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“Odia de amanhd cuidara de si mesmo.

Basta a cada dia o seu mal”

Mateus 6,34

“Para todos os males, ha dois remédios:

o tempo e o siléncio”.

“A sabedoria humana esta nessas palavras:

Esperar e ter esperanca”.

Alexandre Dumas — O Conde de Monte Cristo



RESUMO

A oxidase terminal do plastidio (PTOX) ¢ uma enzima codificada no nticleo das células de
organismos que podem desempenhar a fotossintese oxigénica. Sua func¢ao tem sido associada
a biossintese de carotenoides, clororrespiracio e respostas a diversos estresses ambientais em
plantas. Devido a sua importancia a PTOX tem sido alvo de diversos estudos bioquimicos e
moleculares, sendo assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar in silico os genes
da familia multigénica da PTOX e analisa-los, filogeneticamente, em sorgo e outras espécies
da ordem Poales (Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Zea
mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare e Oryza sativa), que possuem O genoma
disponivel em bancos de dados publicos. Além disso, objetivamos também avaliar o perfil de
expressao dos genes da PTOX em sorgo a partir de dados transcriptomicos. A identificacdo e
anotacdo manual dos genes PTOX foi realizada a partir de buscas em bancos de dados
publicos utilizando-se de sequéncias homdlogas da PTOX de Arabidopsis thaliana através da
ferramenta de alinhamento de sequéncias, o BLAST. A andlise filogenética foi realizada a
partir dos cDNA's deduzidos utilizando-se o programa MEGA 11 e sua respectiva extensao, o
ClustalW, além disso, a espécie Arabidopsis thaliana (ordem Brassicales) foi utilizada como
grupo externo. As andlises de Bioinformatica evidenciaram que o numero de genes PTOX
variou entre as espécies analisadas, no sorgo foram identificados apenas 2 genes PTOX e, nas
outras espécies o menor nimero (apenas 1 gene) foi identificado em Hordeum vulgare, Oryza
sativa ¢ em ambas as Setarias, jA o maior numero de genes foi observado em Triticum
aestivum (3 genes). A estrutura éxon/intron ¢ conservada entre os genes PTOX no sorgo € nas
outras espécies da ordem Poales, todas possuem um quantitativo de 9 éxons e 8§ introns. O
alinhamento das sequéncias revelou identidades que variaram entre 61,83% a 99,47% em
nucleotideos, 64,84% a 99,69% nas sequéncias de aminoacidos deduzidas e 30,32% a 99,05%
nos promotores. A andlise filogenética demonstrou que os genes PTOX das Poales estdo
divididos em dois clados de genes ortdlogos e sdo divergentes dos de Arabidopsis thaliana. A
analise da caracterizacdo génica e¢ da distribuicdo filogenética dos membros da familia
multigénica PTOX na ordem Poales proporcionou uma classificagdo confidvel dentro do
grupo das monocotiledoneas, além da identificacdo de genes ortdlogos. Essa classificacao
daréd suporte a estudos que objetivem identificar a fun¢do especifica de cada membro génico
entre essas espécies. A analise do perfil de expressao in silico do sorgo foi gerada através de
dados transcriptdmicos (banco SRA) do GenBank, utilizando-se, partir desses dados, dois
genotipos de sorgo, CSF 20 (tolerante a salinidade) e CSF 18 (sensivel a salinidade). As
analises revelaram que o padrido de expressdo frente aos estresses isolados ¢ diferente do
padrao para o estresse combinado. O genotipo CSF 20 ¢ mais indicado para situagdes de
estresse isolados, enquanto o gendtipo CSF 18 ¢ mais indicado para situagdes de estresse
combinados. Além disso, o gene PTOX2b apresentou maiores percentuais de expressao, o que
nos remete que a indug¢do de sua superexpressdo pode ser utilizada como ferramenta
biotecnoldgica para aumento da producdo e tolerancia de cultivares em regides que
predominem salinidade e altas temperaturas.

Palavras chave: Identificagdo, bioinformatica, genes, tolerancia.



RESUMEN

La oxidasa terminal del pldsmido (PTOX) es una enzima codificada en los nucleos de las
células de los organismos que pueden realizar la fotosintesis oxigénica. Su funcion se ha
asociado con la biosintesis de carotenoides, la clororrespiracion y las respuestas a diversos
estreses ambientales en las plantas. Debido a su importancia, PTOX ha sido objeto de varios
estudios bioquimicos y moleculares, por lo que el presente estudio tuvo como objetivo
caracterizar in silico los genes de la familia multigénica PTOX y analizarlos,
filogenéticamente, en sorgo y otras especies del orden Poales. (Panicum hallii, Panicum
virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Zea mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare y
Oryza sativa), las cuales tienen su genoma disponible en bases de datos publicas. Ademas,
también buscamos evaluar el perfil de expresion de los genes PTOX en sorgo a partir de datos
transcriptomicos. La identificacion y anotacion manual de los genes PTOX se realiz6 a partir
de busquedas en bases de datos publicas utilizando secuencias PTOX homologas de
Arabidopsis thaliana a través de la herramienta de alineacion de secuencias, BLAST. El
analisis filogenético se realizo a partir de los cDNA's deducidos mediante el programa MEGA
11 y su respectiva extension, ClustalW, ademas, se utilizd como grupo externo la especie
Arabidopsis thaliana (orden Brassicales). Los analisis bioinformaticos mostraron que el
niamero de genes PTOX varid entre las especies analizadas, en sorgo solo se identificaron 2
genes PTOX y en las otras especies el menor numero (solo 1 gen) se identificé en Hordeum
vulgare, Oryza sativa y en ambas Setarias, la el mayor numero de genes se observd en
Triticum aestivum (3 genes). La estructura exon/intrén se conserva entre los genes PTOX en
sorgo y en otras especies del orden Poales, todas las cuales tienen una cantidad de 9 exones y
8 intrones. La alineacién de secuencias reveld identidades que oscilaban entre 61,83 % y
99,47 % en nucleotidos, entre 64,84 % y 99,69 % en secuencias de aminoacidos deducidas y
entre 30,32 % y 99,05 % en promotores. El analisis filogenético mostrd que los genes PTOX
de Poales se dividen en dos clados de genes ort6logos y son divergentes de los de Arabidopsis
thaliana. El andlisis de la caracterizacion génica y distribucion filogenética de miembros de la
familia multigénica PTOX en el orden Poales proporcion6 una clasificacion confiable dentro
del grupo de monocotiledéneas, ademas de la identificacion de genes ortdlogos. Esta
clasificacion apoyara los estudios que tienen como objetivo identificar la funcién especifica
de cada miembro del gen entre estas especies. El andlisis del perfil de expresion in silico del
sorgo se generd utilizando datos transcriptomicos (banco SRA) de GenBank, utilizando, a
partir de estos datos, dos genotipos de sorgo, CSF 20 (tolerante a la salinidad) y CSF 18
(sensible a la salinidad). Los analisis revelaron que el patron de expresion ante estrés aislado
es diferente al patron de estrés combinado. El genotipo CSF 20 es mas adecuado para
situaciones de estrés aislado, mientras que el genotipo CSF 18 es mas adecuado para
situaciones de estrés combinado. Ademads, el gen PTOX2b mostro6 mayores porcentajes de
expresion, lo que nos recuerda que la induccion de su sobreexpresion puede ser utilizada
como herramienta biotecnologica para incrementar la produccion y tolerancia de los cultivares
en regiones donde predominan la salinidad y las altas temperaturas.

Palabras clave: Identificacion, bioinformatica, genes, tolerancia.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo afetadas constantemente por estresses ambientais que geram grandes
perdas econdmicas na agricultura a cada ano, restringindo a produtividade de intimeras
culturas de significancia econdmica. Estresses ambientais podem ser compreendidos como
qualquer alteragdo que prejudique o ambiente, ocasionando alteragdes quimicas, fisicas e
bioldgicas do meio, afetando o desenvolvimento das plantas (LEMOS, 2019). Podemos
classificar os estresses ambientais em dois grupos, os fatores abidticos que podem ser
provocados por excesso de luz, temperatura (alta e baixa), salinidade, inundagao, seca, metais
pesados, entre outros, os quais podem agir isoladamente ou de forma simultanea, e os fatores
bidticos que sdo decorrentes do ataque de pragas e patdgenos (ZANDALINAS et al., 2017,
LEMOS, 2019).

Uma vez que as plantas sdo expostas frequentemente a diversos estresses ambientais
que prejudicam o seu crescimento ¢ desenvolvimento, elas sdo capazes de perceberem os
estimulos ambientais e desencadearem um arsenal de mecanismos de defesas, os quais podem
envolver a ativagdo de diversas vias especializadas (LEMOS, 2019). Uma das rotas para
tentar sobrepujar os efeitos deletérios desses estresses nos vegetais ¢ um sistema complexo de
defesa antioxidante, que inclui antioxidantes enzimaticos como a superoxido dismutase
(SOD), a ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT), e antioxidantes nao-enzimaticos
como a glutationa e os carotendides. Recentemente, foi caracterizado mais um desses
provaveis mecanismos de defesa, que foi chamado de clororespiracdo, isto se deu com a
descoberta de uma enzima similar a oxidase alternativa da mitocondria, a qual foi denominada
de oxidase terminal do plastideo (PTOX) (SOUSA, 2008).

Inicialmente, a oxidase terminal do plastidio (PTOX) ¢ uma enzima codificada no
nicleo das células de organismos que podem desempenhar a fotossintese oxigénica. A
comprovagdo da existéncia dessa enzima foi realizada apos a caracterizagdo de mutantes de
Arabidopsis que nao continham o gene IMMUTANS. Segundo Carol (1999, n.p. apud MAIA,
2018), quando realizada a inativagdo desse gene nas plantas elas apresentam “folhas com
setores verdes e brancos ou totalmente brancas, especialmente em condicdes de alta
luminosidade”, sendo constatado que a descoloragdo desses setores torna-se irreversivel em
estagios iniciais do desenvolvimento da folha. A partir de estudos posteriores, foi possivel
descobrir o envolvimento desta enzima na resposta a estresses ambientais em plantas
(CAROL et al., 2001; KUNTZ., 2004; SUN et al., 2011), além de ter sua fungdo associada a

clororrespiracdo e a biossintese de carotendides. Como sendo parte de um sistema complexo
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de defesa antioxidante (antioxidante enzimatico) a oxidase terminal do plastidio ¢ alvo de
diversos estudos que visam a compreensdo de seus mecanismos frente a estresses ambientais
para o desenvolvimento de melhores cultivares e aumento da produtividade de diversas
culturas, gerando beneficios sociais, econdmicos e culturais.

