofobicidade, o coeficiente médio de hidrofobicidade de 70
proteinas € negativo, indicando que a maioria da familia € hidrofébica. O nimero
total de aminoéacidos basicos codificados por 52 das 96 proteinas foi maior do
gue o dos aminoacidos acidos, portanto, 54% das proteinas sao caracterizadas
como basicas. RcGELP9, RcGELP25, RcGELP53, RcGELP80 e RcGELP98

foram caracterizadas como proteinas neutras (apéndice 1).
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Espécies vegetais que mantem um grande niumero de membros na familia
de genes durante o curso de sua evolucdo geralmente foram submetidas a
duplicacdo segmentar em tandem ou em grande escala (KUO et al, 2019;
CANNON et al, 2004). Até o momento, a maioria das familias de genes de
plantas examinadas se originou por duplicacdo. A familia de genes RcGELP
apresenta 56 genes originados através de eventos de duplicacdo em tandem
(apéndice 2), a maioria dos genes estéo localizados na membrana plasmatica e
extracelular. Os eventos de duplicacdo de genes ajudam na aclimatacado de
plantas por meio do aumento e diversificacdo e especificidade de produtos
naturais obtidos das plantas e gerando novos genes funcionais (KUO et al,
2019). A grande taxa de genes resultantes de duplicacdo em tandem pode estar

contribuindo para a toleréncia de R. communis frente a abidticos e bidticos.

Tabela 1. Membros da familia do gene GDSL esterase/lipase em R. communis.

Gene Gene ID Dominios Localizacdo subcelular
RcGELP1 27585.m000146 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP2 27585.m000148 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP3  27585.m000149  Lipase GDSL Extracelular

- Membrana plasmatica
RcGEPL4 27585.m000150 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP5 27585.m000151 Lipase_GDSL Vacuolo
RCGELP6  27585.m000152  Lipase GDSL Membrana plasmatica
Vacuolo
RcGELP7 28565.m000324 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP8 28686.m000044 Lipase_GDSL Citoplasma
RcGELP9 28686.m000045 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP10  28686.m000046  Lipase GDSL Extracelular
- Mitocondria
RcGELP12  28885.m000107 Lipase_GDSL Citoplasma
RcGELP13  28885.m000108 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP14  28885.m000109 Lipase_GDSL Vacuolo
RcGELP15  28885.m000110 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP16 28885.m00112 Lipase_GDSL Membrana plasmatica




Gene Gene ID Dominios Localizac&o subcelular
RcGELP17 28885.m00113 Lipase_GDSL Vacuolo
RCGELP18  28962.m000453 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP19  28962.m000454  Lipase GDSL Extracelular

Membrana plasmatica
RCGELP20  29005.m000259 Lipase_GDSL Extracelular
RCcGELP21  29620.m000549 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP22  29620.m000550 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP23 29625.m000675 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP24  29634.m002166  Lipase_GDSL Extracelular

Membrana plasmatica
RcGELP25 29640.m000407 Lipase_GDSL Citoplasma
RCGELP26  29676.m001669  Lipase GDSL Extracelular

Membrana plasmatica
RcGELP27 29680.m001738 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP28  29680.m001739 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCcGELP29  29680.m001740 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP30  29680.m001741 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP31  29680.m001742 Lipase_GDSL Mitocondria
RCGELP32  29683.m000474  Lipase_GDSL Extracelular

- membrana plasmatica

RcGELP33 29703.m001547 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP34  29716.m000306 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP35 29717.m000225 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP36  29739.m003689 Lipase_GDSL Vacuolo
RcGELP37 29790.m000852 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP38  29790.m000853 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP39 29792.m000610 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP40  29792.m000611 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP41 29792.m000612 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP42  29814.m000745  Lipase GDSL Extracelular

Membrana plasmatica
RcGELP43  29814.m000746 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP44  29815.m000492  Lipase GDSL Extracelular

- Membrana plasmatica

RCGELP45  29822.m003328 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP46  29822.m003329 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP47  29830.m001404 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
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Gene Gene ID Dominios Localizac&o subcelular
RcGELP48 29864.m001449 Lipase_GDSL Extracelular
RcGELP49 29889.m003304 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP50 29889.m003305 Lipase_GDSL Mitocdndria
RcGELP51 20889.m003306  Lipase GDSL Extracelular
Membrana plasmatica
RCGELP52 29900.m001562  Lipase GDSL Extracelular
Membrana plasmatica
RCGELP53 29900.m001563  Lipase GDSL Extracelular
Membrana plasmatica
RCGELP54 29907.m000651  Lipase GDSL Extracelular
Membrana plasmatica
Extracelular
RcGELP55 29907.m000652 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
Lisossomos
RcGELP56 29908.m006189 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP57 29908.m006190 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP58  29908.m006192  Lipase GDsL  DXtracelular Membrana
plasmética Vacuolo
RcGELP59 29917.m002026 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP60 29929.m004523  -Pase_GDSL 1o mbrana plasmatica
RcGELP61 29929.m004524 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RCGELP62 29929.m004536  Lipase_GDSL  xtracelular Membrana
plasmatica
RCGELP63  29920.m004758  -Pase_GDSL Extracelular
RcGELP64 29930.m000608 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP65 29930.m000609  Lipase_GDSL Extracelular
Nucleo
RCGELP67 29983.m003294  Lipase_GDSL Bxracelular
Membrana plasmatica
RcGELP68 29983.m003318 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP69 29991.m000624 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP70 30022.m000382 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP71 30026.m001502 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP72 30026.m001503 Lipase_GDSL s
Membrana plasmatica
RcGELP73 30026.m001504 Lipase_GDSL Extracelular
RCcGELP74 30026.m001505 Lipase_GDSL Extracelular
RCcGELP75 30026.m001506 Lipase GDSL Extracelular
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Gene Gene ID Dominios Localizac&o subcelular
RCGELP76 30064.m000487 Lipase GDSL Extracelular
RCGELP77 30064.m000489 Lipase GDSL Vacuolo
RCcGELP78 30068.m002583 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RcGELP79 30076.m004597 Lipase GDSL Memgf;;aalcs:;'sﬂ]éﬁca
RCGELP80 30114.m000518 Lipase GDSL Extracelular
RCGELP81 30128.m008623 A"riﬁ’i‘;’,‘:)‘isfigass"e Mem%ﬁ‘g;gfjgéﬁca
RCcGELP82 30128.m008733 Lipase_GDSL Extracelular
RCcGELP83 30128.m008843 Lipase GDSL Extracelular
RCGELP84 30128.m008951 Lipase GDSL Memlt:;i(atl:]a;gllglsalr;ética
RCcGELP85 30138.m004067 Lipase GDSL Extracelular
RCGELP86 30146.m003475 Lipase GDSL Extracelular
RcGELP87 30146.m003477 Lipase_GDSL Extracelular
RCGELP88 30146.m003480 Lipase GDSL Ex"acsl';'s"’:; g’t'iir;bra”a
RCGELP89 30147.m013809 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RCGELP90 30169.m006260 Lipase GDSL Memsr";rr]"‘;cgl';'sﬂéﬂca
RcGELP91 30170.m014261 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RcGELP92 30170.m014262 Lipase_GDSL Membrana plasmatica
RcGELP93 30174.m008697 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RcGELP94 30190.m010852 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RCGELP95 30190.m011297 Lipase GDSL E’g;icueo"ljo'ar
RcGELP96 30204.m001822 Lipase GDSL Membrana plasmatica
RcGELP97 44916.m000014 Lipase GDSL Extracelular
RcGELP98 57960.m000015 Lipase GDSL Extracelular
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3.1.2 Andlise filogenética e predi¢cdo das localizagdes celulares

As localizacfes subcelulares das proteinas RCGELP foram preditas no
software CELLO, onde foram identificadas sete diferentes localiza¢des na célula
(tabela 1), incluindo membrana plasmatica, nucleo, citoplasma, vacuolo,
mitocondria, lisossomos e localizacao extracelular. Isso indica que os genes da
familia RcGELP séo funcionalmente distribuidos em diversos compartimentos da
célula, assim como foi relatado para Oryza sativa e outras plantas superiores
(JIANG et al, 2012; VOLOKITA et al, 2011; CHEPYSHKO et al. 2012; DONG et
al. 2016). A grande maioria das proteinas estd localizada na membrana
plasmatica (49) e extracelular (53) e apenas trés proteinas foram localizadas no
ndcleo. Conhecer a localizagcdo subcelular de uma proteina é especialmente
importante, pois as fun¢gbes das proteinas estdo intimamente relacionadas as
suas localizacBes nas células (PAN et al, 2021). As proteinas localizadas na
membrana plasmatica, por exemplo, assumem alguns papeis: transporte de
nutrientes através da membrana, captacdo de sinais quimicos de fora da célula
e traduzir os sinais quimicos em acéo intracelular (COURNIA et al, 2015).

Para estudar as relagBes evolutivas e filogenéticas entre a familia génica
RCcGELP e outros genes GELPs de plantas, cujas fungdes ja foram elucidadas
em outros estudos, foi construida uma arvore filogenética baseada no
alinhamento de 96 sequéncias de proteinas RCGELP e 13 sequéncias das
GELPS com funcbes conhecidas, a arvore foi construida pelo método de
neighbour-joining (agrupamentos vizinhos, NJ). Os genes RcGELP e seus
homélogos ou ortélogos de espécies vegetais proximas foram divididos em
quatro principais subfamilias representadas pelos clades I, IlI, lll e IV que
compreendem 60, 1, 18, 30 membros respectivamente (figura 8). As proteinas
com as fungdes conhecidas foram distribuidas por todos os clades, exceto pelo

clade Il.
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Figura 8. Relacgbes filogenéticas de GELPs em Ricinus communis e sequéncias

de proteinas GELPs com funcdes conhecidas em outras plantas
AAE, AgaSGNH, AmGDSH1, BhSCE3/BnLIP2, BrSIL1, CaGL1, CaGLIP1, Hev b 13, INP1, LAE,
MaACh, Saliornia ACh marcado com asteriscos. Os subclados sdo numerados na parte direita

da arvore.
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O clade | foi dividido em quatro subclades (la, Ib, Ic e Id), com AgaSGNH
agrupada no subclade Ic, CaGL1, CaGLIP1 e JNP1 agrupadas no subclade la.
O clade 1l foi dividido em dois subclados (llla, Illb), com BrSIL1 agrupada no
subclade lllb. O clade IV também foi dividido em dois subclades (IVa, 1Vb), com
AAE, AmMGDSH1 e BnSCE3/BnLIP2, LAE, MaACh, Saliornia ACh, ZmACh e Hev
b 13 agrupadas no subclade IVb. Portanto, de acordo com as relacdes
filogenéticas entre os 13 genes GDSL esterase/lipase de espécies vegetais que
ja tiveram suas funcdes elucidadas e os RcGELPs, foi demonstrado que os
genes de fungdes conhecidas foram agrupados nos clades I, 11l e IV (figura 9).

Considerando que genes ortdlogos na maioria das vezes compartilham
funcdes equivalentes, é possivel deduzir as informacdes funcionais de GDSL
esterases/lipases a partir de ortdlogos com func¢des conhecidas (VOLOKITA et
al, 2011). Seguindo esta suposi¢cdo é possivel extrapolar as funcbées dos 13
genes para 0s RCcGELPs através das descricbes funcionais dos ortélogos
(apéndice 3) e das relacfes filogenéticas. Os membros da familia GDSL
esterases/lipases de R. communis RcGELP27, RcGELP28 e RcGELP29, foram
agrupados no subclade Ic com AgaSGNH (Agave americane) uma proteina
extracelular que desempenha um papel no metabolismo da parede celular e no
metabolismo da cuticula vegetal (REINA et al. 2007), sugerindo que estes
RcGELPs no Ic podem desempenhar um papel crucial no desenvolvimento e
morfogénese das plantas.

Os genes JNP1 (Jacaranda mimosifolia) que hidrolisam os lipidios do
néctar de Jacaranda e podem liberar acidos graxos que previnem o crescimento
microbiano dentro do néctar (KRAM et al. 2008); CaGLIP1 (Capsicum annuum)
foi ativado via sinalizacdo dependente de &cido salicilico na presenca do
patdgeno Xanthomonas campestris pv. vesicatéria (Xcv) (HONG et al,2008) e
CaGL1 (Capsicum annuum) foi induzido por acido metil jasménico (MeJA) e
estimulos locais/sistémicos em feridas (KIM et al, 2008) foram agrupados com
RcGELP75 no subclade la. Estas observacfes sugerem que os genes do clade
| desempenham papeis importantes nos estresses abioticos e bidticos e no
desenvolvimento e morfogénese das plantas. RcGELP1, RcGELP2, RcGELP3 e
RcGELP4 foram agrupados no subclade lllb, apresentando similaridade com
BrSIL1 (Brassica rapa), que confere a planta uma Resisténcia Sistémica
Adquirida na presenga do patégeno ndo hospedeiro (LEE KA, 2003). Indicando
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gue os genes RcGELPs destacados desempenham papéis importantes frente a

estresses bioticos.

No subclade IVa o RcGELP80 foi agrupado com AmGDSHZ1(Alopecurus
myosuroides) que apresenta atividade da acetilajamalina hidrolase e esta
envolvido no metabolismo de lipideos (CUMMINS e EDWARDS 2004); AAE
(Rauvolfia serpentina), importante nos estagios finais da formacéo de ajmalina,
um alcaloide encontrado na raiz de Rauvolfia serpentina (RUPPERT et al, 2005)
e BnSCE3/BnLIP2 (Brassica napus) que participa da hidrolise da sinapina
durante a germinacéo das sementes de colza (CLAUSS et al, 2008). No subclade
IVb, LAE (Digitalis lanata) pode participar da biossintese e transformacao de
cardenolideos e também desempenha um papel hipotético combinado com a
parede celular (KANDZIA et al, 1998) foi agrupado com RcGELP93. A parede
celular é uma estrutura bastante dindmica, sua composicao e estrutura durante
o desenvolvimento das plantas mudam de acordo com os estimulos externos e
internos (VAAHTERA et al, 2019).

Alguns RcGELPs podem desempenhar papeis no metabolismo da parede
celular durante o desenvolvimento das plantas. Ainda no subclade Vb,
RcGELP56, RcGELP57 e RcGELP58 foram agrupados com Hevb 13 (Hevea
brasiliensis), hipoteticamente envolvido na formacao de nédulos (ROUGE et al,
2010). Os representantes da familia génica acetilcolinesterase (AChE),
MaAChE (Macroptilium atropurpureum) e Salicornia AChE (Salicornia europae),
que desempenham papeis na mediacdo do Sistema metabdlico e no acumulo de
sal nas raizes e na parte inferior do caule (YAMAMMOTO et al, 2008, 2009)
foram agrupados com RcGELP59.

Além disso, as GELPs de fun¢Bes conhecidas também compartilham
motifs semelhantes (apéndice 3) com as RcGELPs com as quais foram
agrupadas, reforcando a hipotese de os genes possuirem fun¢des semelhantes
(LAI et al, 2017). A analise das relagdes evolutivas entre os RCGELPs e seus
ortélogos com fungbes conhecidas demonstrou que os GDSL esterases/lipases
de R. communis podem desempenhar funcdes relacionadas aos estresses
biéticos e abibticos, metabolismo secundario e desenvolvimento e morfogénese
da planta, no entanto, as funcfes moleculares e fisioldgicas reais da familia

génica precisam ser estudadas posteriormente através de experimentos in vitro.
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3.1.3 Identificac&o de motifs conservados das proteinas RCGELP e analise

da estrutura génica.

A estrutura génica foi avaliada usando a ferramenta Gene Structure Display
Server (GSDS) e os motifs conservados foram identificados usando The Multiple
Expectation Maximization for Motif Elicitation (MEME). Foram encontrados seis
motifs putativos entres as proteinas RCGELP com comprimentos em média de
21 aminoécidos. Cinco motifs foram encontrados como dominio de proteinas
GDSL esterase/lipase (tabela 2). Os GELPs um unico motif conservado
GDSXXDXG (sendo X qualquer aminoacido), aqui representado pelo motif 4,
presente em 63 (65,6%) das proteinas.

Tabela 2. Sequéncias de aminoacidos de seis motivos putativos encontrados em
96 proteinas RCGELP

MOTIE SEQUENCIA VALOR DE E DESCRICAO

PF00657, GDSL-like
lipase/acilhidrolase
PF00657, GDSL-like
lipase/acilhidrolase
PF00657, GDSL-like
lipase/acilhidrolase
PF00657, GDSL-like
lipase/acilhidrolase
LINNPSKYGFKEAKKACCGTG ~ 5.6e-602 ' 000o7, GDSLke

lipase/acilhidrolase

6 BFLNGVNFASAGSGILNETGQ 2.2e-563 N&o encontrado

1 LCSBPSEYVFWDGFHPTEAAN 8.0e-977

2 LYNLGARKFAVTGLGPJGCLP 5.5e-892

3 PTGRFSBGRLIPDFIAESLGL 3.2e-709

4 PKVPALFVFGDSLVDAGNNNYL 1.5e-633

(63

Foi identificado que 51 das 96 (53%) proteinas apresentavam todos o0s
seis motifs, dentre as quais, 44 estavam localizadas extracelular ou na
membrana plasméatica. O motif 6 foi identificado em todas proteinas exceto em
RcGELP1, RcGELP12, RcGELP18, RcGELP31, RcGELP46, RcGELP64,
RCGELP65, RCcGELP92 e RCcGELP97. As proteinas citoplasmaticas e
mitocondriais apresentavam predominantemente os motifs 2,5 e 1, ja as
proteinas localizadas no vacuolo, em sua maioria, apresentavam 0s seis motifs

putativos.

Motifs sao padrbes curtos conservados ao longo da evolucéo, estes estao

relacionados diretamente com a fungdo de uma proteina (LIU; ROST, 2003).
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Tendo em vista que boa parte das proteinas RCGELP apresentam padrdes de
motifs muito semelhantes e, adicionalmente, a maioria delas apresentam os seis
motifs identificados em suas estruturas (figura 9), isso sugere que esta familia
de proteinas apresenta uma boa plasticidade para responder a condi¢des
adversas, como estresses abidticos. O que significa dizer que as proteinas

podem apresentar caracteristicas distintas conforme as condicdes estressantes.
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Figura 9. Motifs conservados e estrutura dos genes RcGELPs. a) arvore
filogenética e distribuicdo de motivos conservados de 96 proteinas RCGELP. Os
seis motivos putativos sdo indicados em caixas de cores diferentes. b)
Organizacdo exons/introns dos genes RCGELP. As caixas amarelas
representam os exons, as linhas pretas representam os introns e as caixas azuis
representam as regides upstream/downstream (5'e 3 ' UTR).
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A avaliacdo da configuragdo exon-intron nas sequéncias dos genes
RcGELPs revelou que os genes possuem relativa diversidade em suas
estruturas (figura 9b). 32 dos 96 (33,3%) genes apresentam pelo menos uma
regido upstream/downstream, 12 genes (12,5%) ndo apresentavam introns,
enquanto que apenas trés genes (RcGELP10, RcGELP33, RcGELP81)
apresentam mais de cinco introns em sua estrutura. A maioria dos genes
localizados no vacuolo apresentaram 5 exons e 4 introns, sem regifes
upstream/downstream, exceto por RCGELP58 e RcGELP77. Na estrutura dos
genes mitocondriais foram identificadas a presenca de pelo menos 2 introns e
nao foram identificadas regibes upstream/downstream. 3 dos 4 genes
localizados no  citoplasma também ndo apresentaram  regifes

upstream/downstream.

Os genes RcGELP33, RcGELP39, RcGELP40, RcGELP41, RcGELP45,
RcGELP46, RcGELP56, RcGELP57, RcGELP58, RcGELP59, RcGELP79,
RcGELP82, RcGELP84 e RcGELP93, possuem localizacdo extracelular e sédo
intimamente ligados, foram agrupados no clade 1V (figura 9a), eles apresentam
namero de introns e comprimento de exons comparaveis entre si, dentre eles,
apenas trés genes apresentam uma regido upstream/downstream. RcGELP1,
RcGELP80, RcGELP89, RcGELP97 e RcGELP98 apresentam exons com
comprimento mais longo que outros genes da familia e os genes RcGELP16,
RcGELP52, RcGELP53, RcGELP64, RcGELP65, RcGELP71, RcGELP76,

RCcGELP91 e RcGELP92 apresentam os introns mais longos.

A andlise da estrutura génica da familia RcGELPs ainda demonstrou que
43 (45%) dos genes tinham cinco éxons e quatro introns em sua estrutura (figura
11b, apéndice 4), também foram revelados genes com menos de 4 introns em
sua estrutura, sendo que, 17 (18%) deles possuiam apenas 1 intron, ou seja,
houve perda de introns. Outros 2 membros da familia RCGELP possuiam 10
introns ou mais, representando o ganho de introns. Foi relatado que as
diferencas na estrutura entre genes homoélogos se devem principalmente a perda
de introns, facilitando a geracao de novos genes, contribuindo para uma grande
diversidade de membros dentro de uma familia de genes (VOLOKITA et al,
2011).
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Os genes eucariotos apresentam em sua estrutura sequéncias
codificantes (éxons) e sequéncias ndo codificantes (introns). Os introns séo
cruciais no processo de splicing alternativo, mecanismo molecular que produz
proteinas com diferentes fungbes a partir de um Unico gene em uma célula
eucaridtica (JO; CHOI, 2015). Uma analise realizada em leveduras sugeriu que
genes que possuem introns tendem a ter um nivel mais alto de expresséo génica
em comparacdo com genes sem introns (JUENAL et al, 2006). Todos os genes
da familia RcGELP apresentam pelo menos um intron na sua estrutura, exceto
por RCGELP54, RcGELP72, RcGELP80, RcGELP87, RcGELP90, RcGELP94,
RcGELP97, que ndo apresentavam introns, o que ndo € interessante, uma vez
gue existéncia de introns foi percebida como condicdo necesséria para a origem

de genes que codificam proteinas (JUENAL et al, 2006).

Além de contribuir para expressdo e diversidade génica, os introns
protegem as sequéncias codificantes (éxons) de sofrerem mutacdes deletérias
gue ocorrem aleatoriamente. Tendo em vista que 0S mesmos ocupam cerca de
40% do comprimento total dos genes, boa parte das muta¢gdes acontecerdo em
regides de introns e ndo afetardo as sequéncias e funcdes das proteinas (JO;
CHOI, 2015). Grande parte dos genes com configuracbes éxon-intron

semelhantes denota que eles apresentam relagdes evolutivas semelhantes.