Assim como as demais plantas, o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) esta suscetivel a
ser afetado por diversos fatores ambientais adversos (DIA RURAL, 2021), tais como a seca, a
salinidade e as altas temperaturas, o que inviabiliza ndo apenas sua producdo, mas a de
culturas semelhantes (SARAIVA, 2017). A cultura do sorgo possui grande expressao social e
econdmica, sendo um grio oleaginoso originrio da Africa que se espalhou a partir do século
XIX por diversos continentes, chegando a ser comercializado no Brasil a partir do século XX
(TAVARES, 2016). Atualmente, o sorgo consiste no quinto cereal mais produzido no mundo,
ficando atras apenas do trigo, do arroz, do milho e da cevada (PETERSEN, 2022). Apesar da
cultura ser mais utilizada na alimentagdo animal, o sorgo ¢ uma excelente matéria-prima para
a alimentacdo humana pois € rico em fibras, em acidos fendlicos e em taninos.

Tendo em consideragdo que o sorgo ¢ uma cultura que possui grande significancia no
setor econdmico, torna-se de grande importancia estudos voltados a identificar e selecionar
genes que melhor respondem a diversos fatores ambientais que podem ocasionar baixa
produtividade e perda de plantios dessa cultura. Desta forma, de maneira geral, os estudos
avaliam a expressdo isolada de genes da PTOX, além disso, convém salientar que até o
momento ndo se tem trabalhos visando caracterizar e avaliar o perfil de expressao de todos os
membros da familia génica da PTOX em sorgo e outras espécies de gramineas, e tdo pouco
realizar uma andlise filogenética mais ampla dentro do grupo das monocotiledoneas e das
gramineas. Identifica-se estudos dessa natureza apenas em milho (Zea mays), soja (Glycine
max), Lirio da paz (Spathiphyllum wallisii) e na aveia (Avena sativa) (SOUSA, 2008;
IBANEZ et al., 2010; LIMA, 2017; MAIA, 2018).

Portanto, neste trabalho, objetivamos caracterizar e analisar filogeneticamente os
genes da familia multigénica PTOX em sorgo e outras gramineas, que possuem seu genoma
disponivel em bancos de dados publicos. Além disso, objetivamos também avaliar o perfil de
expressdo dos genes da PTOX em sorgo a partir de dados transcriptdmicos. Nesse contexto, a
utilizacdo de bancos de dados gendmicos e transcriptomicos empregando ferramentas de
bioinformatica ¢ fundamental para a caracterizagdo e entendimento dos perfis de expressao
dos genes de interesse. Esse estudo serve como base para a identificagdo de genes alvo que

poderdo ser utilizados como ferramenta biotecnoldgica para obtencdo de espécies mais
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tolerantes a condi¢des ambientais adversas, além de propiciar a prospec¢do de marcadores

genéticos de tolerancia a estresses.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e C(Caracterizar e analisar filogeneticamente a familia multigénica da Oxidase Terminal
do Plastidio (PTOX) em plantas da ordem Poales, bem como avaliar o perfil de

expressao em Sorghum bicolor (L.) Moench.

2.2 Objetivos especificos

e (aracterizar a familia multigénica da PTOX em Sorghum bicolor (L.) Moench e de
outras gramineas (Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis,
Zea mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare e Oryza sativa) por meio de buscas em

bancos de dados e anotacdo génica;

e Realizar andlise de expressdo génica, in silico, utilizando bioprojetos de RNA-Seq
disponiveis em bancos de dados publicos para a espécie Sorghum bicolor (L.) Moench

em diferentes condigdes de estresse;

e Analisar filogeneticamente a familia multigénica da PTOX em Sorghum bicolor (L.)
Moench e de outras gramineas (Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica,

Setaria viridis, Zea mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare € Oryza sativa),

e Identificar possiveis genes alvo para o desenvolvimento de cultivares melhores

adaptados as condi¢des de estresse.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A cultura do cultivo do Sorgo [Sorghum bicolor (L..) Moench]

Na atualidade, o sorgo ¢ considerado o quinto cereal mais importante do mundo,
ficando atrds apenas do milho, do arroz, do trigo e da cevada (PETERSEN, 2022).
Pertencente a familia Poaceae e ao género Sorghum, a espécie Sorghum bicolor (L.) Moench
originaria da Africa tornou-se a mais cultivada (SARAIVA, 2017). A produgio mundial de
sorgo tem se mantido estavel ao longo dos ultimos anos, apresentando dificuldades em se
estabelecer apenas na faixa acima de 60 milhdes de toneladas. Dentre os maiores produtores
mundiais dessa cultura, destaca-se em primeiro lugar os Estados Unidos que, na safra
2013/14, foi responsavel por cerca de 16,5% de toda produ¢do mundial. Em segundo lugar
vem o México, seguido da Nigéria, da india e da China, correspondendo a cerca de 70% da
producdo mundial. Nesse ranking de producdo do sorgo o Brasil ocupa a nona colocagdo
(MALISZEWSKI, 2021).

O sorgo ¢ uma cultura que apresenta elevada capacidade de adaptagdo a condicdes
edafoclimaticas adversas, conservando um bom desempenho na sua produtividade. Devido a
essa capacidade adaptativa, em algumas regides como a Africa e a Asia o sorgo ¢ uma das
principais fontes de energia, proteinas, vitaminas e minerais para milhdes de pessoas pobres
(EMBRAPA MILHO E SORGO, 2017; JARDIM et al., 2020).

A cultura do sorgo foi introduzida no Brasil no inicio do século XX, mas ndo se
firmou como uma cultura de comércio marcante, mesmo assim, o Brasil foi um dos poucos
paises nas ultimas quatro décadas que apresentou um aumento consideravel nas dareas
plantadas, entre 1976/77 e 2013/14, a area com sorgo granifero teve aumento de 350%.
Mesmo tendo nitido aumento da produtividade nas lavouras brasileiras nos ultimos anos, a
média nacional continua muito abaixo do potencial de rendimento de graos dos hibridos de
sorgo encontrados no mercado pelo mundo (SOLANO, 2016; EMBRAPA MILHO E
SORGO, 2017; BORGES, 2019) .

Agronomicamente as espécies do sorgo sao classificados em cincos grupos: granifero,
sacarino, forrageiro, vassoura ¢ biomassa. O primeiro grupo inclui plantas de baixa estatura
adaptadas a colheita mecanica, o segundo engloba individuos de alto porte, adequados para a
produgdo de silagem e/ou como alternativa para producdo de agucar e alcool. O terceiro grupo
¢ utilizado principalmente para pastejo, complemento alimentar do gado, fenagdo e cobertura
morta, ja o quarto grupo ¢ utilizado para confec¢ao de vassouras € o quinto € destinado a

producdo de energia. O sorgo ¢ uma espécie muito versatil e apresenta ampla utilidade na
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dieta alimentar humana, seja de forma direta, como ¢ o caso das farinhas e dos grdos, ou de
forma indireta, na industria de ragdes, em pastoreios diretos ou silagem para alimentacao de

animais (SOLANO, 2016)

3.2 Respostas das plantas a estresses ambientais

Estresses ambientais podem ser compreendidos como qualquer agdo que perturbe o
ambiente causando algum disturbio resultando em altera¢des quimicas, fisicas e biologicas do
meio. Desse modo, esses estresses podem ser divididos em dois grupos, as condigdes bidticas
e abioticas, a primeira condi¢dao se refere a estresses causados por organismos vivos, cCOmo
insetos, microrganismos, pragas ou patogenos, ja a segunda, as condigdes abidticas, sdao
aquelas causadas por determinados fatores ambientais como luminosidade, déficit hidrico,
metais pesados, altas temperaturas, salinidade e danos oxidativos (SOUZA E RIBEIRO,
2015).

Quando submetidas a algum tipo de estresse, as plantas sofrem sérios danos nos
aspectos morfologicos, fisiologicos e moleculares, isso faz com que o crescimento e o
desenvolvimento reprodutivo das plantas seja afetado, acarretando no envelhecimento precoce
ou até mesmo na morte desses organismos sésseis. Para tentar sobrepujar os efeitos dos
estresses, as plantas podem desencadear e desenvolver mecanismos de resposta para se
adaptarem as determinadas condi¢des desfavoraveis para sua sobrevivéncia, com isso, muitas
dessas alteracdes estdo diretamente relacionadas a defesa e a protecdo desses organismos
(GOUVEIA E LIMA, 2017).

Para a defesa e a protecao as plantas ativam diversas vias, dentre elas, a defesa
antioxidante, que inclui inimeras enzimas e outras moléculas, como os carotendides. O
mecanismo de defesa antioxidante visa mitigar o excesso de espécies reativas do oxigénio
(EROs) que, por sua vez, sdo subprodutos de reagdes redox, derivados de alteragdes na
distribuicao de elétrons nas reagdes metabodlicas das plantas (SANTOS et al., 2020). No que
concerne a defesa, destaca-se o mecanismo de defesa antioxidante enzimatico PTOX
(Oxidase Terminal do Plastidio) enzima que tem sido indicada por diversos autores
(MCDONALD et al., 2011; SUN E WEN, 2011; LAUREAU et al., 2013) como responsiva a
diversos estresses ambientais, como salinidade, seca, altas temperaturas, alta luminosidade,
dentre outros. Estudos realizados por Wang e colaboradores (2016) sugerem que a PTOX
pode atuar como uma valvula de seguranca, protegendo o pool de plastoquinona (PQ) da

reducdo excessiva em condi¢des de estresse abidtico. Um pool de PQ altamente reduzido
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impede o fluxo de elétrons, sobrecarregando o fotossistema II (PSII), o que leva a geragdo de
oxigénio singleto, uma espécie reativa de oxigénio altamente toxica (WANG et al., 2016).
Além disso, a PTOX também esta envolvida na biossintese de carotenoides, que sdo eficazes

antioxidantes ndo enzimaticos (LENNON et al., 2003).

3.3 A Oxidase Terminal do Plastidio (PTOX)

A enzima Oxidase Terminal do Plastidio (PTOX), resultado do gene IMMUTANS de
Arabidopsis thaliana, ¢ encontrada apenas em organismos que realizam fotossintese
oxigénica, sendo codificada no nucleo das células. Quanto a sua localizagdo subcelular, ela
pode ser encontrada nos cloroplastos, possuindo, segundo Maia (2018, p.18), “uma sequéncia
de enderecamento na extremidade amino-terminal responsavel pela importagdo da proteina
até o plastidio”. As proteinas carboxiladas do tipo di-ferro que englobam a AOX (Oxidase
Alternativa) e a PTOX estdo presentes em todos os reinos, envolvendo também o
Archaebacteria, nos aerobios e nos anaerobios (SOUSA, 2008).

A PTOX encontra-se ligada, dentro dos cloroplastos, aos tilacoides, possivelmente
como uma proteina de membrana, orientada para o lado estromal. A existéncia da PTOX foi
comprovada uma década apds a primeira evidéncia de sua existéncia, em 1982, através da
“caracterizacdo de mutantes de Arabidopsis que nao continham o gene IMMUTANS”
(MAIA, 2018, p. 18). Relata-se que a auséncia desse gene em Arabidopsis culminou no
aparecimento de fenotipos diversos, apresentando folhas com partes verdes, brancas ou
totalmente brancas, principalmente em ambientes e situagdes com alta luminosidade. Apos
essa descoberta, o papel fisiologico da PTOX e sua implicagdo nos processos metabodlicos
celulares ficou mais claro (LENNON et al., 2003 apud MAIA, 2018).

Maia (p.19, 2018) acrescenta que, “a PTOX ¢ homologa da oxidase alternativa
(AOX) de plantas, uma enzima resistente ao cianeto que atua transferindo elétrons do
ubiquinol para o oxigénio molecular na via alternativa da respiragdo mitocondrial”. Além
disso, a PTOX apresenta uma sensibilidade similar aos mesmos inibidores da AOX, n-octil,
n-propil galato e acido salicilhidroxamico.

E observada a presenca da PTOX em organismos pertencentes aos mais diversos
grupos taxondmicos, dentre eles algas, diatomaceas, e representantes dos filos Cryptophyta e
Haptophyta (NAWROCKI et al., 2015). No que se refere ao papel fisiologico da PTOX,
estudos apontam que “a PTOX atua como cofator na biossintese de carotendides, fornecendo

plastoquinona oxidada, produto da sua reacdo, para a dessaturase do fitoeno (PDS) e a
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dessaturase do zeta-caroteno (ZDS)” (MAIA, 2018, p. 22). Autores como Steccanella,
Hansson e Jensen (2015) também destacam o envolvimento da PTOX na biossintese da
clorofila, posto que, “a plastoquinona oxidada ¢ capaz de atuar como precursor da enzima

ciclase redutase, que participa da biossintese do pigmento” (MAIA, 2018, p. 22).

3.4 Estudos com a PTOX em monocotiledoneas

Como ja frisado anteriormente, a PTOX ¢ uma enzima codificada por um gene
nuclear, sendo sintetizada como uma proteina precursora que contém uma extensdo
N-terminal a qual ¢ proteoliticamente degradada apods ser importada para o cloroplasto
(CAROL et al., 1999 apud SOUSA, 2008). As sequéncias da AOX e da PTOX se relacionam,
onde ambas possuem na extremidade C-terminal um sitio ligante de ferro. A funcdo
metabodlica e fisioldgica dessas duas oxidases dissipadoras de energia ainda ¢ alvo de muitas
investigacoes. A partir de analises filogenéticas entre AOX e PTOX, foi possivel perceber que
se encontram em familias separadas, genes da PT7TOX podem ser localizados em
monocotiledoneas e na alga verde Chlamydomonas reinhardtii (SOUSA, 2008). Experimentos
com “light shift” indicaram que a PTOX se expressa no inicio do desenvolvimento do
cotilédone, assim, no decorrer dessa fase responsiva a luz o fenotipo dos cotilédones ¢
determinado de forma irreversivel de acordo com a luz do ambiente (WETZEL et al., 1994,
apud. SOUSA, 2008). Através de experimentos com promotores da PTOX e o gene reporter
GUS, foi possivel perceber que o padrao de “manchas brancas” e a localizacdo da PTOX nos
cloroplastos indicam que a PTOX ¢ ativa em folhas.

De acordo com as analises filogenéticas realizadas por Sousa (2008), o milho (Zea
mays) e o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), pertencentes ao grupo das monocotiledoneas,
compartilham dois genes ortdlogos da PTOX, a saber, ptoxI e ptox2. O autor destaca que a
expressao desses genes no milho ocorre em dois tecidos diferentes, sendo que o prox2 €
diferencialmente expresso nas folhas das espécies sujeitas a estresse hidrico. No entanto,
nesse estudo, a expressao ficou confinada apenas aos dois genes no milho (SOUSA, 2008).

A PTOX atua como um cofator importante na biossintese dos carotenoides, apesar
dessa fun¢do ndo estar totalmente elucidada. Em plantas superiores ¢ possivel ressaltar o
papel desse pigmento no aparelho fotossintético, participando do processo de coleta de luz e
no processo de fotoprotecdo (LI ef al., 2008 apud. SOUSA, 2008). Além de atuar na
biossintese de carotendides, a PTOX (quando a planta esta submetida a estresses) pode se

apresentar como uma valvula alternativa para o transporte de elétrons. Em condigdes de
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estresse, 0 excesso de elétrons seria desviado ndo somente através dos fotossistemas, mas
também pela PTOX, inibindo a formagdo de EROs (JOHNSON e STEPIEN, 2016 apud.
LIMA, 2017).

Em um estudo de IBANEZ e colaboradores (2010), na espécie Spathiphyllum wallisii
(Lirio da paz - monocots), adaptada a sombra, foram avaliadas as respostas da PTOX a
estresses de seca, calor e temperatura elevada. A partir disso foi possivel perceber tanto um
aumento da expressdao da enzima quanto da expressao do complexo NDH (desidrogenase
alternativa), o que indicou que a PTOX esta relacionada ao processo de aclimatacdo, ja que
cooperou para a continuidade da producdo de ATP (Adenosina Trifosfato) e suprimiu a
formagao de EROs pelo excesso de elétrons dissipado no estresse (LIMA, 2017). Em plantas
de cereal (Avena sativa) que se desenvolveram em circunstancias de alta temperatura e luz
elevada ha uma “inibi¢ao do fotossistema II, um aumento da atividade do fotossistema I, ¢
uma alta expressao dos genes da PTOX e do NDH em folhas jovens e maduras, possivelmente
pela associagdo das duas vias para desviar o excesso de elétrons gerado pelo estresse”
(TALLON e QUILES, 2007 apud. LIMA, 2017, p. 28). Quiles e colaboradores (2002),
obtiveram um resultado parecido com o cereal, mas com os estresses como ‘“aquecimento, alta
intensidade de luz e elevada temperatura, e testando diretamente sistemas ligados as
membranas dos tilacéides maduros da Avena sativa” (apud. LIMA, 2017, p. 28). Os
resultados sugeriram que a PTOX atuou como “valvula de desvio de elétrons, ja que em
tecidos maduros o nivel de expressao da PTOX envolvida na biossintese de carotenoides ¢
muito baixo” (KUNTZ, 2004 apud. LIMA, 2017, p. 28).

Além de trabalhos com alta intensidade de luz e altas temperaturas, muitos outros
estudos mostraram que a PTOX também responde a estresse salino, seca e baixas
temperaturas. Lima (2017, p. 30) sugere a hipdtese que “de fato a PTOX atua como via
alternativa na transferéncia de elétrons e que a formagdo de EROs seria mais uma fun¢do da
proteina, como produtora dos precursores das cascatas de resposta a maleficios foto-oxidantes
gerados”. Para além disso, os resultados desses estudos sugerem que a PTOX atua de forma
distinta em diferentes espécies de plantas, estando relacionada ao desvio alternativo de

elétrons em condicdes estressantes (SUN e WEN, 2011 apud. LIMA, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Identificacio in silico dos genes da PTOX em Sorghum bicolor (L.) Moench e em

espécies da familia das gramineas

A caracterizagdo dos genes pertencentes a familia multigénica da PTOX em sorgo e
outras gramineas (Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Zea
mays, Triticum aestivum, Hordeum vulgare e Oryza sativa) foi realizada através de buscas no
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando os bancos de dados Nucleotide Collection (NR),
Reference  mRNA  Sequences (REFSEQ RNA), Reference Genomic Sequences
(REFSEQ_GENOMIC), Expressed Sequence Tags (EST), Sequence Read Archive (SRA),
Whole-Genomes Shotgun Reads (WGS), Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) e
Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Inicialmente, os genes da PTOX
foram identificados e selecionados de cada genoma utilizando uma sequéncia de proteina da
PTOX de Arabidopsis thaliana como referéncia, através do tBLASTn.

Ap6s selecionados, os genes foram manualmente anotados (determinagdo da posicao
da 5°-UTR, cddon de iniciagdo, €xons, codon de parada e 3°-UTR) utilizando como referéncia
sequéncias de cDNAs da PTOX depositados no refseq-rna (NCBI) com o auxilio da
ferramenta BLASTn. Apds a dedugdo dos cDNAs, estes foram traduzidos em sequéncias de
aminoacidos usando o ExPASy (https://web.expasy.org/translate/). As proteinas deduzidas
foram validadas a partir de sequéncias da PTOX disponiveis no GenBank usando a ferramenta
BLASTp. A estratégia de anotagdo empregada foi a mesma proposta por Costa e

colaboradores (2014).

4.2 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Apbs a anotacdo dos genes das espécies da familia das gramineas realizou-se a analise
filogenética a partir dos cDNAs obtidos. Estas sequéncias, juntamente com as de Arabidopsis
thaliana da ordem Brassicaceae (usada como grupo externo) foram alinhadas através do
programa CLUSTAL W e a relagdo evolucionaria foi determinada pelo programa MEGA 11
empregando o método neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987) com valores de bootstrap
(1.000 replicatas) (TAMURA et al., 2011). As analises evolutivas realizadas pelo MEGA 11
sao baseadas em alinhamentos multiplos de sequéncias, entretanto, o programa em si nao

realiza esse tipo de alinhamento, ele possui uma extensdo nativa do algoritmo ClustalW que
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permite o alinhamento de sequéncias multiplas, levando a resultados biologicamente

significativos (KUMAR et al., 2019).
4.3 Estrutura éxon-intron dos genes da PTOX

A disposicao dos éxons e introns de todos os genes da PTOX de espécies da ordem
Poales foi realizada com o uso da ferramenta online Gene Structure Display Server (GSDS
2.0) (HU et al., 2015). Esta configuragdo ¢ obtida através do alinhamento do cDNA com a sua

respectiva sequéncia génica.
4.4 Analise das regioes promotoras dos genes da PTOX em Sorghum bicolor (L.) Moench

A presenca de possiveis elementos cis regulatorios responsivos a estresses foi feita
através de buscas utilizando a regido upstream de 1000 pares de base do cddon de inicio da
traducdo. A andlise da presenca de elementos cis foi feita por meio de dados disponiveis nos
seguintes servidores: New Place (https://integbio.jp/dbcatalog/en/record/nbdc00168) (HIGO
et al, 1999), PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html)
(LESCOT et al., 2002) e AtPAN (http://atpan.itps.ncku.edu.tw/) (CHEN et al., 2012).