3.1.4 Identificac&o de elementos de acéo cis em regides promotoras
de RcGELPs

Os elementos cis putativos nos promotores GPX foram identificados analisando
as sequéncias de DNA de 1.000 bp na ferramenta online PlantCARE (figura 10,
apéndice 5). A regulacéo da transcricdo génica envolve um sistema regulatério
bastante complexo que envolve a associacdo entre fatores de transcricao e
determinados elementos reguladores de acéo cis (IBRAHEEM et al, 2010; KAUR
et al, 2017). Os elementos reguladores de acao cis sdo motifs curtos de 5 a 20
bp presentes nas regidbes promotoras dos genes alvo, eles sdo unidades
regulatorias de genes transcricionais essenciais que controlam muitos processos
bioldgicos e modulam as estratégias de defesa das plantas a estresses abioticos
e bidticos resposta ao estresse (IBRAHEEM et al, 2010; PRIEST et al, 2009).
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Figura 10. Representacao gréfica dos elementos cis reguladores associados
aos genes RCcGELP. Acido abscisico (AA), auxina (AX), giberelina (GB),
jasmonato de metila (MeJa), respostas de luminosidade (Luz), MYB, MYC,
inducdo anaerdbica (Al), resposta de defesa ou estresse (DE), expressao
induzida por agua crise (ES), temperaturas baixas (TB), acido salicilico (SA),
expressao de meristema (EM) e expressao de zeina (EZ).
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Fonte: autoria propria

Elementos cis responsivos a luz foram os mais expressos em todos 0s

genes, estando presente pelo menos uma vez em cada gene, exceto em
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RCcGELP12. Esses elementos também foram encontrados em maior quantidade
em milho-zaburro (Sorghum bicolor L.) (MAHESHWARI et al, 2019) e laranja
doce (Citrus sinensis L.) (MOSHARAF et al, 2020). Os elementos MYB e MYC
que estdo relacionados com o estresse hidrico também apresentou grande
expresséo na familia génica RcGELP. Em contrapartida, elementos relacionados
a temperaturas baixas (TB), expressao de meristema (EM), resposta de defesa
ou estresse (DE) expresséo de zeina (EZ), expressao induzida por crise hidrica
(ES), &cido salicilico (AS) e resposta de defesa ou estresse (DE) foram os menos
expressos dentre os genes. Além disso, também foram identificados elementos
atuantes em cis relacionados a horménios vegetais, como acido abscisico (AA),

auxina (AX) e giberelina (GB).

Os padrdes de expressao de um determinado gene sao controlados por
um conjunto de elementos cis que se manifestam em diferentes momentos ou
em diferentes células, conferindo diferentes caracteristicas a este gene
(IBRAHEEM et al, 2010). A analise da regido promotora dos genes RcGELPs
revelou que a maioria dos motifs eram responsivos a luz (L), a ampla presenca
desse elemento cis em quase todos 0s genes demonstrou que a expressao dos
RcGELPs pode ser bem regula pela luz. As plantas apresentam respostas
complexas frente a luz, interferindo em vérios processos de desenvolvimentos,
incluindo o desenvolvimento da semente, cloroplasto e ritmos circadianos
(IBRAHEEM et al, 2010).

Os hormoénios vegetais ou fitohormonios sdo essenciais para o0
crescimento e desenvolvimento das plantas, os elementos de agdo cis
responsivos a fitohormoénios conferem as plantas uma maior tolerancia frente a
mudancas ambientais (MAHESHWARI et al, 2019; MOSHARAF et al, 2020). Foi
relatado que o acido salicilico (AS) € um importante horménio de crescimento
gue desempenha funcdes regulatorias na reposta da planta a varios estresses
abidticos e atua nas interacdes planta-microrganismos (SEO e PARK, 2010;
GAFFNEY et al, 1993). O &cido salicilico auxilia nas condi¢cbes de estresse
induzindo processos fisiologicos, incluindo a inducéo da atividade antioxidante
gue minimiza os estreses oxidativos (BORSANI et al, 2001). A giberelina (GB) é
um hormdnio que regula varios aspectos do desenvolvimento das plantas,

incluindo o alongamento do caule e expansao da folha, germinacao e
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desenvolvimento da semente e na taxa de crescimento (BEWLEY, 1997,
RICHARDS et al, 2001; DERKX et al, 1994). Em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) uma maior tolerancia aos estresses hidrico e salino foi atribuido
a regulacédo das vias de sinalizacdo de auxina e giberelina durante o crescimento
da planta (LIU et al, 2017). O &cido abscisico (AA) regula a expressado e
transcricdo de genes evolvidos na resposta das plantas a alguns estresses
abidticos, como estresse osmotico, salinidade e restricdo hidrica. A aplicacéo
exogena de acido abscisico em R. communis aumentou os niveis de agucar
soluvel e de lipidios totais nas sementes em desenvolvimento
(CHANDRASEKARAN; XU; LIU, 2014).

O metiljasmonato (MeJA) € um composto organico volatil com muitos
efeitos fisiolégicos em plantas, como a inibicdo da germinacdo de sementes,
aumento da senescéncia foliar e crescimento de raizes (SEMBDNER e
PARTHIER, 1993; WASTERNACK e PARTHIER, 1997) o MeJA também induz
a expressao de proteinas ricas em prolinas que estdo diretamente ligadas aos
mecanismos de defesa das plantas (RUSHTON e SOMSSICH, 1998). Foi
relatado que o elemento de acao cis responsivo ao metiljasmonato (MeJA) foi
encontrado nas regibes promotores de diversos genes responsivos aos

patégenos e feridas em plantas (ROUSTER et al, 1997).

Os elementos cis atuantes MYB e MYB foram identificados nas regifes
promotoras de um grande namero de genes RCcGELPs, estes elementos sdo
necessarios para a ligacéo de fatores de transcricdo que sdo responsaveis pela
expressdo de genes induziveis pelo estresse hidrico e &cido abscisico
(IBRAHEEM et al, 2010; SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; ABLE
et al, 2003). Varios numeros e tipos de elementos cis foram identificados nas
regides promotoras dos genes RcGELPs (apéndice 5), indicando que os
RcGELPs podem desempenhar diferentes papeis funcionais em estagios
distintos de desenvolvimento da planta e podem ser regulados por varios fatores
ambientais. A andlise de elementos cis reguladores nos genes RcGELP
evidenciam que 0s genes estdo intimamente relacionados com as respostas a

estresses abiobticos e bidticos e mecanismos de defesa
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3.2 Germinacao de sementes de A. thaliana que superexpressam o gene
RcGELP em resposta a estresses abioticos.

3.2.1 Estresse térmico

A temperatura de 34 °C foi escolhida como condig&o de estresse térmico
com base no comportamento germinacdo de sementes de R. communis ja
relatos anteriormente (RIBEIRO et al, 2018). Ao contrario de outras espécies, as
sementes de R. communis demonstram um excelente desempenho germinativo
sob altas temperaturas, para A. thaliana a temperatura 6tima para germinacao é
de 22 °C. Nas condi¢des controle, sementes embebidas em 4gua a 22 °C, quase
100% da germinacdo maxima foi observada para as sementes do tipo selvagem

(col-0) e transgénicas (figura 11a).

A 34 °C as sementes de A. thaliana do tipo selvagem apresentaram
apenas 38% de germinacdo maxima, enquanto que as sementes transgénicas
apresentaram até 83% de germinacéao (figura 13%). As linhagens de sementes
que superexpressam 0 gene RcGELP (barras em azul), com as germinagdes
variando de 62% a 83%, isto €, a germinacdo maxima dessas linhagens foi, pelo
menos, quase que o dobro, quando comparado as sementes selvagens. As
diferencas observadas na taxa de germinacdo maxima € um indicativo de que o
gene alterou de alguma forma os mecanismos de germinacao das sementes de

A. tahalina
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Figura 11a) Porcentagem de germinacdo maxima de sementes b) tempo médio
de germinacédo de sementes de A. thaliana que superexpressam o gene RCGELP
em resposta ao estresse térmico.

RcGELPO = linhagem que superexpressa o gene (O de “overexspress”). As médias e os erros
padrdo de trés réplicas biolégicas sdo mostrados. Letras diferentes acima das barras designam

diferencas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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Também foram observadas diferencas no tempo médio de germinacgéo
sob estresse térmico. As linhagens que superexpressam 0s genes RcGELP
apresentaram t50 variando de 15 a 20 horas, enquanto que para as sementes
selvagens foi necessérias 22,5 horas para que as mesmas germinarem 50%
(figura 11b) Os resultados indicam que a superexpressédo dos genes RcGELP
pode induzir a termotolerancia em A. thaliana, aumentando a taxa de germinacao

de suas sementes frente ao estresse de altas temperaturas.

Em estudos preliminares foi demonstrado que a enzima
acetilcolinesterase (AChe) do tipo GDSL esterase/lipase contribuiu
positivamente para a tolerancia ao calor do milho (YAMAMOTO; SAKAMOTO;
MOMONOKI, 2011). O tratamento térmico de 45 °C aumentou a atividade de
ache em cerca de 15% no coledptilo (primeiras folhas), além disso, a
superexpressdao de AChE de milho em plantas de tabaco resultou na
sobrevivéncia de pelo menos 61% das plantas transgénicas enquanto que as
plantas selvagens ndo sobreviveram a exposicdo ao estresse térmico. Duas
variedades de uvas cultivadas em regido arida expostas a altas temperaturas
também apresentaram correlacdo positiva entre a expressdo de membros da
familia GDSL esterase/lipase e o0 estresse térmico (SALEH et al, 2018). Estes
estudos indicaram que tais resultados pode ser o resultado de niveis de

transcricdo aumentados ou modificacdes pos traducionais.

A principal fonte de energia para o processo de germinacdo de uma
semente séo os lipidios, mas especificamente os acidos graxos. Os lipidios sé&o
armazenados em forma de triglicerideo (tri-éster oriundo da combinacdo do
glicerol com acidos graxos) no citoplasma da célula (MAYER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1982). E razoavel supor que o gene RcGELP esteja contribuindo para
a germinacao melhorada das sementes frente o estresse térmico, alterando seu
metabolismo lipidico, visto que, genes esterase/lipase desempenham um papel
importante no metabolismo lipidico das plantas, hidrolisando as ligacdes de
esteres em acilglicerdis (BHARDWAJ; RAJU; RAJASEKHARAN et al, 2001).
Portanto, o gene pode cumprir o papel aumentar os niveis de acidos graxos nas
células para que o processo de germinacdo ocorra sem grandes danos,
principalmente sob altas temperaturas, condicdo onde a semente requer ainda

mais energia durante o processo germinativo.
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3.2.2 Estresse hidrico simulado por manitol

O estresse hidrico foi simulado embebendo as sementes em solu¢des de
diversas concentracdes de manitol (0, 150, 200, 250 e 300 mM). Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada na taxa de germinacdo entre as sementes
selvagens e as sementes transgénicas em 150 Mm, o mesmo aconteceu em 200
mM (figura 12). As taxas de germinagdo maxima das sementes no estresse se

mantiveram muito parecidas com a taxas do controle.

Figura 12. Germinacdo maxima de sementes de A. thaliana que
superexpressam o gene RCGELP em resposta ao estresse hidrico simulado com
manitol nas concentracdes 150 e 200 mM.

RcGELPO = linhagem que superexpressa o gene (O de “overexspress”). As médias e 0s erros
padrdo de trés réplicas biolégicas sdo mostrados. Letras diferentes acima das barras designam
diferencas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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Na concentracdo de 250 mM a germinagdo maxima das sementes
selvagens caiu para 87%, no entanto, as sementes transgénicas também tiveram
sua germinacdo reduzida (figura 13). As linhagens que superexpressam 0s
genes apresentaram 66% de germinagdo maxima. Por fim, na concentragdo de
300 mM de manitol a germinagdo maxima das sementes selvagens caiu para
69%, as sementes transgénicas apresentaram germinagcdes maximas
ligeiramente maiores, com média de 75,5%, no entanto, sem nenhuma diferenca

significativa (figura 13).