4.5 Analise da expressao in silico utilizando dados de RNA-Seq para Sorghum bicolor

(L.) Moench

No intuito de avangar na compreensao da fun¢ao de cada membro, a expressdo génica
foi avaliada através de dados de RNA-seq disponiveis no GenBank de diferentes condigdes de
desenvolvimento e estresse, usando a espécie Sorghum bicolor como modelo de estudo. Para
as analises de expressao in silico, foram selecionados experimentos depositados no banco de
dados SRA (Sequence Read Archive) do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), os
quais envolvem diferentes condigdes de estresse. Em seguida, esses dados (bibliotecas de
cDNA) foram submetidos a diversos softwares computacionais aplicados em andlise de dados
de RNA-Seq. Inicialmente, as bibliotecas de cDNA foram analisadas quanto a qualidade das
reads. Essa etapa foi realizada através do programa FastQC v.0.11.7, que verifica a qualidade
das reads (ANDREWS, 2010). Em seguida, a ferramenta Trimmomatic v.0.36
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) (BOLGER et al., 2014) foi aplicada,
quando necessario, com o intuito de se remover as sequéncias dos adaptadores utilizados na

construgdo da biblioteca de cDNA, assim como também visando a remocdo das reads de
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qualidade inferior, com um indice de qualidade Phred (Q) < 20, e das reads de tamanho muito
reduzido (< 50 pb a depender do tamanho da read).

ApoOs a avaliagdo da qualidade das reads, aquelas que apresentaram qualidade
alta/média foram usadas para a etapa de mapeamento com os genes de interesse, utilizando os
parametros padroes das ferramentas TopHat v. 2.1.1 (KIM et al., 2013) e Bowtie v. 2.2.9
(LANGMEAD e SALZBERG, 2012). Para se obter a contagem bruta do nimero de reads que
mapearam contra os genes de interesse foi empregada a ferramenta HTSeq v. 0.9.1
(https://htseq.readthedocs.io/en/release _0.9.1/) (ANDERS et al., 2015) utilizando-se como
base a anotagdo de referéncia (GTF). Os valores de contagem bruta dos genes foram
normalizados de acordo com o tamanho da biblioteca utilizando o método de normalizagao
contagem por milhdo (CPM) presente na fungcdo cpm do pacote edgeR (ROBINSON et al.,
2010). Apenas transcritos com CPM > 2 em pelo menos trés das bibliotecas foram
selecionados para andlise de expressao.

A normaliza¢do e os genes diferencialmente expressos (GDEs) foram determinados
através do programa R studio v. 3.4.1 (RCORE TEAM), utilizando o pacote DESeq2 v. 1.30.0
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) (LOVE; HUBER;
ANDERS, 2014). Foram considerados como diferencialmente expressos apenas os genes que

apresentaram valor de p (p value) ajustado < 0,05 (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacio in silico dos genes da PTOX em Sorghum bicolor (L.) Moench e em

espécies da familia das gramineas

No presente estudo foram identificadas e anotadas manualmente um total de 15
sequéncias génicas que codificam genes PTOX. Em sequéncia a anotacdo, fez-se uso da
ferramenta de traducdo Expasy (http://www.expasy.org/), onde por meio dos cDNAs obtidos
foi possivel deduzir as sequéncias de aminoacidos e localizar as regides ndo traduzidas (UTRs
5’ e 3’) e as regides promotoras a partir da identificagdo da metionina, que ¢ o codon de
iniciagdo da sintese protéica (ATG). Com base nas anotagdes dos genes PTOX foi possivel
analisar individualmente em cada espécie a quantidade de genes, o nimero de éxons e introns,
o tamanho de cada gene e o nimero de aminodcidos em cada proteina deduzida, essas

informacgdes estao destacadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo do gene PTOX em Sorghum bicolor e outras espécies de gramineas.

Espécie N° de Genes Gene Exons Introns Nucleotideos Aminoacidos

) 5 SbPTOX2.a 9 8 1479pb 336aa
Sorghum bicolor

SbPTOX2.b 9 8 1413pb 351aa
Oryza sativa 1 OsPTOX1 9 8 1412pb 336aa
Setaria italica 1 SiPTOX2 9 8 1594pb 321aa
Setaria viridis 1 SvPTOX2 9 8 1507pb 322aa
Hordeum vulgare 1 HvPTOXI 9 8 1301pb 336aa
Panicum virgatum 5 PvPTOX2.a 9 8 1418pb 344aa
PvPTOX2.b 9 8 1653pb 345aa
Panicum halli ) PhPTOX2.a 9 8 1684pb 346aa
PhPTOX2.b 9 8 1681pb 345aa
Zea mays 5 ZmPTOX2.a 9 8 1305pb 341laa
ZmPTOX2.b 9 8 1317pb 339aa
TaPTOX!.a 9 8 1600pb 336aa
Triticum aestivum 3 TuPTOX1H 9 8 1591pb 335aa
TaPTOX]I.c 9 8 1682pb 333aa
Arabidopsis thaliana 1 At PTOX 9 8 1604pb 351aa

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Todas as espécies apresentaram um quantitativo de nove éxons e oito introns, o que
indica que o gene PTOX ¢ bastante conservado entre as espécies. O nimero de genes variou

entre um e trés, sem grandes disparidades, a Triticum aestivum foi a espécie que apresentou o
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maior quantitativo deles (trés genes), estando isso relacionado ao fato da espécie ter um
arranjo de genoma hexaploide (seis copias de cada cromossomo) (ZIMIN et al., 2017).

Em conformidade com o trabalho de Sousa (2008), nas espécies Zea mays e Sorghum
bicolor foram identificados dois genes PTOX, o tamanho e o nimero de aminoacidos dos
genes de ambas as espécies estdo dispostos na Tabela 1. Em andlise a isso, o autor descreveu
que o milho e o sorgo (monocotiledoneas) sdo espécies muito proximas e compartilham dois
genes ortdlogos da PTOX apresentados como prox! e ptox2. Ressalta-se que genes ortdlogos
sdo genes homologos que através de eventos de especiacdo evoluiram em diferentes espécies,
no entanto, o gene ancestral bem como sua fun¢do foram preservados no processo de
especiacdo, desta forma, genes ortdlogos sdo encontrados em diferentes genomas de espécies
que possuem ancestralidade em comum (PURCENA, 2020). Em face disso, os genes PTOX
caracterizados no milho foram encontrados em raizes e folhas, e o gene nomeado como prox2
pareceu ser induzido em resposta ao estresse osmotico, 0 que nos permite inferir o trago
responsivo a estresses abioticos dos genes PTOX do sorgo, ja que se tratam de genes ortdlogos

ao do milho.

5.2 Estrutura éxon-intron dos genes PTOX

A estrutura éxon-intron dos genes PTOX em Sorghum bicolor ¢ da espécie modelo
Arabidopsis thaliana estao representados na Figura 1. A representagdo esquematica revela a
presenga de nove éxons (cor verde) e oito introns (linha preta) nos trés genes analisados,
ademais, as regioes 5’-UTR e 3’-UTR nao traduzidas estao indicadas pela cor azul-escuro. Os
trés genes possuem tamanhos diferentes a partir da extremidade 5’ em dire¢ao a extremidade
3', entretanto, constata-se que o tamanho dos éxons 3, 4, 5, 6, 7 e 8 sdo iguais. O primeiro
éxon do gene SODPTOX2.b possui 0 mesmo tamanho do primeiro da Arabidopsis thaliana, ja o
ultimo éxon nos trés genes analisados possuem tamanhos diferentes. Com relagdo aos introns,
em uma comparacao entre os dois genes do Sorgo (ShPTOX2.a e SbPTOX2.b) e o gene da
Arabidopsis (At.PTOX) nao se observou grandes semelhangas quanto aos seus tamanhos, a
exce¢do do intron 3 entre os dois genes do sorgo, que possuem o mesmo tamanho. Dados
equivalentes sdo encontrados para os genes ortélogos da PTOX no milho. A caracterizagao
realizada no trabalho de Sousa (2008) demonstrou que ambos os genes PTOX do milho sdao
constituidos por 9 éxons e 8 introns, os éxons, por sua vez, possuem tamanhos aproximados e
os introns tém tamanhos distintos, além disso, o gene nomeado como pfox2 possui um

tamanho 10% maior que o da prox1.
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Figura 1: Representagdo esquematica da estrutura dos genes PTOX membros da familia multigénica em
Sorghum bicolor (sorgo) e Arabidopsis thaliana.

AIPTOX ] _— = — I
shprox2a N O — —_— — — — —_ ]
ShPTOX2 b . | | — — — — — — — — I

| | |
fibp 0libp 10kbp 15008 2k 20y

Legend:
(s MEMUTR == Intron
Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Apesar de pertencerem a ordens diferentes, o sorgo e a Arabidopsis possuem
caracteristicas conservadas quanto a estrutura genética da PTOX, como o nimero de éxons e

de introns, particularidades estas observadas em todas as espécies de gramineas aqui anotadas.

5.3 Analise dos dominios dos genes PTOX

A localizacdo subcelular das proteinas deduzidas foi determinada por meio da
utilizagdo do servidor web WOLF PSORT, onde pode-se observar a presenga do peptideo
sinal de enderecamento para o cloroplasto, esse resultado j& era esperado ja que se trata de
uma proteina enderecada aos cloroplastos e ligada aos tilacdides, possivelmente como uma
proteina de membrana voltada para o lado estromal (MAIA, 2018).

Através do alinhamento multiplo das sequéncias proteicas foram realizadas analises
dos dominios com objetivo de identificar aqueles que sdo conservados nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas PTOX, assim, observou-se alta similaridade e conservacdo em
determinadas regides em todos os membros da familia multigénica (Figura 2), sendo bastante
comum que membros de genes evolutivamente relacionados partilhem alguns dominios,
especialmente aqueles que compreendem familias de genes e pertencem ao mesmo
compartimento subcelular (CAVERZAN, 2008).

Em seu trabalho, Campos (et al., 2016) destacou algumas regides comuns
conservadas das proteinas PTOX, as quais foram identificadas e destacadas nas proteinas
anotadas e alinhadas do presente estudo. Entre os dominios conservados foi possivel observar
seis residuos de cisteinas (indicadas pela cor lilas) e os aminoacidos necessarios para a ligacao
de ferro (indicados pela cor verde). Observou-se também uma sequéncia conservada de 16
residuos (indicados na cor amarela) que correspondem, segundo Fu (et al., 2005), ao éxon 8
do gene IMMUTANS. Fu e colaboradores destacam que os aminodcidos conservados dentro

deste dominio (que corresponde ao éxon 8) podem ser alterados, entretanto, a exclusdo
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completa ou parcial do dominio cessa sua atividade, assim, os dados sugerem que a
conformacgdo da sequéncia do éxon 8 ndo € necessaria apenas para a atividade da PTOX, mas
também para sua estabilidade. Residuos de histidina e glutamato conservados também sao
caracteristicas estruturais geralmente encontradas na maioria das PTOX das plantas mais altas

(CAMPOS et al., 2016).

Figura 2: Alinhamento multiplo das sequéncias proteicas através da ferramenta online ClustalW. Os principais
dominios conservados estdo destacados nas cores verde, lilas e amarelo.

HvPTOX1 -=--MAASAARPLRAALARSPAATAAG--RAF--LPPLPPRARRIRLRLGPAVLASGRGRRI 53
TaPTOX1l.a ==-MAASAAPLRAALARSPAPAAAA--RTPFAFLPLPPRARG--IRLNPVVLASGRGRRI 53
TaPTOX1l.b ---MAASAAPLRAALARSPAPAA-A--RAPPGFLPLPPRARR--VRLGPVALVSGRGRRI 52
TaPTOX1l.c -=--MAASAAPLRAALARSHAAAS-A--RAPTAFLPLPPRARR -~-~-~-LNPAVLASGRGRRI 50
OsPTOX1 ~MAAVASASPLPAAAA-~-==== PSTRCSPPPAFLPLRAHR----PRVGT-VATR~---RVF 45
SiPTOX2 MAVASTSIPPLPVA----=-===--= LPAA-AARFLFLRGRRA-ADPRLGP-VATWR---RF 44
SvPTOX2 MAVASTSIPPLPVA---======= LPAAAAARFLPLRGRRA-ADPRLGP-VATWR-~-~-RF 45
PvPTOX2.b MAVAS--ASPLPAALSAKPGPARSP-PRPAPGFLPLR---AGGAPHLGP-VAAWRGRREWF 53
PhPTOX2.a MAVAS--ASPLPAALSAKPGPARSP-PRPAPGFLPLRARRAGAAPRLGP -VATWR--RF- 53
PhPTOX2.b MAVAS--ASPLPAALSAKFPGPARSP-PRPAPGFLPLRARRAGAAFRLGP -VATWR~-~-RF~- 53
PvPTOX2.a MAVAS--ASPLPAALSAKPGPARSPPPRPAPGFLPLR---AGAAPRLGP-VASWR--RSS 52
SbhPTOX2.a --MAVASTSPLS----AKPTTATSP-PTPAFGFLAPRSRRG-----~-~ R-ATAWR---SL 42
ZmPTOX2.a --MAVASTSPLS----AKPATAPSP-PAPGSGLLALGVRRA-----== PATAAWR---RL 43
SbPTOX2.b ==-MAVASASPLPSAPSAKPATAPSP-LAPSSGFLALRARRCGA-PRLRPAAAAWR---RL 53
ZmPTOX2.b --MAVASTSPL-----~-- SATAPSP-PAPVSGFLALPARRGCA-TRLG-SAMRAWR-~-~-RL 45
*k .
HvPTOX1 RAEATARTRODKEQQEAEVAAVEDSFAVREAAATPPPEE -~EGGFDEELTLAGEDGDWVIR 112
TaPTOX1l.a RAEATARTRQEKEQQEAEVSAVEDSFFVREAAATPAPEE -EGGFDDELTLAGEDGDWVVR 112
TaPTOX1l.b RAEATARTROQEKEQQEAEVSAVEDSFAVREAAAAPPPEE -EGGFDEELTLAGEDGDWVVR 111
TaPTOX1l.c RAEATARTRQEKEQQEAEVSAVEDSFAVREAAAAPPPEE -EGGFDEELTLAGEDGDWVVR 109
OsPTOX1 RAEAMRTQ-REKEQ--~-TEVAVEESFPFRE-~-TAP~~=====~ PDEPLVTAE--ESWVVK B89
SiPTOX2 RAEAIKTQ-REKQQ---TEVPVEESFPARE---AARPLDG----ADDPMVPSD--EGWVVE 91
SvPTOX2 RAEAIKTQ-REKQQ-~--TEVPVEESFPARE~-~-~-AAPLDG--~-ADDPMVPSD--EGWVVK 92
BPvPTOX2.b RAEAIKTQ-QDKQQ---TEAPVEESFPVRE--- AAPLDG----ADDPMVPSD--ESWVVE 100
PhPTOX2.a RAEVIKTQ-REKQQ---TEAPVEESFPARE---AAPLDG---GADDPMVPSD--ESWVVK 101
PhPTOX2.b RVEVIKTQ-REKQQ---TEAPVEESFPARE---AAPLDG-~---ADDFMVEPSD--ESWVVK 100
PvPTOX2.a RAEAIKTQ-REKQQ---TEAPVEESFRARE---AAPLDG----ADDPMVPSD--ESHWAVK 29
SbPTOX2.a LVEAIRTQ-REKQG----—~-~ TEG---HFEESAAAPLDGVGVGADDPVVPSSDASDWVVE 21
ZmPTOX2.a RVEAIRTQ-RTEVE-====== VEESAPARDAAAAAPLDGNGAGADGSVVEPSSD-DSWVVEK 94
ShPTOX2 .b RVEAIRTQ-QEKQR---TEVPVEESAPVR~--GAAAPLDG-~-VGADDPMVASSE-ESWVVR 104
ZmPTOX2.b RVEAIWKQ-QEKQR---AEVSVEEPAPVR--EAAAPLDG--VGADDPMVFPSSD-ESWVVR 96
* s s * . *® . . * as
HvPTOX1 LEQSFNIFLTDTVILILDILYRDRDYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 172
TaPTOX1l.a FEQSFNIFLTDTVIFILDILYRDRDYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 172
TaPTOX1.b FEQSFNVFLTDTVIFILDILYRDRDYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 171
TaPTOX1l.c FEQSFNVFLTDTVIFILDILYRDRDYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 169
OsPTOX1 LEQSVNIFLTESVITILDGLYRDRNYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 149
SiPTOX2 LEQSVNILLTDSVIMVLNGVYRDRSYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 151
SvPTOX2 LEQSVNILLTDSVIMVLNGVYRDRSYARF IARVPYFAFISVLHLYETFGWSRRAD 152
PvPTOX2.b LEQSVNIFLTESVIMVLDGVYRDRNYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 160
PhPTOX2.a LEQSVNIFLTESVIMVLDGVYRDRNYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 161
PhPTOX2.b LEQSINIFLTESVIMVLDGVYRDRNYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 160
PvPTOX2.a LEQSVNIFLTESVIMVLDGVYRDRNYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 159
SbPTOX2.a LEQSFNIFATDSVIMVLEGVYRDRYYARFF. IARVPYFAFISVLHMYSTFGWWRRAD 151
ZmPTOX2.a LEQSFNIFATDSVIMVLEGVYGDRYYARFF, TARVPYFAFISVLHLYATFGWWRRAD 154
SbPTOX2.b LEQSFNIFATESMIMILDGVYRDRNYARF IARVPYFGFISVLHLYETFGWWRRAD 164
ZmPTOX2.b LEQSVNIFLTESVIILLNTVYRDRENYARF IARVPYFAFISVLHMYETFGWWRRAD 156
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Figura 2: Continuagao.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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5.4 Alinhamento das sequéncias e analise das relacdes filogenéticas entre os genes PTOX

de gramineas

Para a construgdo da arvore filogenética utilizou-se todas as 15 sequéncias de cDNAs
deduzidos das seguintes espécies de monocotiledoneas: Sorghum bicolor, Panicum hallii,
Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Zea mays, Triticum aestivum, Hordeum
vulgare e Oryza sativa. Utilizou-se também a sequéncia de cDNA pertencente a planta
modelo Arabidopsis thaliana, muito utilizada em diversas pesquisas de aspectos da biologia
molecular de plantas, sendo uma eudicotiledonea pertencente a ordem Brassicales.

Para arquitetar a arvore filogenética fez-se uso de uma ferramenta de analise genética
evolutiva molecular, 0 MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis). Com isso, a
andlise filogenética demonstrou que os genes membros da familia multigénica PTOX de
espécies da ordem Poales analisadas estao divididos em dois clados de genes ortdlogos e sao
divergentes dos de Arabidopsis thaliana da familia das Brassicaceae (Figura 3). Os clados
estdo divididos em PTOXI e PTOX?2, assim identificados de acordo com o trabalho de Sousa
(2008), para a espécie Zea mays. De acordo com a distribuigdo filogenética propos-se uma
nomenclatura para os genes do sorgo e das demais espécies de gramineas analisadas, as
sequéncias foram nomeadas de acordo com o clado em que se encontravam, sendo PTOX]
(1.a, 1.b ou l.c) e PTOX2 (2.a ou 2.b) e de acordo com as duas primeiras letras dos nomes de
cada espécie, assim, procedeu-se a seguinte nomeagdo na ordem das Poales: Sb - Sorghum
bicolor, Ph - Panicum hallii, Pv - Panicum virgatum, Si - Setaria italica, Sv - Setaria viridis,

Zm - Zea mays, Ta - Triticum aestivum, Hv - Hordeum vulgare e Os - Oryza sativa.
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Figura 3: Analise filogenética dos genes PTOX (cDNA deduzidos) das Poales ¢ do gene PTOX de Arabidopsis
thaliana (At.PTOX) utilizado como grupo externo.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Ressalta-se que genes ortdlogos sdo genes homologos que no decorrer da evolucao se
diferenciam gradualmente mas que, geralmente, conservam a fun¢do do gene ancestral,
embora possa haver variagdes dentro do gene a partir do ponto em que as espécies divergiram
(PURCENA, 2020). Assim, a realizacdo da analise filogenética nos permite ndo sé
compreender a relacdo de parentesco evolutivo entre as espécies, mas também a ortologia
entre os genes estudados, uma vez que isso possibilita inferir e tracar um perfil de expressao

em diferentes espécies que possuem ancestralidade em comum.
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5.5 Andlises das sequéncias de cDNAs, proteinas e promotores

Por meio do alinhamento das sequéncias de cDNAs, proteinas e promotores através do
programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), foi possivel observar o
percentual de identidade entre todas as sequéncias analisadas das espécies Sorghum bicolor,
Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Zea mays, Triticum
aestivum, Hordeum vulgare e Oryza sativa.