Figura 13. Germinacdo maxima de sementes de A. thaliana que
superexpressam o gene RCGELP em resposta ao estresse hidrico simulado com
manitol nas concentracdes 250 e 300 mM.

RcGELPO = linhagem que superexpressa o gene (O de “overexspress”). As médias e 0s erros
padrdo de trés réplicas bioldgicas sdo mostrados. Letras diferentes acima das barras designam
diferencas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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Ainda que néo significativas, também foram observadas diferengas no
tempo médio de germinacéo (figura 14). Conforme as concentracdes de manitol
aumentavam, o tempo meédio de germinacdo também aumentou, isto €, o
estresse hidrico atrasou os processos germinativos. As sementes embebidas
apenas em agua (controle) apresentaram menor tempo médio de germinacéo,
15,4 horas, quando comparado com as sementes que germinaram sob estresse.
Em 150, 200, 250 mM de manitol o t50 foi de 22, 28 e 38,5 horas
respectivamente. Em 300 mM, a média de tempo foi de 46 horas, quase trés
vezes maior que o controle. Os resultados demonstraram que a germinagao
maxima das sementes selvagens caiu conforme a restricdo hidrica ficava mais
proeminente. Entretanto esta queda ndo foi expressiva, assim como as
diferencas entre a germinagcdo das sementes transgénicas e selvagens.
Portanto, ndo se pode afirmar se, ou de que forma o gene RCGELP é responsivo

ao estresse hidrico simulado com manitol.
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Figura 14. Tempo médio de germinacdo de sementes de A. thaliana ou
superexpressam o gene RCGELP em resposta ao estresse hidrico simulado com
manitol. a) nas concentracdes 150 e 200 mM. b) 250 e 300 mM.

As médias e os erros padrdo de trés réplicas bioldgicas sdo mostrados. Letras diferentes acima

das barras designam diferencas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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O estudo de Hong et al (2008), avaliou se plantas transgénicas de A.

thaliana superexpressando uma lipase GDSL de Capsicum annuum (pimenta)

exibiriam

resisténcia ao estresse hidrico, sementes de trés

linhagens

transgénicas de A. thaliana foram germinadas em meio MS contendo 600 mM
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de manitol. O tratamento com manitol diminuiu em 85% a taxa de germinagéo
das sementes selvagens, porém as sementes transgénicas superexpressando o
gene CaGLIP1 apresentaram germinacdo maxima entre 75% e 100%, indicando
que o gene conferiu as sementes tolerancia frente ao estresse hidrico. Nas
concentragfes de manitol utilizadas neste trabalho ndo foi possivel observar a
mesma tendéncia, nem mesmo para o tratamento com concentracéo de 400 mM
(dados ndo mostrados), onde a maioria das linhagens transgénicas néo

germinaram ou apresentaram taxas de germinagao extremamente baixas.

Por outro lado, outros estudos apontam a nao responsividade do gene
frente ao estresse hidrico simulado por manitol. Sementes transgénicas de A.
thaliana superexpressando uma esterase/lipase do tipo GDSL também de A.
thaliana ndo demonstraram diferencas nas taxas de germinagdo quando
comparado com sementes do tipo selvagem frente ao tratamento com manitol
(Lai et al, 2017). Os genes SFARs (redutores de acidos graxos) pertencente a
familia GELP de A. thaliana foram superexpressos em plantas de A. thaliana,
entretanto, nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada entre
as plantas transgénicas e de tipo Col-0 durante a germinacdo e expansao de
cotilédones ou esverdeamento sob tratamento com manitol (HUANG et al, 2015).
Os trabalhos citados indicam que a responsividade do gene GDSL
esterase/lipase ao estresse hidrico simulado por manitol pode esta intimamente
ligada ao tipo de espécie que o gene pertence.

Tendo em vista que, ndo foi possivel indicar a responsividade do gene
RCcGELP frente ao estresse hidrico simulado por manitol, todas as analises
posteriores foram feitas apenas para as sementes submetidas ao estresse

térmico.
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3.3 Quantificacdo de proteinas totais

O método de Bradford € baseado na interacdo entre residuos de
aminoécidos das proteinas presentes na amostra com o corante e Coomassie®
Brilliant Blue G-250 em uma solucédo acida (REDMILE-GORDON et al, 2013). A
adicdo do corante a uma solucédo de proteina resulta em uma mudanca de cor
marrom avermelhado para azul, indicando a formag¢ao do complexo corante-
proteina, com a formacgéo desse complexo o pico de absorbancia da solugéo do
corante se desloca de 465 para 595 nm, portanto a quantificacdo de proteinas
totais é analisada no comprimento de onda de 595 nm (ZAIA; ZAIA; LICHTIG et
al, 1998). O Ensaio de espectrofotométrico Bradford € um dos mais utilizados
para a analise de teores de proteinas, muitos autores recomendam o método por
conta de suas varias vantagens quando comparado a outros métodos
(BONJOCH; TAMAYO, 2001).

As vantagens mais evidentes do método incluem o uso de poucos
reagentes, para a realizacdo do experimento € necessario apenas o reagente de
Bradford juntamente com a Proteina de Soro Bovino (BSA); a alta estabilidade
do complexo entre a proteina e o corante, os complexos formados podem
permanecer em solucdo por até uma hora, essa estabilidade fornece uma janela
de tempo grande o suficiente para a leitura de diversas amostras; reacao rapida,
a ligacao entre o corante e a proteina é completada em aproximadamente dois
minutos; alta reprodutibilidade e numeros bem menores de interferentes
(BONJOCH; TAMAYO, 2001; SEEVARATNAM; PETEL;HAMADEH, 2009;
REDMILE-GORDON et al, 2013; SAPAN; LUNDBLAD; PRICE, 1999). Estas
vantagens sugerem que o ensaio de Bradford fornece resultados mais fidedignos
de concentracdo de proteinas em comparagdo com outros ensaios
(SEEVARATNAM; PETEL; HAMADEH, 2009).

Para a quantificacdo de proteinas totais nas amostras de soja foi
necessario a construgdo de uma curva analitica de calibrag&o utilizando uma
solucéo estoque de BSA (1440 ug.mL™), a concentracéo de BSA na curva variou
de 3 a 15 yg.mL* (figura 15).
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Figura 15. Curva de calibragdo para a quantificacdo de proteinas totais
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O valor satisfatorio do coeficiente de determinacédo sugere que 0 ensaio
apresentou uma boa linearidade, sendo assim, a concentracdo das proteinas
nas amostras (tabela 4) foi calculada através da equacao obtida no célculo de
regressao linear da curva. E necessario quantificar as proteinas para posterior
normalizacdo das amostras na analise da atividade da enzima Superéxido
Dismutase (SOD)

Tabela 4. Quantificacdo de proteinas totais das amostras de sementes de A.

thaliana superexpressando o gene RCGELP

Proteinas totais (mg. g)

Linhagem 22°C 34°C
RcGELPO.1 0,3367 0,110 £+ 0,013
RcGELPO.2 0,2874 0,085 + 0,005
RcGELPO.3 0,4060 0,12 + 0,017

Col-0 0,4259 0,100 + 0,012
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3.4 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

Sob condi¢cBes de estresse a germinacdo € um periodo crucial para o
desenvolvimento das plantas, onde a atividade metabdlica esta acelerada e ha
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas células, podendo trazer
Impactos negativos para o estabelecimento da cultura e seu rendimento final. As
espécies reativas de oxigénio sao produzidas por organismos aerobicos e estéo,
em condicbes normais, em equilibrio com moléculas antioxidantes. Essas
espécies apresentam um papel importante na quebra de dorméncia das
sementes e contra estresses abidticos e bibticos (APEL; HIRT, 2004).

O estresse oxidativo acontece quando ha um desequilibrio entre a
producgéo de ERO e a defesa antioxidante. Durante a germinag&o das sementes,
a respiragéo celular produz grandes quantidades de ERO e estresses abidticos
aceleram seu acumulo (GAO et al, 2019). O acumulo de ERO causa
perioxidacdo de lipidios e pigmentos da membrana acarretando na perda da sua
semipermeabilidade (XU et al, 2006; DEL RIO et al, 2018), podendo contribuir
para o enfraquecimento do endosperma além do ideal, resultando na

degradacdo da semente e o retardo na germinacédo (WANG et al, 2023).

Para prevenir os danos oxidativos as plantas apresentam um mecanismo
de desintoxicacdo, que pode ser enzimatico, mediado pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase
(POD), glutationa redutase (GR) e monodesidroascorbato redutase (MDAR) e
ndo enzimatico, mediado por metabdlitos secundarios, como antocianinas,
carotendides, flavononas e acido ascorbico (ISMAIL et al, 2021; POSMYK et al,
2005).

A superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) € uma enzima antioxidante
presente nos organismos aerobicos, ela cumpre um papel especial nos
organismos vegetais, pois atua na primeira linha de defesa contra os efeitos que
as ERO causam nas plantas (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). A SOD
catalisa a dismutacao dos radicais superoxidos, radicais extremamente reativos
e instaveis, em peroxido de hidrogénio, uma espécie molecular mais estavel
(figura 16) (SHAFI et al, 2015). O aumento da atividade de enzimas antioxidantes

tem sido associado a tolerancia ao estresse abidtico em plantas (DUAN et al,
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2012), portanto, a atividade de SOD foi avaliada para investigar como a enzima
se comporta em sementes de A. thaliana superexpressando o gene RcGELP

frente ao estresse térmico.

Figura 16. Reacdo enzimética catalisada pela superéxido dismutase

._ - SOD
02 + 0 + 2H" ——— H,0, + O,

Fonte: autoria propria.

Fazendo uma comparacado geral entre as condicdes controle e estresse,
foi percebido um aumento para a atividade de SOD conforme as sementes foram
estressadas. Aqui se destaca as sementes selvagens e a linhagem RcGELP.2
sob estresse, que apresentaram atividade aumentada em 2,3 e 1,5 vezes,
respectivamente. Ja estd bem estabelecido na literatura que temperaturas
elevadas podem levar ao aumento na atividade de SOD (TSANG et al, 1991;
SEN RAYCHAUDHURI; DENG, 2000). Em plantas de Soja (Glycine max), a
atividade média de SOD aumentou em até 96% com o aumento da temperatura
(JUMRANI; BHATIA, 2019).

Na condig¢ao controle foi observado um aumento na atividade de SOD das
linhagens transgénicas quando comparadas a linhagem selvagem. A Col-0
apresentou uma atividade de 0,79 U SOD.ug* de proteina, enquanto que as
sementes que superexpressam 0S genes apresentaram atividade de até 1,45 U

SOD.ug™ de proteina, quase que o dobro da Col-0 (figura 17).
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Figura 17. Atividade da Superéxido dismutase (SOD) em sementes de A.

thaliana superexpressando o gene RCGELP em resposta ao estresse térmico.

As médias e os erros padrao de trés réplicas bioldgicas sdo mostrados. Letras diferentes acima

das barras designam diferengas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: autoria propria.