Os percentuais de identidade obtidos entre as sequéncias de cDNAs dos quinze genes
alinhados foi bastante diversificado (Tabela 2). Com relagdo ao Sorghum bicolor, os dois
genes observados nesta espécie tiveram maior identidade com os dois genes P7TOX
encontrados no milho, sendo 89,47% entre os genes SbPTOX2.a e ZmPTOX2.a, e 86,53%
entre os genes SbPTOX2.b e ZmPTOX2.b. Isso se deve ao fato desses genes serem ortdlogos,
em funcdo da ancestralidade em comum dessas espécies. Quanto as menores identidades
constatadas, observou-se um percentual de 62,72% entre os genes SbPTOX2.b e TaPTOX1.b
(Triticum aestivum) e 63,79% entre os genes SbPTOX2.a e TaPTOX]I.a.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Tabela 2: Identidade das sequéncias de cDNAs deduzidas dos genes PTOX em Sorchum bicolor € outras gramineas obtidas através do alinhamento no Clustal omega.

TaPTOXI1.c TaPTOXI1.a HvPTOXI TaPTOX1.b OsPTOXI SiPTOX2 SvPTOX2 PhPTOX2.a PhPTOX2.hb PvPTOX2.a PvPTOX2.h ShbPTOX2.a ZmPTOX2.a SbPTOX2.b ZmPTOX2.b

TaPTOXI.c - 93.65 86.45 88.62 66.52 62.92 63.00 64.23 63.95 65.63 64.49 64.07 66.37 64.35 65.58
TaPTOXl.a 93.65 - 87.03 89.04 66.92 61.83 62.67 63.05 62.85 65.71 63.33 63.79 66.07 63.80 64.39
HvPTOX1 86.45 87.03 - 88.26 68.44 67.29 67.29 68.74 68.58 67.46 67.88 65.44 66.25 65.48 65.69
TaPTOX1.b 88.62 89.04 88.26 - 66.52 63.29 63.29 64.81 64.60 66.12 64.63 63.85 66.69 62.72 64.11
OsPTOX1 66.52 66.92 68.44 66.52 - 71.42 71.18 73.89 73.67 72.63 72.04 71.10 72.78 69.85 73.08
SiPTOX2 62.92 61.83 67.29 63.29 71.42 - 99.47 85.74 85.29 86.11 82.61 75.77 78.27 72.02 73.46
SvPTOX2 63.00 62.67 67.29 63.29 71.18 99.47 - 86.33 85.85 86.29 83.89 75.68 78.24 72.37 74.12
PhPTOX2.a 64.23 63.05 68.74 64.81 73.89 85.74 86.33 - 99.46 92.70 89.25 78.12 79.10 73.56 73.74
PhPTOX2.b 63.95 62.85 68.58 64.60 73.67 85.29 85.85 99.46 - 92.27 88.81 78.01 79.05 73.79 73.90
PvPTOX2.a 65.63 65.71 67.46 66.12 72.63 86.11 86.29 92.70 92.27 - 94.86 77.33 77.93 76.07 76.94
PvPTOX2.b 64.49 63.33 67.88 64.63 72.04 82.61 83.89 89.25 88.81 94.86 - 77.22 78.05 73.10 74.38
SbPTOX2.a 64.07 63.79 65.44 63.85 71.10 75.77 75.68 78.12 78.01 77.33 77.22 - 89.47 81.78 83.52
ZmPTOX2.a 66.37 66.07 66.25 66.69 72.78 78.27 78.24 79.10 79.05 77.93 78.05 89.47 - 83.74 83.95
SbPTOX2.b 64.35 63.80 65.48 62.72 69.85 72.02 72.37 73.56 73.79 76.07 73.10 81.78 83.74 - 86.53
ZmPTOX2.b 65.58 64.39 65.69 64.11 73.08 73.46 74.12 73.74 73.90 76.94 74.38 83.52 83.95 86.53 -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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No que concerne aos percentuais obtidos através do alinhamento das sequéncias de
aminoacidos (Tabela 3) constatou-se o0 mesmo resultado do alinhamento dos cDNAs quanto
as maiores identidades, ou seja, as duas proteinas do sorgo tiveram maior identidade quando
comparadas as do milho, sendo um percentual de 86,87% entre os genes SHPTOX2.b e
ZmPTOX2.b e um percentual de 86,80% entre os genes SbPTOX2.a e ZmPTOX2.a. Como ja
mencionado anteriormente, essa alta identidade se deve ao fato de serem espécies muito
proximas. No que se refere as menores identidades, constatou-se baixos percentuais entre as
proteinas PTOX do sorgo e a proteina PTOX da espécie Hordeum vulgare, sendo um
percentual de 64,84% entre SBPTOX2.b ¢ HvPTOXI e de 67,59% entre ShPTOX2.a e
HvPTOXI.
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Tabela 3: Identidade das sequéncias de aminoacidos deduzidas dos genes PTOX em Sorghum bicolor e outras gramineas obtidas através do alinhamento no Clustal omega.

HvPTOX1 TaPTOXl.a TaPTOX1.b TaPTOXIl.c OsPTOX1 SiPTOX2 SvPTOX2 PvPTOX2.b PhPTOX2.a PhPTOX2.hb PvPTOX2.a SbPTOX2.b ZmPTOX2.b SbPTOX2.a ZmPTOX2.a

HvPTOX1 - 92.51 93.39 94.26 72.31 69.16 69.58 69.50 68.97 68.55 68.99 64.84 65.81 67.59 66.77
TaPTOX1.a 9251 - 95.82 95.50 72.82 70.45 70.55 70.75 70.85 70.44 70.57 65.06 65.08 68.00 67.19
TaPTOX1.h  93.39 95.82 - 96.70 73.05 70.13 70.55 70.03 70.75 70.35 70.48 66.24 65.92 68.52 68.35
TaPTOXI1.c  94.26 95.50 96.70 - 72.88 69.93 70.36 69.84 69.62 69.21 69.65 65.59 65.61 68.32 67.83
OsPTOX1 72.31 72.82 73.05 72.88 - 81.47 81.53 83.84 85.76 84.85 84.50 77.53 76.80 81.52 79.94
SiPTOX2 69.16 70.45 70.13 69.93 81.47 - 99.69 89.21 91.80 90.85 90.82 80.20 80.07 83.23 81.73
SvPTOX2 69.58 70.55 70.55 70.36 81.53 99.69 - 89.24 91.82 90.88 90.85 80.26 80.13 83.28 81.79
PvPTOX2.b  69.50 70.75 70.03 69.84 83.84 89.21 89.24 - 96.20 95.32 95.92 82.92 81.54 86.09 84.24
PhPTOX2.a  68.97 70.85 70.75 69.62 85.76 91.80 91.82 96.20 - 99.13 98.25 84.62 82.93 86.51 85.29
PhPTOX2.b  68.55 70.44 70.35 69.21 84.85 90.85 90.88 95.32 99.13 - 97.37 84.57 82.87 86.47 84.94
PvPTOX2.a  68.99 70.57 70.48 69.65 84.50 90.82 90.85 95.92 98.25 97.37 - 84.47 82.15 85.50 84.24
SbPTOX2.b = 64.84 65.06 66.24 65.59 77.53 80.20 80.26 82.92 84.62 84.57 84.47 - 86.87 82.78 84.10
ZmPTOX2.b 6581 65.08 65.92 65.61 76.80 80.07 80.13 81.54 82.93 82.87 82.15 86.87 - 83.58 83.38
SbPTOX2.a | 67.59 68.00 68.52 68.32 81.52 83.23 83.28 86.09 86.51 86.47 85.50 82.78 83.58 - 86.80
ZmPTOX2.a  66.77 67.19 68.35 67.83 79.94 81.73 81.79 84.24 85.29 84.94 84.24 84.10 83.38 86.80 -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.



33

Para a andlise das sequéncias de promotores foi considerada uma regido de 1000 pb
dos genes PTOX do sorgo e das outras gramineas. No geral, a identidade observada entre as
sequéncias dos promotores foi baixa (Tabela 4), o que pode evidenciar possiveis variagdes no
perfil de expressdo desses genes (OLIVEIRA, 2015). Diferente dos resultados da andlise do
alinhamento dos cDNAs e dos aminoacidos, a regido promotora de um dos genes do sorgo
(SbPTOX2.b) ndo teve maior identidade com a regido promotora de um dos genes do milho,
mas sim com um dos genes da espécie Panicum halli, sendo um percentual de 50,37% entre
os genes ShPTOX2.b e PhPTOX2.a. J& a regido promotora do gene ShPTOX2.a teve maior
identidade com a espécie do milho (ZmPTOX2.a), sendo um percentual de 48,57%. As
menores identidades observadas para a espécie do sorgo foram constatadas quanto a espécie
do arroz (Oryza sativa), sendo 30.32% entre os genes ShPTOX2.b e OsPTOXI, e 31,77%
entre os genes ShPTOX2.a e OsPTOXI.



34

Tabela 4: Identidade dos promotores dos genes PTOX em Sorghum bicolor e outras gramineas obtidas através do alinhamento no Clustal omega.

ZmPTOX2.b SHhPTOX2.b SiPTOX2 SvPTOX2 PvPTOX2.b PvPTOX2.a PhPTOX2.a PhPTOX2.b SbPTOX2.a ZmPTOX2.a OsPTOXI TaPTOX1.hb TaPTOXIl.c HvPTOXI TaPTOXl.a

ZmPTOX2.b - 44.92 39.05 39.03 37.08 40.85 40.16 38.37 36.78 34.14 31.09 33.52 35.46 33.52 34.21
SbPTOX2.b 44.92 - 43.39 43.21 4491 46.22 50.37 48.57 40.05 41.37 30.32 35.81 33.79 35.82 33.52
SiPTOX2 39.05 43.39 - 99.05 46.45 45.65 48.00 47.09 35.11 33.21 31.22 34.08 32.96 31.64 32.62
SvPTOX2 39.03 43.21 99.05 - 47.00 45.95 47.92 47.65 34.84 33.83 31.00 35.11 33.77 32.19 33.21
PvPTOX2.b 37.08 4491 46.45 47.00 - 58.88 63.62 61.48 37.07 36.49 31.48 33.21 35.08 33.99 31.45
PvPTOX2.a 40.85 46.22 45.65 45.95 58.88 - 67.14 65.61 36.35 36.92 28.82 34.64 33.29 35.17 35.40
PhPTOX2.a 40.16 50.37 48.00 47.92 63.62 67.14 - 95.00 38.07 37.25 31.67 34.79 33.59 35.97 35.72
PhPTOX2.b 38.37 48.57 47.09 47.65 61.48 65.61 95.00 - 38.57 37.15 30.48 35.11 33.89 35.99 35.10
SbPTOX2.a 36.78 40.05 35.11 34.84 37.07 36.35 38.07 38.57 - 48.57 31.77 36.46 35.87 33.29 34.28
ZmPTOX2.a 34.14 41.37 33.21 33.83 36.49 36.92 37.25 37.15 48.57 - 30.13 36.05 35.03 35.28 34.13
OsPTOX1 31.09 30.32 31.22 31.00 31.48 28.82 31.67 30.48 31.77 30.13 - 41.25 41.21 40.44 39.57
TaPTOX1.b 33.52 35.81 34.08 35.11 33.21 34.64 34.79 35.11 36.46 36.05 41.25 - 71.23 56.56 61.34
TaPTOXI.c 35.46 33.79 32.96 33.77 35.08 33.29 33.59 33.89 35.87 35.03 41.21 71.23 - 55.66 61.66
HvPTOX1 33.52 35.82 31.64 32.19 33.99 35.17 35.97 35.99 33.29 35.28 40.44 56.56 55.66 - 75.14
TaPTOX1.a 34.21 33.52 32.62 33.21 31.45 35.40 35.72 35.10 34.28 34.13 39.57 61.34 61.66 75.14 -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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5.6 Analise das regioes promotoras dos genes da PTOX em Sorghum bicolor (L.) Moench