Na condicdo de estresse térmico ndo foi percebido o mesmo padréao,
apenas na linhagem RcGELP.2 a atividade de SOD foi maior (2,17 U SOD.ug*
de proteina) quando comparada com a linhagem selvagem (1,83 U SOD.ug* de
proteina). A linhagem RcGELP.2 também foi a que demonstrou uma maior taxa
de germinacdo maxima (figura 1la). As espécies reativas de oxigénio
desempenham um papel significativo nha germinacdo de sementes, como, por
exemplo, no enfraguecimento do endosperma para que haja a protusdo da
radicula, e mobilizacdo de reservas (FAROOQ et al, 2021; MHAMDI; VAN
BREUSEGEM, 2018). O éxito da germinacdo pode esta intimamente ligado ao
conteudo de EROs e as atividades dos sistemas antioxidantes (GOMES;
GARCIA, 2013).
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E possivel que o aumento da atividade de SOD sob estresse térmico da
linhagem RCcGELP.2 quando comparado com as sementes selvagens seja
apenas consequéncia da taxa de germinacdo da mesma. O acréscimo na taxa
de germinacao pode significar niveis maiores de EROS e consequentemente de
SOD, para que seja mantida a homeostase celular. Portanto, os resultados
apontam para uma nao influéncia do gene no sistema antioxidante enzimatico
das sementes de A. thaliana sob estresse térmico. Por outro lado, podemos notar
gue em condi¢des controle (22 °C), existe um aumento significativo da atividade
de SOD, indicando que a superexpressao do gene nessas condi¢des contribuiu
para 0 aumento da atividade de SOD, vale ressaltar que a 22°C a germinacao

maxima foi praticamente a mesma para sementes transgénicas e selvagens.

3.5 Quantificacdo dos metabdlitos nas amostras de A. thaliana

superexpressando o gene RCGELP

Os processamentos dos espectros unidimensionais de 'H foram
desenvolvidos através do software Chenomix, onde é feito um ajuste manual da
biblioteca de referéncia espectral aos sinais apropriados dentro do espectro.
Para a quantificacdo dos metabdlitos, os sinais foram identificados com a ajuda
de dados ja bem estabelecidos na literatura, onde procurou-se escolher regides
sem sobreposicbes (figuras 18 e 19), de modo que as andlises feitas fossem

fidedignas a realidade.

Além da identificacdo dos metabdlitos no espectro de *H, também foram
obtidos os espectros bidimensionais cosy (do inglés, COrrelation SpectroscopY,
(apéndice 6) e HSQC (do inglés, Heteronuclear Single Quantum Correlation,
apéndice 7), com o objetivo de obter informacdes adicionais que comprovem a
identidade dos metabdlitos identificados. Para a aquisicdo desses espectros foi
feito um pool com todas as amostras, sementes de A. thaliana na condicdo
controle e estresse térmico, 0os espectros do pool foram processados no software

MestReNova.



155

Figura 18. ampliacGes do espectro 'H do pool das amostras de A. thaliana a)
isoleucina, valina, lactato, treonina, alanina, acetato, metionina b) acetona,
glutamato, succinato, dimetilamina, asparagina, GABA, colina e betaina
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Figura 19. ampliacdes do espectro *H do pool das amostras de A. thaliana a)
glicina e etileno glicol; b) Glicose e sacarose; ¢) Fumarato, histidina, tirosina e
formato.
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No total, foram identificados e quantificados vinte e trés metabdlitos nas
amostras, incluindo doze aminoacidos (figura 20), dois carboidratos, cinco acidos
organicos, uma amina, um dialcool, uma vitamina e uma cetona (figura 21a, b e
c). Os sinais utilizados para identificar tais metabdlitos estao descritos em termos
de deslocamento quimico, multiplicidade e valores de constante de acoplamento
(J) na tabela 4.

Figura 20. Estrutura quimica dos aminoacidos encontrados nas amostras de
sementes de A. thaliana
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 21. Estrutura quimica dos metabdlitos encontrados nas amostras de soja.
a) carboidratos; b) acidos orgéanicos; c¢) amina, vitamina, alcool, vitamina e
cetona
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Fonte: autoria propria.
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Tabela 5. Deslocamento quimico, multiplicidade e valores de constante de
acoplamento (J) dos metabdlitos encontrados nas amostras de sementes de A.
thaliana superexpressando o gene RcGELP em condigbdes normais e de
estresse.

s= singleto; d= dubleto; dd= duplo dubleto; t=tripleto.

multiplicidade e
constante de
acoplamento (J Hz)

No Deslocamento

Metabolitos do carbono quimico (ppm)

Acido y-aminobutirico

(GABA) 4 3,01 t (7,2)
Acetato 2 191 S
Acetona CHs 2.23 S
Acido latico 3 1,34 d (6,8)
Alanina 3 1,48 d(7,2)
Asparagina 3 2,90 dd (8,0/8,8)
Betaina N(CHs) 3,26 s
Colina N(CHs) 3,21 S
Dimetilamina N(CHs) 2,71 s
Etileno glicol le? 3,66 S
Formato 1 8,45 S
Fumarato 2e3 6,51 S
Glicina 2 3,55 S
Glicose 1 5,2 d (3,6)
Glutamato 4 2,35 t(7,2)
Histidina 6 7,05 S
Isoleucina 5 0,98 t(7,2)
Metionina S(CHs) 2,13 s
Sacarose 1 54 d4,2)
Succinato 2e3 2,39 S
Tirosina 5e9 7,18 d (8,4)
Treonina 4 1,32 d (6,8)
Valina 4 1,04 d (6,8)

Para que fosse possivel propor as contribuicdes e mecanismos nos quais

estes metabdlitos estariam envolvidos quando sementes de A. thaliana
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superexpressando o gene RCGELP tem sua germinagédo melhorada sob estresse
térmico, foi utilizada uma abordagem apoiada no perfil de metabdlitos
apresentado por cada conjunto de amostra de interesse, onde foram usadas

ferramentas da estatistica multivariada.

3.6 Caracteristicas metabolicas da resposta de sementes de Arabidopsis

thaliana superexpressando o gene RcGELP frente ao estresse térmico

Incialmente foi feita uma a analise discriminante dos minimos quadrados
parciais (PLS-DA) para avaliar e comparar o comportamento metabdlico das
sementes de A. thaliana transgénicas e selvagens nas condi¢cbes controle e
estresse (figura 22). Nota-se uma separacgao clara em trés grupos. Ao longo do
eixo x temos uma maior separacdo em termos da temperatura e no eixo y a
separacao se da em termos da superexpressdo do gene, com o componente
principal 1 explicando 43,7% da variacao total dos dados (autovalor 4,37) e o
componente principal 2 explicando 17,9% da variagéo total dos dados (autovalor
1,79)

Figura 22. Andlise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do

conjunto de metabdlitos identificados em sementes de A. thaliana transgénicas
e selvagens (col-0)
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Analisando a distribuicdo das amostras no grafico PLSDA, fica claro que
as sementes transgénicas e selvagens em condi¢cdes de estresse apresentam
metabolémas muito distintos entre si. Para além disso, € possivel notar que a 22
°C a superexpressao do gene nao acarreta em uma diferenca significativa entre
0s metabolémas das sementes transgénicas e selvagem, porém, a medida que
a temperatura aumenta, essa diferenca se torna bastante proeminente. Essas
diferencas podem ser explicadas pelo desempenho de alguns metabdlitos,
através da Importancia varidvel na projecédo (VIP, figura 23) que resume a

contribuicdo de cada variavel dentro do modelo PLS-DA.

Foi utilizado o critério maior que 1 para selecionar os metabdlitos. No
entanto, visando enriquecer as discussdes propostas, sacarose, acetona e
acetato também foram adicionadas a essa selecao, pois se apresentam proximo
ao 1. Sendo assim o VIP scores demonstrou a contribuicdo de 9 metabdlitos:
glutamato, fumarato, glicose, succinato, asparagina, alanina, etileno glicol,

formato e sacarose.

Figura 23. Importancia variavel na projecdo (VIP) no conjunto de metabdlitos

identificados em sementes de A. thaliana transgénicas e selvagens (col-0).
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Acoplado ao mapa de calor foi aplicada uma analise de grupamento
hierarquico, que agrupou as amostras de acordo com suas semelhancas dentro
do perfil metabdlico (figura 24). Analisando o cladograma posicionado no topo
do mapa de calor € possivel notar a presenca de dois grupos, onde as amostras
foram separadas de acordo com a temperatura, corroborando as informacoes
obtidas no PLS-DA, proporcionado mais evidéncias sobre as mudancas no
metaboléma das sementes transgénicas relacionadas com o estresse térmico,
visto que, os grupos sdo formados com base nos niveis de metabdlitos
especificos.

Figura 24. Mapa de calor baseado no conjunto de metabdlitos identificados em

sementes de A. thaliana transgénicas e selvagens (col-0).
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Sob estresse térmico a superexpressado do gene RcGELP em sementes
de A. thaliana provocou a reducdo de alguns metabdlitos quando comparado
com as sementes selvagens (col-0). Foi demonstrado a reducao de fumarato,
succinato, alanina, sacarose e glicose. Por outro lado, a superexpressao do gene

provocou acumulo de asparagina.

A reducao nos niveis de glicose e sacarose indica que o catabolismo de
carboidratos foi desencadeado, estes metabodlitos desempenham um papel
central no metabolismo vegetal, principalmente como precursores para diversos
outros metabolitos importantes para o crescimento e desenvolvimento de plantas
(RIBEIRO et al, 2014). Niveis mais baixos de sacarose podem indicar seu uso
na construcao de parede celular durante a germinagéo, assim como também sua
converséo a glicose. A glicolise € via de producdo de energia muito importante,
onde uma molécula de glicose é oxidada a duas moléculas de piruvato. O
piruvato é oxidado, gerando o grupo acetil da acetil-coenzima A, que alimenta o
ciclo de Krebs (figura 25), portanto a reducdo da glicose pode regular reacdes

que acontecem no seu entorno.

A superexpressao do gene provocou a reducao de dois intermediarios do
ciclo de Krebs. Uma vez que a producédo de acetil-coA foi aumentada nas
sementes transgénicas, mais dessa enzima esta sendo oxidada no ciclo para
alimenta-lo (figura 25). Ou seja, o catabolismo dos intermediarios sugere que o
ciclo de Krebs esta sendo regulado positivamente, aumentando as reacdes de
oxidacdo e a producao de elétrons, que alimentam a cadeia de transporte de
elétrons e a respiracao celular, gerando energia (PLAXTON, 1996). O que
mostra ser uma das alternativas que explica a maior porcentagem de germinacao

maxima das sementes transgénicas frente as selvagens.
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Figura 25. Vias metabdlicas demonstrando a relagdo entre os metabdlitos

Uma parte dos metabdlitos foram incluidos para fim de integridade da informagdo, nem todos
foram determinados neste trabalho.
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A alanina é um aminoacido derivado do piruvato, nas sementes
transgénicas sob estresse térmico foi demonstrada a sua reducao (figura 25).
Parece bastante plausivel que a superexpressao do gene esteja regulando o
nivel de piruvato através da alanina, uma vez que a mesma pode ser
desaminada por meio da alanina-aminotransferase para produzir piruvato (figura
26). Assim sendo, niveis reduzidos de alanina podem melhorar a taxa de
respiragao celular e a producéo de ATP.
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Figura 26. Reacao de desaminacgao da alanina para produzir piruvato
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Fonte: autoria prépria

Como visto na andlise discriminante dos minimos quadrados parciais
(PLS-DA, figura 22) e na andlise de grupamento hierarquico (figura 24) as
diferencas de metaboléma entre as amostras foram atribuidas em maior parte
ao estresse térmico. Portanto, para ampliar a discussdo dos efeitos que a
superexpressao do gene RCGELP causam nas sementes de A. thaliana frente
ao estresse térmico, as amostras de sementes a 34°C foram analisadas
separadamente. O componente principal 1 explicou 35,6 da variacdo total dos
dados (autovalor 3,56) e o componente principal 2 explicou 16,2% da variacéo
total dos dados (autovalor 1,62). O VIP scores sinalizou a contribuicdo de 12
metabolitos: treonina, glicose, dimetilamina, asparagina, GABA, tirosina, alanina,
fumarato, etileno glicol, também foram selecionados isoleucina, lactato e

succinato (figura 27b).
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Figura 27a) Analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) b)
Importancia variavel na projecao (VIP) no conjunto de metabdlitos identificados
em sementes de A. thaliana transgénicas superexpressando o gene RcGELP e
selvagens (col-0) frente ao estresse térmico.
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A analise feita apenas com as sementes selvagens e transgénicas
embebidas a 34 °C, indicou o0 aumento de treonina e asparagina, e a reducao de
lactato e GABA nas sementes transgénicas (figura 28b). A treonina € um
aminoacido central na sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada Isoleucina,
leucina e valina, que sado metabdlitos importantes dentro do metabolismo vegetal
por serem doadores alternativos para cadeia de transporte de elétrons. Assim
como a asparagina (seu amento foi demonstrado, figura 25), a treonina tem como
precursor o aspartato, que é derivado do ciclo de Krebs. O que sugere que 0s
genes RCGELP estejam ativando mecanismos de protecao frente a temperatura
elevada, uma vez que aminoacidos sdo moléculas osmoprotetoras (YOU et al,
2019).

A regulacao positiva do ciclo de Krebs indicada pelo aumento nas reacdes
de oxidacao, consequéncia do catabolismo de seus intermediarios fumarato e

succinato, pode sugerir que além de ajudar na regulacdo da respiracdo e

Low
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producdo de ATP, esses acidos organicos estariam contribuindo para a

biossintese de treonina e asparagina.

O lactato assim como outros dois acidos organicos, fumarato e succinato,
apresentaram niveis reduzidos nas sementes que superexpressam 0 gene
RCcGELP. As cadeias carbodnicas necessarias para a construcao de aminoacidos
nas plantas sédo provenientes de &cidos organicos produzidos na glicolise, nos
ciclos de Krebs e Calvin e na via da pentose fosfato oxidativa (RIBEIRO et al,
2014). Portanto, é possivel que a superexpressdo do gene esteja acarretando
em uma mudanca no metabolismo de carbono e nitrogénio para sustentar a
germinacao das sementes, onde aminoacidos proteicos estejam se acumulando

as custas do catabolismo de acidos organicos.

O GABA é um aminoacido ndo proteico amplamente associado ao
estresse térmico, atuando principalmente como molécula osmoprotetora e
sinalizadora, a sua reducdo nas sementes transgénicas frente as selvagens sob
estresse térmico, pode ser indicativo de que o gene pode ter alterado o
mecanismo pelo qual o GABA lida com o estresse e sua reducdo pode estar
protegendo as sementes de alguma forma ou que sementes de A. thaliana

ativem outros mecanismos de protecao.

Sementes de A. thaliana superexpressando os genes RcGELP
apresentam uma assinatura metabodlica especifica em resposta ao estresse
térmico com o propésito de manter a homeostase celular durante a germinacao
(figura 28). Nas sementes transgénicas foram demonstrados maiores niveis de
treonina e asparagina em relacdo as sementes selvagens. Este acumulo esta

associado a reducéao de lactato, fumarato e succinato.
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Figura 28. Representacdo esquematica da assinatura metabdlica de sementes
de A. thaliana superexpressando os genes RCGELP durante a germinacéo sob

estresse térmico
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Fonte: autoria propria.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado um amplo estudo sobre o gene GDSL
esterase/lipase de Ricinus communis (RcGELP). Ferramentas da
bioinformatica foi utilizada para uma andlise sistematizada da familia génica
RcGELP, possibilitando a elucidacéo de caracteristicas fisicas e quimicas, e
relacbes evolutivas. Foram identificados 96 genes que apresentaram
estruturas génicas diversas, por meio da analise filogenética entre os
RcGELPs e genes ortélogos com funcdes ja elucidadas foi possivel predizer

informacgdes funcionais da familia génica de interesse.

Sementes de Arabidopsis thaliana que superexpressam 0 gene
RcGELP demonstraram uma germinacdo aprimorada sob estresse térmico
guando comparado com sementes selvagens. A andlise metabolémica das

sementes revelou respostas dindmicas relacionadas com alguns metabdlitos
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importantes no metabolismo vegetal. Houve uma mudanca no metabolismo
de carbono e nitrogénio em direcéo de metabdlitos contendo nitrogénio, além
disso, o catabolismo de carboidratos foi ativado para gerar energia
necessaria para germinacdo frente ao estresse térmico. Os resultados
mostram que o gene RcGELP regula de forma positiva as respostas de
sementes frente a condicfes adversas de crescimento, o que é util dentro da
engenharia genética, aspirando o desenvolvimento de plantas tolerantes ao

calor.
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N° de _ o o Residuos Residuos
Gene amino- Peso ,P! ' Indlc_g de I|'1d,|<_:e GRAAVY carr_egados carr_egados
Aacidos molecular teorico instabilidade alifatico negativamente positivamente
(Asp + Glu) (Arg + Lys)

RcGELP1 127 14779,07 9 35,56 95,28 0,052 10 12
RcGELP2 374 42002,41 9,48 34,17 81,66 -0,15 28 43
RcGELP3 363 40773.93 7.57 25.42 90.44 -0.071 36 37
RcGEPL4 347 38926,38 6,7 35,61 84,58 -0,186 37 35
RcGELP5 368 40853.25 8.26 23.45 76.39 -0.303 34 37
RcGELP6 365 40700.21 5.34 40.94 83.42 -0.050 29 30
RcGELP7 355 39494.31 7.57 28.72 83.46 -0.032 29 30
RcGELP8 372 40785,8 5,85 32,61 70,32 -0,292 37 32
RcGELP9 327 36171,08 7,18 27,77 75,17 -0,232 25 25
RcGELP10 234 26086,21 9,61 26,94 77,09 -0,285 11 27
RcGELP12 172 19237,22 9,02 31,01 80,52 -0,271 16 22
RcGELP13 374 42045.33 8.71 28.48 81.34 -0.179 35 42
RcGELP14 381 42290.66  4.65 41.12 82.15 -0.194 49 26
RcGELP15 350 39615,74 5,39 33,43 83,91 -0,321 41 33
RcGELP16 376 41647,13 4,43 39,13 91,57 0,03 46

RcGELP17 377 42431.21 6.51 25.22 72.76 -0.284 37 35
RcGELP18 136 14917,05 8,26 37,32 88,82 -0,091 11 13
RcGELP19 242 26381,32 9,23 33,51 94,3 0,06 16 23
RcGELP20 368 40377.75 8.36 25.77 87.77 -0.138 31 34
RcGELP21 352 39423.85 5.33 28.45 83.69 -0.039 37 29
RcGELP22 353 39333.95 8.37 36.50 83.74 -0.114 31 34
RcGELP23 356 39842,34 8,76 29,6 76,4 -0,215 26 31
RcGELP24 368 40425.95 7.52 35.39 85.84 -0.007 24 25
RcGELP25 577 64677.04 7.09 36.78 85.53 -0.223 65 65
RcGELP26 385 42214.23 8.39 26.08 95.32 -0.051 33 36
RcGELP27 364 40155.94 5.81 34.66 94.84 0.031 29 27
RcGELP28 368 40085.59 5.28 34.89 88.10 0.060 28 24
RcGELP29 369 40489.68 9.39 32.29 91.76 0.041 22 34
RcGELP30 374 41269.96 6.70 35.22 89.97 -0.154 32 31
RcGELP31 249 27748,04 8,47 36,21 88,11 -0,098 20 23
RcGELP32 356 38717.43 8.76 24.77 83.93 0.068 26 32
RcGELP33 425 46566,64 6,1 40,95 75,29 -0,125 37 31
RcGELP34 300 34280.47 8.92 30.62 89.73 -0.067 28 34
RcGELP35 369 39595.33 7.97 26.82 91.71 -0.018 31 33
RcGELP36 393 42853.78  5.29 24.14 85.70 -0.031 38 31
RcGELP37 352 37970.34 8.24 36.96 82.07 -0.011 23 26
RcGELP38 354 39386.39 8.82 30.37 84.60 -0.038 24 32
RcGELP39 390 42952,69 8,65 37,65 80,54 -0,122 28 33
RcGELP40 388 43072,75 8,55 42,79 74,66 -0,238 30 35
RcGELP41 397 44112,77 7,58 32,18 78,41 -0,306 36 37
RcGELP42 365 40331.00 5.04 30.03 87.37 -0.001 34 26
RcGELP43 344 38647,17 9,6 37,93 90,26 -0,168 27 38
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N°_de Peso S .I'ndice_ _de indice cZ?r?alg;dC)c?s cgrerselg‘:gjs
Gene gzljnoos_ molecular Piteorico mSt%t;'“da alifatico GRAAVY negativamente positivamente
(Asp + Glu) (Arg + Lys)
RcGELP44 352 38044.13 5.60 25.95 91.76 0.133 25 22
RcGELP45 368 40809,79 8,02 33,37 70,79 -0,317 29 31
RcGELP46 268 30023,45 8,52 41,95 86,9 -0,087 22 26
RcGELP47 531 59696,65 7,81 32,97 90,56 -0,1 48 50
RcGELP48 372 41017,42 4,96 28,35 69,81 -0,099 39 24
RcGELP49 358 40047.16 8.91 36.14 92.88 -0.023 28 35
RcGELP50 284 31591.69 9.70 31.52 89.68 -0.182 23 40
RcGELP51 368 39896.61 6.09 27.03 101.14 0.168 30 28
RcGELP52 297 32299,91 5,47 27,86 91,58 0,091 25 19
RcGELP53 335 37208.03 7.03 37.36 90.54 0.024 31 31
RcGELP54 351 39335.33 9.19 25.38 72.56 -0.338 22 32
RcGELP55 422 46670.62 5.98 32.26 89.88 0.038 31 28
RcGELP56 379 41932,83 8,48 43,58 77,55 -0,023 26 30
RcGELP57 381 42025,81 541 38,72 80,39 0,07 29 20
RcGELP58 381 42272,01 6,44 28,6 82,47 -0,036 33 31
RcGELP59 411 45710,12 6,6 29,93 83,58 -0,177 41 39
RcGELP60 317 35396,06 9,34 28,45 96,62 0,093 21 29
RcGELP61 359 40135.92 4.90 36.11 89.92 0.019 35 27
RcGELP62 273 30581,22 8,97 43,83 86,81 -0,141 21 28
RcGELP63 331 35940,06 8,38 29,73 72,87 -0,055 26 30
RcGELP64 242 27475,01 8,78 28,95 75,29 -0,449 19 24
RcGELP65 164 18418,1 8,5 44,61 94,57 -0,122 13 15
RcGELP67 373 40833.61 5.41 24.01 94.42 0.056 29 22
RcGELP68 330 36319.37 7.55 36.66 85.97 -0.001 21 22
RcGELP69 359 39177.56 6.59 28.55 88.91 0.040 28 27
RcGELP70 292 32566,01 5 41,15 94,83 -0,03 30 21
RcGELP72 381 42009.67 4.66 24.18 94.93 0.090 35 20
RcGELP73 379 41939.28 6.44 32.40 81.64 -0.232 33 31
RcGELP74 368 41024,8 8,98 35,54 84,86 -0,234 30 40
RcGELP75 365 40548.59 8.89 30.97 81.53 -0.247 25 32
RcGELP76 358 38582.02 8.72 34.74 85.00 0.044 23 28
RcGELP77 363 40322.30 8.95 28.77 83.28 -0.107 28 36
RcGELP78 372 41148.07 5.49 37.38 89.06 0.024 35 30
RcGELP79 362 40428,73 5,13 40,18 82,76 -0,102 40 27
RcGELP80 379 41569,78 7,06 37,53 92,4 0,052 29 29
RcGELP81 964  106243,77 6,29 41,32 88,69 -0,065 104 96
RcGELP82 380 42012,87 6,08 34,13 82,95 -0,08 35 32
RcGELP83 367 39775,79 5,98 29,32 89,29 0,11 32 28
RcGELP84 366 40330,1 8,76 45,72 84,51 -0,03 25 32
RcGELP85 366 40327.79 5.54 30.03 89.29 -0.105 35 32
RcGELP86 353 38040.19 8.34 28.53 85.75 0.013 25 28
RcGELP87 354 38707.95 8.91 33.65 82.77 -0.071 28 35
RcGELP88 369 40574.47 8.88 34.14 81.82 -0.055 29 37
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o - Residuos Residuos