A andlise das regides dos promotores dos genes da PTOX em Sorghum bicolor foi
feita através de dados disponiveis na ferramenta on-line PlantPAN 3.0 que ¢ um Navegador de
Analise de Promotores de Plantas. Por meio dessa ferramenta detectou-se elementos
importantes do tipo cis que sdo regulatdrios responsivos a estresses ambientais, assim, foi
possivel realizar uma comparagdo entre esses elementos e os genes PTOX (Figura 4). Vale
ressaltar que fatores de transcricdo sdo proteinas que regulam a expressdo génica,
determinadas modificagdes em suas atividades podem ocasionar alteragdes metabolicas e
fenotipicas em resposta a algum estimulo ambiental (WOYANN, 2010).

A presenga de possiveis elementos cis regulatorios responsivos a estresses foi
determinada através de buscas utilizando-se da regido de 1000 pares de base (upstream - mais
5’) a partir da metionina (c6don de inicio da tradugdo). A analise das regides dos promotores
dos genes ShPTOX2.a e ShPTOX2.b do sorgo revelou a presenga de alguns fatores de
transcricdo comuns entres os genes (AP2/ERF, BZIP, C2H2, EIN3, GATA,
HOMEODOMAIN, MYB e TCP) e outros especificos de cada um (SbPTOX2.a - BHLH e
NAC; ShPTOX2.b - AT-HOOK).

Figura 4: Analise da presenga de elementos cis regulatorios presentes nos promotores dos genes ShPTOX2.a e
SbPTOX2.b em Sorghum bicolor.

TCP
NAC
MYB

B SHPTOX2.a

HOMEODOMAIN
GATA SbPTOX2.b
EIN3

C2H2
BZIP

AT-HOOKY 777777
BHLH

AP2/ERFH 2

0 10 20 30 40
Numero de elementos cis

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Dentre as regides cis comuns dos genes SbPTOX2.a e SbPTOX2.b pode-se identificar:
AP2/ERF que sao fatores de transcricdo capazes de regular diversos processos de

desenvolvimento dos vegetais e respostas aos estresses, especialmente os da subfamilia ERF,
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dado que a sua superexpressdo aumenta a tolerancia a seca e ao estresse salino, sendo
responsivo inclusive a fitormonios como acido abscisico (ABA) e etileno (ET) ( SASAKI et
al., 2007; WANG et al., 2022). BZIP que sao TFs reguladores essenciais em processos
relacionados tanto ao desenvolvimento vegetal (como na formacdo das folhas e sementes),
quanto a respostas a estresses abidticos como a condi¢des de elevada salinidade e seca
(HURST, 1995; CORREA et al., 2008; WOYANN, 2010). C2H2 que ¢ uma classe de
reguladores de transcricdo de proteinas de dedos de zinco onde varios membros da familia
desempenham diversos papéis na resposta a estresses abioticos e sinalizagdo hormonal.
Andlises do perfil de transcrigdo revelaram que o nivel de transcri¢do do C2H2 eleva-se sob
determinadas condigOes de estresses abidticos como a salinidade, a seca e o estresse osmotico
(MATUK, 2012). EIN3 que ¢ o regulador mestre da via de sinalizacdo de etileno, assim, a
transcri¢do induzida pelo etileno ocorre em ondas temporais reguladas pelo INSENSITIVE3,
o que sugere camadas distintas de controle transcricional (CHANG et al., 2013). GATA que
sdo proteinas de ligagdo de DNA, sendo uma das familias mais conservadas de fatores de
transcricdo. Os membros dessa familia respondem a varios estresses abidticos como
salinidade, seca ¢ ABA (4cido abscisico) (GUPTA et al., 2017). HOMEODOMAIN que ¢
uma espécie de fator de transcricdo que desempenha diversos papéis importantes no
crescimento e desenvolvimento das plantas, além de responder a varios tipos de estresses
abidticos como salinidade, estresse osmotico e ABA (LIU, 2021; LI et al., 2022). MYB
(mieloblastose) que faz parte de uma das maiores familias de fatores de transcrigdo além de
apresentar diversas fun¢des em plantas, incluindo a regulacdo de respostas a estresses
abiodticos como seca e salinidade (ROY, 2016; JUANJUAN et al., 2020). TCP que ¢ uma
familia de fatores de transcrigdo (TEOSINTE 1, CYCLOIDEA, PCF1) que possuem fungdes
evolutivas conservadas como reguladores em diversas espécies de vegetais, como na planta
modelo Arabidopsis, além disso esse TF esta envolvido tanto no desenvolvimento das plantas
como em respostas a estresses abidticos (seca e salinidade). Alguns membros da familia TCP
participam da sintese hormonal, afetando o desenvolvimento foliar através da interagdo com
genes que fazem parte da biossintese de metil jasmonato (DANISMAN, 2016;
CAMOZATTO, 2021).

No que concerne aos elementos especificos de cada gene pode-se identificar na regido
promotora do gene SbPTOX?2.a os seguintes TFs: BHLH que regulam diferentes processos no
desenvolvimento das plantas como o crescimento, o metabolismo e as respostas a estresses
causados pela seca, salinidade e estresse osmotico (CASTILHOS, 2014). NAC (NAM, ATAF

e CUC), que esta envolvido no desenvolvimento dos vegetais e nas respostas a estresses
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ambientais em casos de estresse salino e hidrico. NAC também est4 envolvido na regulagao
da sinalizagdo de hormoénios vegetais (WANG, 2013; YUAN, 2019).

Quanto aos elementos especificos do gene SbDPTOX?2.b identificou-se apenas o fator de
transcrigdo AT-HOOK, que esta relacionado a funcdes regulatérias, modificagdes de histonas
e outras fungdes isoladas da cromatina, estando associado também a respostas a estresses
abidticos, sendo que sua superexpressao ¢ identificada sob condigdes de seca e alto teor de sal

(FILARSKY et al., 2015; ZHANG et al., 2021).

5.7 Analise da expressio in silico utilizando dados de RNA-Seq para Sorghum bicolor

(L.) Moench

As analises de expressdao dos genes P7OX foram geradas através de dados
transcriptomicos (banco SRA) do GenBank para a espécie Sorghum bicolor em condigdes de
estresse salino, temperatura elevada e na combinagdo desses dois estresses. Foram utilizados
dois gendtipos de sorgo que possuem diferentes graus de tolerancia ao estresse salino, sendo
os tais, CSF 20 tolerante a salinidade e CSF 18 sensivel a salinidade (COSTA et al., 2005).
Assim, tendo como base a pesquisa de Saraiva (2017), foram determinados quatro tratamentos
experimentais para os cultivares de sorgo em analise, sendo eles, o controle (25 °C +NaCl a 0
mM), a salinidade (25 °C + NaCl a 100 mM), a temperatura elevada (42 °C + NaCl a 0 mM) e
o estresse combinado (42 °C + NaCl a 100 mM). A expressao analisada in silico foi avaliada
apenas em folhas e as condi¢des experimentais do bioprojeto explorado estdo detalhados na

Tabela 5.

Tabela 5: Experimentos de RNA-seq utilizados para obter o perfil de expressdo dos genes PTOX em Sorghum
bicolor.

Genétipos Tecidos Tratamento Detalhes dos experimentos Replicatas Referéncias

A submissdo das plantas ao estresse salino foi iniciada
aos 30 DAS (trinta dias apo6s a semeadura), onde foram

CSF 20 Control . SARAIVA,
®  Folhas ontrote aplicadas doses de 50 mM de NaCl a cada 24 horas, até Trés
CSF 18 e sal . ~ . 2017.
atingir a concentracao final de 100 mM. A coleta foi
feita 12 dias ap6s a submissdo ao estresse.
Controle e Plantas com 41 DAS passaram por um periodo de
CSF20e Folhas altas aclimatacdo, onde permaneceram a 25 °C, durante 24 Trés SARAIVA,
CSF 18 temperaturas hrs. A temperatura foi elevada gradativamente de 25 °C 2017.
P a42 °C (5 °C/hora).
Controle e As plantas que foram submetidas ao estresse salino por
CSF 20 ¢ 2 dias passaram pelo processo de aclimatagdo a 25 °C . SARAIVA,
Folhas sal + altas i , . Trés
CSF 18 por 24 horas, apds esse periodo a temperatura foi 2017.
temperaturas

elevada gradativamente para 42 °C.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Em condi¢des de estresse, o perfil de expressdo para PTOX2a e PTOX2b (Figura 5)
apresentou comportamento distinto, entretanto, ambos foram regulados positivamente nos

genotipos nas trés situagoes de estresse.

Figura 5: Perfil de expressdo dos genes PTOX nas folhas de plantas de sorgo, genotipos CSF 20 (tolerante a
salinidade) e CSF 18 (sensivel a salinidade), submetidos a estresses isolados e combinados (COMB.) de
salinidade (SAL) e temperatura elevada (TE). O asterisco (*) indica genes diferencialmente expressos.
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El PTOX 2b
o 800001

*

60000+

*
*
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Os resultados da expressdo dos genes nos respectivos genotipos foram comparados as
especificas condi¢des de controle. Na indugdo do estresse salino no genotipo CSF 20 tanto
PTOX2a quanto PTOX2b apresentaram aumento na expressao em relagdo ao controle. Tal
resultado condiz com a atividade dos fatores de transcri¢do identificados nos promotores dos
genes ShPTOX2a e ShPTOX2b (Figura 4), que apresentam uma grande quantidade de
elementos cis responsivos a estresses abidticos como a salinidade.