N° de Peso Indice de indice carregados carregados
Gene amino- Pi tedrico instabilida . GRAAVY €9 freg

acidos molecular de alifatico negativamente positivamente

(Asp + Glu) (Arg + Lys)
RcGELP89 387 42302,65 6,38 33,98 72,64 -0,108 28 26
RcGELP90 367 40711.33 9.58 38.10 78.72 -0.286 25 44
RcGELP91 707 77125.60 5.50 30.68 103.15 0.150 63 56
RcGELP92 289 31950,59 8,04 34,63 86,75 -0,057 26 28
RcGELP93 390 42643,96 8,47 34,69 84,56 0,06 25 29
RcGELP94 407 45905.51 5.66 46.07 87.47 0.012 34 26
RcGELP95 336 36365.91 5.84 34.83 80.42 -0.163 32 29
RcGELP96 369 40724.68 5.33 37.32 88.02 0.027 28 24
RcGELP97 218 23984,39 8,08 31,28 81,38 0,013 11 13
RcGELP98 281 30686.78 6.87 36.14 80.53 -0.044 17 17
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APENDICE 2 — Andlise de duplicacdo em tandem
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APENDICE 3- Papel fisiologico, propriedades e funcdes moleculares de GDSL esterase/lipases de plantas.
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Espécies de Numero de acesso P Funcdes Clade A
Gene . Funcdes fisiologicas S Motif Referéncias
plantas da proteina moleculares especifico ours
Papel hipotético de uma proteina extracelular Atividade de
AgaSGNH Agave americane | AAS75127Q5J7NO AgaS(_SNH no metabolismo c_JIa parede cglular hldrolasg, atyando Ic 1,2,3,4,5e Reina et al.
da epiderme e no metabolismo da cuticula nas ligacdes 6 (2007)
vegetal. éster.
. s Atividade de
Jacaranda ABY59947 Desempt_anham um papel putativo na _hldrol|§e hidrolase, atuando 1,23,4,5e Kram et al.
JNP1 . e de lipidios no néctar com a liberagédo S Id
mimosifolia (BOFTZ8_JACMI) . X . . nas ligacdes 6 (2008)
simultanea de acidos graxos livres. éster
Confere na planta uma Resisténcia Sistémica Atividade de
BrSIL1 Brassica rapa AAMAT031 A_dqumda_ (S/_—\R),Nonde 0 gene é ativado pela h|drolas_e, at~uand0 b 1,23,4,5e Lee KA (2003)
via de sinalizagdo dependente de SA, na nas ligacdes 6
presenca do patégeno ndo hospedeiro. éster.
Q gene ¢ ativado por meio _de uma via de Atividade de
sinalizacdo dependente do acido salicilico na hidrolase. atuando 123 45e Hong et al
CaGLIP1 Capsicum annuum AAX20033 presenca do patégeno  Xanthomonas S Id e g '
. S nas ligacdes 6 (20080
campestris pv. vesicatdria (Xcv). defesa contra .
v éster.
estresses bibticos
- . L - o Atividade de
O gene é induzido por &cido metil jasmdnico hidrolase. atuando 123456
CaGL1 Capsicum annuum | AAZ23955Q0R4F7 |(MeJA) e estimulos locais / sistémicos em nas li ’a Ses Id T 6 ' Kim et al. (2008)
feridas. Defesa contra estresses abigticos. ésgtef
A ativagdo de graminicidas AOPP para acidos
herbicidas bioativos ocorre em plantacdes e
ervas daninhas por meio da hidrélise dos Atividade de
Alopecurus precursores de ésteres de herbicida | hidrolase, atuando 1,2,3,4,5e | Cummins and
AmGDSH1 myosuroides CAG27610 ariloxifenoxipropionato (AOPP) por nas ligacdes va 6 Edwards (2004)
AmGDSH1. Metabolismo endégeno e éster.

bioativacdo de herbicidas em lavouras e ervas
daninhas.
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Gene Especies de Namero de acesso Fungdes fisiologicas Funcoes Clade Motifs Referéncias
plantas da proteina moleculares especifico
) Deacetylation of acetylnorajmaline leading to L
AAE Rauvol_f/a AAWB8320 the formation of ajmaline. Possible role in late Acetylajmal_w!e Va 1,23,4e6 Ruppert et al
serpentina o i esterase activity. (2005)
stages of ajmalina formation
Hidrélise da sinapina durante a germinagéo Atividade de Clauss et al
BnSCE3/BnLIP2 Brassica napus | AAX59709AY866419 | das sementes. A hidrélise da sinapina é usada | hidrolase, atuando Va 1,23,4e6 (2008) '
para aumentar o valor nutricional da colza. nas ligacdes éster.
A desacetilacdo de lanatosides. Papel]| , . Atividade de
Co hipotético da proteina LAE ligada a parede h|dro'lasel atuf';mdo 1,2,3,4,5e | Kandziaetal
LAE Digitalis lanata CAA09694 L ~ nas ligacdes éster. Vb T '
celular na biossintese e transformacédo de 2o 6 (1998)
] Hidrélise de
cardenolideos. .
carboidratos
- Arif et al. (2004);
Hev b 13 Hevea brasiliensis Q7Y1X1 Hipoteticamente envolvido na nodulagéo . Atividades de Vb 1,23.45e Rouge et al.
lipase e esterase 6
(2010)
MaAChE Macroptilium BAG09557 Mediacéo do sistema metabdlico em plantas Hld_ro_hse (je Vb 1,2,3.4,5e | Yamammoto et
atropurpureum acetiltiocolina 6 al. (2008)
o o AB489863 Aumento da atividade da acetilcolinesterase |y iqage da 1,2,3.4,5¢ | Yamammoto et
Salicornia AChE | Salicornia europae na raiz e parte inferior do caule apés o o Vb
BA123204 , ; acetilcolinesterase 6 al. (2009)
acumulo de sal durante o crescimento
Sweet corn (Zea ; . . . . -
ZmAChE mays L. cv. Honey- BADS9850 Conduzir o trafego de célula a célula por meio A_t|V|d_ade da Vb 1,23.4,5e Sagane et al.
de um regulamento de passagem de canal acetilcolinesterase 6 (2005)

Bantam)




APENDICE 4 — Numero de éxons e introns nos genes RCcGELPs

Gene Gene ID éxons  introns upstreaﬁ?gloov(varsl‘stream
RCGELP1  27585.m000146 2 1 0
RCGELP2  27585.m000148 5 4 1
RcGELP3 27585.m000149 10 4 1
RCGEPL4  27585.m000150 5 4 0
RCGELP5  27585.m000151 5 4 0
RCGELP6  27585.m000152 5 4 0
RCGELP7  28565.m000324 4 3 0
RCGELP8  28686.m000044 5 4 0
RCGELP9  28686.m000045 5 4 0
RCcGELP10  28686.m000046 8 3 1
RCcGELP12  28885.m000107 2 1 0
RcGELP13  28885.m000108 1 0 2
RCGELP14  28885.m000109 5 4 0
RCGELP15  28885.m000110 5 4 0
RCGELP16  28gg5.m00112 5 4 0
RCGELP17  28885.m00113 5 4 0
RCGELP18  28962.m000453 2 1 0
RCGELP19  28962.m000454 3 2 0
RCGELP20  29005.m000259 6 5 0
RCGELP21  29620.m000549 1 0 2
RCGELP22  20620.m000550 3 2 2
RCGELP23  29625.m000675 5 4 2
RCGELP24  29634.m002166 3 2 0
RCGELP25  29640.m000407 1 0 2
RCGELP26  29676.m001669 5 4 0
RCGELP27  29680.m001738 5 2 1
RCGELP28  20680.m001739 2 1 2
RCGELP29  29680.m001740 2 1 2
RCGELP30  9680.m001741 5 4 0
RCGELP31  29680.m001742 3 2 0
RCGELP32  29683.m000474 5 4 0
RCGELP33  29703.m001547 8 7 0
RCGELP34  9716.m000306 4 3 2
RCGELP35  29717.m000225 1 0 2
RCGELP36  29739.m003689 5 4 0
RCGELP37  29790.m000852 5 4 2
RCGELP38  29790.m000853 2 1 2
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Gene Gene ID exons introns upstrealr?n?ggc:ﬁrfstream
RCGELP39  29792.m000610 5 4 0
RCGELP40  29792.m000611 4 1 1
RCGELP41  29792.m000612 5 4 0
RCGELP42  29814.m000745 3 2 0
RCGELP43  29814.m000746 3 2 0
RCGELP44  29815.m000492 5 4 2
RCGELP45  29822.m003328 5 4 0
RCGELP46  29822.m003329 6 5 0
RCGELP47  20830.m001404 4 3 0
RCGELP48  29864.m001449 5 4 1
RCGELP49  20889.m003304 2 1 2
RCGELP50  20889.m003305  © 5 0
RCGELP51  29889.m003306 5 4 0
RCGELP52  20000.m001562 4 3 0
RCGELP53  29900.m001563 4 3 0
RCGELP54  29907.m000651 1 0 2
RCGELPS5  29907.m000652 2 1 2
RCGELP56  29908.m006189 5 4 0
RCGELP57  29908.m006190 5 4 0
RCGELP58 29908 m006192 5 4 !
RCGELP59  9917.m002026 4 0
RCGELP60  29929.m004523 4 3 0
RCGELP61  20020.m004524 3 2 0
RCGELP62  29929.m004536 5 4 0
RCGELP63 29929 m004758 2 1 1
RCGELP64  20930.m000608 2 1 0
RCGELP65  29930.m000609 2 1 0
RCGELP67  29983.m003294 5 4 2
RCGELP68  29983.m003318 4 3 0
RCGELP69  29991.m000624 5 4 !
RCGELP70  30022.m000382 2 1 1
RCGELP71  30026.m001502 11 10 0
RCGELP72  30026.m001503 1 0 2
RCGELP73  30026.m001504 5 4 0
RCGELP74  30026.m001505 5 4 0
RCGELP75  30026.m001506 5 4 2
RCGELP76  30064.m000487 2 1 2
RCGELP77  30064.m000489 5 4 1
RCGELP78 5 4 0

30068.m002583
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Gene Gene ID exons  introns upstrealr?ne/gznﬁvﬁstream
RCGELP79  30076.m004597 5 4 !
RcGELP80  30114.m000518 1 0 0
RcGELP81  30128.mo0g623 19 18 0
RCGELP82  30128.m008733 5 4 0
RCGELP83  30128.m008843 5 4 2
RcGELP84  30128.m008951 5 4 0
RCGELP85  30138.m004067 5 4 0
RCGELP86  30146.m003475 5 4 1
RCGELP87  30146.m003477 1 0 2
RCGELP88  30146.m003480 4 3 0
RCGELP89  30147.m013809 2 1 0
RCGELP90  30169.m006260 1 0 2
RCGELP91  30170.m014261 5 4 2
RCGELP92  30170.m014262 5 4 0
RCGELP93  30174.m008697 5 4 0
RcGELP94  30190.m010852 1 0 2
RCGELP95  30190.m011297 6 5 0
RCGELP96  30204.m001822 2 1 2
RCGELP97  44916.m000014 1 0 0
RCGELP98  44916.m000014 2 1 0
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APENDICE 5- Lista de elementos cis-reguladores associados aos genes RCcGELP e seus respectivos quantitativos. Acido abscisico
(AA), auxina (AX), giberelina (GB), jasmonato de metila (MeJa), respostas de luminosidade (L), MYB, MYC, induc&o anaerdbica (Al),
resposta de defesa ou estresse (DE), expressao induzida por agua crise (ES), baixas temperaturas (LT), acido salicilico (SA),
expressdo de meristema (EM) e expressao de zeina (EZ).

Gene Gene ID AA AX GB MeJda Luz MYB MYC A DE ES LT AS EM EZ
RcGELP1 27585.m000146 0 0 1 0 7 1 0 1 0 0 0 0 0 2
RcGELP2 27585.m000148 1 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP3 27585.m000149 1 1 0 0 6 1 2 1 0 0 0 1 0 0
RcGELP4 27585.m000150 0 0 1 0 7 2 1 1 1 0 0 0 1 0
RcGELP5 27585.m000151 1 1 1 2 7 0 2 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP6 27585.m000152 1 1 0 0 7 0 0 1 0 0 1 0 0 0
RcGELP7 28565.m000324 0 0 0 0 6 0 0 1 0 0 1 0 2 0
RcGELP8 28686.m000044 2 0 1 2 2 2 3 1 0 0 1 0 0 0
RcGELP9 28686.m000045 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

RcGELP10 28686.m000046 0 0 0 0 5 1 4 2 1 0 0 0 0 0
RcGELP12 28885.m000107 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP13 28885.m000108 0 1 1 2 8 1 3 0 1 0 0 1 0 1
RcGELP14 28885.m000109 0 1 0 0 3 0 4 1 1 0 0 1 2 1
RcGELP15 28885.m000110 2 0 0 2 7 1 5 0 0 0 0 0 0 1
RcGELP16 28885.m00112 2 0 0 0 3 0 1 2 0 0 0 0 0 0
RcGELP17 28885.m00113 2 1 0 0 4 1 7 2 3 0 0 1 0 0
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Gene Gene ID AA AX GB MeJda Luz MYB MYC A DE ES LT AS EM EZ
RcGELP18 28962.m000453 0 0 0 0 5 0 1 0 1 0 0 0 0 0
RcGELP19 28962.m000454 0 0 0 0 5 2 3 3 0 0 0 0 1 0
RcGELP20 29005.m000259 0 0 0 0 9 3 3 3 0 0 0 0 0 0
RcGELP21 29620.m000549 0 0 0 0 8 3 0 1 0 0 1 0 0 0
RcGELP22 29620.m000550 0 0 2 2 5 3 2 0 1 0 0 0 0 0
RcGELP23 29625.m000675 0 0 0 5 3 1 1 0 0 0 1 0 2 0
RcGELP24 29634.m002166 1 0 2 2 3 2 2 0 1 1 1 0 0
RcGELP25 29640.m000407 0 0 0 2 9 3 2 0 0 0 1 0 0 0
RcGELP26 29676.m001669 0 0 0 0 9 0 2 0 0 0 1 0 2 0
RcGELP27 29680.m001738 1 0 0 0 8 1 0 0 1 0 0 0 0 0
RcGELP28 29680.m001739 0 0 1 4 6 2 2 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP29 29680.m001740 0 0 1 3 0 2 2 0 0 0 0 0 1 0
RcGELP30 29680.m001741 0 0 1 0 4 1 4 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP31 29680.m001742 1 0 0 4 5 4 4 2 0 0 0 0 1 0
RcGELP32 29683.m000474 1 0 0 2 3 1 2 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP33 29703.m001547 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP34 29716.m000306 0 1 0 0 7 0 0 1 1 0 1 0 0 0
RcGELP35 29717.m000225 1 0 2 0 6 0 2 1 1 0 0 0 0 0
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Gene Gene ID AA AX GB MeJda Luz MYB MYC A DE ES LT AS EM EZ
RcGELP36 29739.m003689 1 0 0 2 6 0 1 0 0 0 0 1 1 0
RcGELP37 29790.m000852 2 0 0 2 4 2 0 2 1 0 0 0 0 1
RcGELP38 29790.m000853 1 0 0 0 4 0 1 0 0 0 0 1 1 0
RcGELP39 29792.m000610 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP40 29792.m000611 0 1 1 0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP41 29792.m000612 0 2 1 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP42 29814.m000745 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP43 29814.m000746 0 0 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP44 29815.m000492 0 0 0 2 1 1 2 0 1 0 0 2 1 0
RcGELP45 29822.m003328 0 0 0 0 6 1 1 1 0 0 1 0 0 0
RcGELP46 29822.m003329 1 0 3 0 6 2 0 0 0 1 0 0 0 0
RcGELP47 29830.m001404 0 0 0 0 6 2 2 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP48 29864.m001449 0 1 0 1 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP49 29889.m003304 1 0 0 4 5 4 5 3 0 0 0 0 0 0
RcGELP50 29889.m003305 1 1 1 0 4 3 1 0 0 0 1 0 0 1
RcGELP51 29889.m003306 0 0 0 5 2 3 0 0 1 1 0 0 0
RcGELP52 29900.m001562 3 1 4 0 11 4 2 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP53 29900.m001563 2 1 1 0 10 2 5 0 0 1 0 0 0 0
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RcGELP54 29907.m000651 1 0 0 4 8 1 2 1 0 1 0 0 0 0
RcGELP55 29907.m000652 0 0 1 2 8 2 1 0 0 1 0 1 0 0
RcGELP56 29908.m006189 0 0 0 2 6 1 6 0 0 1 0 0 0 0
RcGELP57 29908.m006190 1 1 0 0 4 2 3 0 0 0 0 0 0 1
RcGELP58 29908.m006192 1 0 0 0 6 3 1 0 0 1 0 0 0 0
RcGELP59 29917.m002026 1 0 0 0 10 5 1 3 0 0 0 0 0 0
RcGELP60 29929.m004523 1 0 1 0 4 1 2 4 0 1 0 2 0 1
RcGELP61 29929.m004524 0 0 0 0 7 2 1 2 0 0 0 0 0 0
RcGELP62 29929.m004536 1 0 0 2 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP63 29929.m004758 2 0 0 0 8 3 1 2 0 1 0 0 0 1
RcGELP64 29930.m000608 1 1 0 0 8 4 2 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP65 29930.m000609 1 0 2 0 6 0 0 0 0 2 0 0 0 0
RcGELP67 29983.m003294 0 0 0 0 6 0 1 1 1 0 1 0 0 0
RcGELP68 29983.m003318 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 1 0 1
RcGELP69 29991.m000624 1 0 1 2 2 1 3 3 0 1 0 3 1 1
RcGELP70 30022.m000382 0 0 0 2 8 1 0 0 0 0 2 0 0
RcGELP71 30026.m001502 2 1 0 0 3 2 2 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP72 30026.m001503 1 0 0 0 8 1 2 0 1 2 0 0 2 0
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RcGELP73 30026.m001504 0 0 0 0 3 5 1 1 0 1 0 0 0 0
RcGELP74 30026.m001505 0 0 0 0 4 1 0 0 1 0 2 0 1 0
RcGELP75 30026.m001506 0 0 0 0 9 3 0 0 0 0 0 1 0 0
RcGELP76 30064.m000487 0 0 0 0 4 0 1 0 0 0 0 1 0 0
RcGELP77 30064.m000489 0 0 1 2 4 3 1 1 0 0 0 0 0 0
RcGELP78 30068.m002583 0 0 0 2 6 0 1 0 1 2 0 0 0 0
RcGELP79 30076.m004597 0 0 1 2 9 1 1 0 0 0 0 0 1 0
RcGELP80 30114.m000518 1 3 0 0 8 0 0 1 1 0 0 0 1 0
RcGELP81 30128.m008623 0 0 3 0 9 1 2 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP82 30128.m008733 3 0 0 2 16 2 3 0 1 0 1 0 1 0
RcGELP83 30128.m008843 1 0 0 2 4 4 1 1 0 0 0 0 0 1
RcGELP84 30128.m008951 0 0 0 0 6 0 2 2 1 2 0 0 0 0
RcGELP85 30138.m004067 2 2 1 2 11 1 2 0 0 0 0 1 0 1
RcGELP86 30146.m003475 0 0 1 0 7 1 4 2 0 0 0 0 0 0
RcGELP87 30146.m003477 2 0 1 4 7 2 2 1 1 3 0 1 2 0
RcGELP88 30146.m003480 1 0 0 2 8 1 3 2 0 0 0 1 1 0

RcGELP89 30147.m013809 1 4 0 0 0 0 0

RcGELP90 30169.m006260 0 2 1 0 0 0 0
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Gene Gene ID AA AX GB MeJa Luz MYB MYC 1A DE ES LT AS EM EZ
RcGELP91 30170.m014261 2 0 1 0 4 2 5 1 1 1 0 1 0 0
RcGELP92 30170.m014262 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 1
RcGELP93 30174.m008697 1 0 0 0 7 1 2 3 1 0 0 1 0 1
RcGELP94 30190.m010852 0 0 0 0 2 0 1 1 0 0 0 2 0 1
RcGELP95 30190.m011297 2 1 0 0 11 1 1 1 2 2 1 0 0 1
RcGELP96 30204.m001822 5 1 0 0 11 1 3 1 0 1 0 1 0 0
RcGELP97 44916.m000014 0 0 2 4 3 3 1 0 0 0 0 0 0 0
RcGELP98 44916.m000014 0 0 2 4 3 4 1 0 0 0 0 0 0 0
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APENDICE 6- Mapa de correlacdo Cozy do pool das amostras de sementes de

A. thaliana superexpressando o gene RcGELP.

1-Isoleucina, 2- GABA, 3- alanina, 4- asparagina, 5- lactato, 6- treonina, 7- valina,

8- glucose, 9- sacarose, 10- glutamato, 11- histidina, 12- tirosina.
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APENDICE 7- Mapa de correlacde HSQC do pool das amostras de sementes de
A. thaliana superexpressando o gene RcGELP. a)l-Alanina, 2-acetato, 3-
glutamato, 4-succinato, 5-GABA, 6-colina, 7-betaina b) 8-glicina, 9-etileno glicol,
10-isoleucina, 11-tirosina, 12-lactato, 13-treonina c) 14-glicose, 15-sacarose, 16-
histidina
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