Na indugdo do estresse por temperatura elevada no genétipo CSF 20 o gene PTOX2a
apresentou um pequeno declinio na expressao, enquanto o gene PTOX2b foi diferencialmente
expresso, tendo um aumento na sua atividade. Em estudos realizados por Caverzan (2008)
com uma enzima responsiva a diferentes estresses abioticos (APX - Ascorbato Peroxidase) na
espécie Oryza sativa (arroz) submetida a baixas temperaturas foram constatados aumentos na
expressdo de alguns membros dessa familia multigénica, enquanto outros genes apresentaram

reducdes apds 24 horas sob 10°C. Isso pode indicar que, assim como a familia génica da APX,
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os genes PTOX sdo diferencialmente expressos quando se trata de estresses decorrentes de
altas ou baixas temperaturas. Além disso, plantas de sorgo do genotipo CSF 20 apresentam
respostas efetivas na mitigacdo dos danos oxidativos causados por estresses decorrentes de
altas temperaturas, uma vez que desempenham uma maior atividade transpiratéria na tentativa
de resfriar os tecidos das plantas (SARAIVA, 2017).

Ainda no gendtipo CSF 20, quando combinados ambos os estresses, isto €, salinidade
e altas temperaturas, apenas o gene PTOX2a apresentou aumento na expressao (nao sendo
considerada uma diferenca estatistica relevante), enquanto PTOX2b apresentou uma baixa na
expressdo com relacdo ao controle. Em andlises dos teores de ions das folhas de sorgo
submetidas a estresses combinados (sal + temp. elevada) realizadas por Saraiva (2017),
pode-se constatar que os mecanismos de controle do acimulo de Na+ das plantas CSF 20
considerados determinantes para a tolerancia ao estresse salino, foram ineficazes durante a
exposi¢ao aos estresses combinados. Esses achados condizem com os dados aqui encontrados,
onde ¢ possivel perceber que o genotipo 20 ¢ mais eficiente em condigdes de estresse
isolados.

No que diz respeito ao genotipo CSF 18 tanto PTOX2a quanto PTOX2b apresentaram
sutis aumentos na expressao (quando comparados ao controle) frente a estresses induzidos por
salinidade, entretanto, ndo sao diferengas significativas estatisticamente. O estresse salino leva
a uma menor eficiéncia fotossintética, o que acarreta na inibicdo do transporte de elétrons
fotossintéticos podendo promover o actimulo excessivo de EROs que degradam os
fotossistemas. Plantas do gendtipo CSF 18 apresentam altos niveis de expressdo de genes
envolvidos no reparo dos fotossistemas I e II, sendo assim, danos causados pelas EROs
promovem uma menor eficiéncia frente a estresses salinos em plantas desse gendtipo
(SARAIVA, 2017).

Quanto ao estresse induzido por altas temperaturas no gendtipo CSF 18, observa-se
que o gene PTOX2a apresentou um pequeno aumento na expressao (sem diferenca relevante),
divergindo do gene PTOX2b, que evidenciou uma expressdo mais significativa. Em
consonancia com Saraiva (2017) o aparato fotossintético das plantas do sorgo de genotipo
CSF18 ¢ suscetivel a elevadas temperaturas e capaz de aumentar as taxas transpiratorias para
resfriar os tecidos, entretanto, diante desse tipo de estresse ndo se mostram tdo eficientes
quanto as plantas do genotipo CSF 20.

Quando combinados tais estresses no gendtipo CSF 18, houve aumento significativo
da expressdo de ambos os genes, mas, em especifico o gene PTOX2b. Assim, de acordo com

os dados obtidos, ¢ possivel auferir que o padrdo de tolerdncia de ambos os genotipos frente
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aos estresses isolados ¢ diferente do padrdo para o estresse combinado. Isso corrobora com os
resultados encontrados por Saraiva (2017), que analisou tais estresses (salinidade, temperatura
e combinado) nos gendtipos CSF 20 e CSF 18 do sorgo, e constatou que plantas do genotipo
CSF 20 possuem desempenho mais eficiente quanto aos efeitos deletérios da salinidade e
temperatura elevada, entretanto, ao observar tais estresses combinados a situacdo foi
revertida, as plantas do gendtipo CSF 18 obtiveram um melhor desempenho frente aos
estresses combinados. Em sintese, o genotipo CSF 20 tolerante a salinidade ¢ mais indicado
para situacdes de estresse isolados, enquanto o gendtipo sensivel a salinidade (CSF 18) ¢ mais
indicado para situagdes de estresse combinados.

Na pesquisa de Saraiva (2017) também foram avaliadas as rotas de transdugdo por
fitohormdnios em resposta ao estresse salino, constatando-se que apenas plantas do genétipo
tolerante tiveram aumentos na expressao de genes relacionados a sinalizagdo dependente do
Acido Abscisico, visto que, durante as respostas ao estresse salino, este fitohormonio pode ter
sinalizado de forma direta e indireta para que houvesse a modulacdo de diversos processos
fisiologicos e metabolicos nas plantas de sorgo em andlise. Tais dados condizem com os
fatores de transcri¢ao de varias classes encontrados em ambos os genes PTOX que podem ser
induzidos por fitohormdnios como ABA (GATA, ERF ¢ HOMEODOMAIN). A intera¢dao
com outros hormonios também deve ser estudada, uma vez que diversos genes estdo
envolvidos nos processos de biossintese e sinalizagdo do etileno, auxina e acido salicilico, que
apresentam superexpressao frente a estresses induzidos por salinidade (SARAIVA, 2017).

A vista disso, a expressdo e a presenca de elementos cis responsivos a estresses como
salinidade e altas temperaturas em regides promotoras indicam que os genes aqui analisados
possuem importantes atribui¢des frente a condigdes de estresse. Ademais, € possivel perceber
que o perfil de expressdo dos genes da PTOX ¢ relativo ao gendtipo e as condi¢des de
estresses (isoladas ou combinados) a que sdo submetidos, o que condiz com os achados de
Sousa (2008) para os genes da PTOX no milho, onde sugere que essa enzima tem uma
regulacdo diferencial de seus genes nos diferentes tecidos e em diferentes situacdes de
estresse, desse modo, ¢ importante compreender quais condi¢cdes sdo mais favoraveis a
expressao de tais genes. Além disso, no estudo realizado por Caverzan (2008) no arroz com a
familia multigénica da APX, observa-se um padrdo diferencial de expressdo de cada gene
dessa familia quanto aos diferentes tratamentos e estresses abiodticos, o que nos revela que o
sistema antioxidante nas plantas ¢ algo muito complexo, que envolve respostas
transcricionais, funcionais e metabolicas .

No que concerne a identificacdo de genes que podem ser utilizados como marcadores
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moleculares, isto ¢ como ferramentas biotecnoldgicas, € possivel observar, de acordo com os
dados obtidos e apresentados no grafico (Figura 5), que o gene PTOX2b apresentou maiores
expressoes, tais dados coincidem com os encontrados por Sousa (2008) para os genes PTOX
do milho em situacdes de estresse osmotico, onde se obteve uma expressao diferencial dos
genes intitulados PTOXI e PTOX2 em diferentes tecidos, sendo que o gene PTOX2 ¢
diferencialmente expresso em folhas de plantas quando submetidas a esse tipo de estresse.
Essa expressao diferencial ja foi alvo de estudos por Kuntz (2004), que relata a inducao da
PTOX mediante estresses fotooxidativos, tratamentos de sal ou 4cido abscisico, mas aponta
que a identificagdo dos principais fatores regulatorios para a expressdo da PTOX ainda ndo foi
totalmente elucidada.

A atividade diferencial do gene PTOX2b em sorgo nos remete que a indugdo de sua
superexpressdo pode ser utilizada como ferramenta biotecnoldgica para aumento da producao
e tolerancia de cultivares em regides que predominem salinidade e altas temperaturas, como

as regides aridas e semiaridas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados neste trabalho foi possivel inferir as seguintes
consideragdes:
e A identificagdo e anotacdo das sequéncias génicas da espécie Sorghum bicolor revelou

a existéncia de dois genes PTOX aqui nomeados como ShPTOX2.a e SbPTOX2.b;

e Por meio da andlise filogenética das sequéncias PTOX do sorgo e das espécies de
gramineas analisadas foi possivel observar que a arvore filogenética se divide em dois
clados de genes ortdlogos, sendo observado que os genes do sorgo sdo ortdlogos aos
do milho. Além disso, essa analise possibilitou a compreensao do parentesco evolutivo
entre as espécies e a ortologia entre os genes estudados, abrindo a possibilidade de
inferir e tracar um perfil de expressdo em diferentes espécies que possuem

ancestralidade em comum,;

e Através do alinhamento multiplo das sequéncias proteicas realizou-se analises dos
dominios conservados nas sequéncias de aminoacidos das proteinas PTOX, assim,
observou-se alta similaridade e conservacdo de determinadas regides em todos os
membros dessa familia multigénica em todas as espécies analisadas. Esta ¢ uma
caracteristica bastante comum entre membros evolutivamente relacionados que

compreendem familias de genes e pertencem ao mesmo compartimento subcelular;

e A anilise das regides dos promotores dos genes da PTOX em Sorghum bicolor nos
permitiu identificar TFs regulatorios responsivos a estresses ambientais, 0 que nos
remete ao perfil de expressdo dos genes SDPTOX2a e SbPTOX2b, que apresentaram
comportamento distinto mas foram regulados positivamente nos gendtipos utilizados

nas situacdes de estresse induzido;

e Através de andlises do perfil de expressao foi possivel deduzir que o gendtipo CSF 20
tolerante a salinidade ¢ mais indicado para situagdes de estresse isolados e o gendtipo

sensivel a salinidade (CSF 18) ¢ mais indicado para situacdes de estresse combinados;

e A presenga de TFs responsivos a estresses abidticos nas regides promotoras sinalizam

que os genes aqui analisados desempenham importantes fungdes em condigdes de
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estresse. Assim, percebe-se que o estudo das fungdes fisiologicas de fatores de
transcricdo na regulagdo de rotas de defesa a estresses ambientais oferece
oportunidades para a engenharia genética ¢ o desenvolvimento de culturas mais

tolerantes;

Ademais, o perfil de expressdo dos genes da PTOX demonstrou ser relativo ao
genotipo e as condigdes de estresse, sendo importante compreender quais condig¢des
sdo mais favordveis a expressdo de tais genes. Observou-se que gene PTOX2b
apresentou maiores expressoes frente aos tipos de estresse aqui estudados, o que pode

levar a indica-lo como provavel gene alvo para o melhoramento genético.
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