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Resumo

Os agrupamentos ferro-enxofre [Fe-S] sdo grupos prostéticos requeridos em
processos essenciais como respiragdo, fotossintese, reagdes metabdlicas, sinalizacdo e
regulacdo génica. Em plantas, a biossintese das proteinas Fe-S é compartimentalizada e
adaptada as necessidades de uma célula eucaridtica fotossintetizante. Diversos fatores
ambientais afetam o desenvolvimento das plantas e limitam sua produtividade. Dentre
esses organismos afetados encontram-se a soja € o arroz, culturas de grande importancia
comercial no Brasil e no mundo. Foram analisados, pelo método de RT-qPCR, os perfis de
expressao dos genes que codificam a enzima cisteina desulfurase NFS1 e NFS2 de ambas
as espécies, participantes da rota de formacdo dos cofatores [Fe-S] mitocondriais e
plastidicos, respectivamente. Para Oryza sativa ssp. indica e ssp. japonica, as anélises
permitiram mostrar uma distribui¢do diferencial dos transcritos entre 6rgdos. OsNFS1
apresenta maiores niveis de transcritos tanto em raiz quanto em folha, enquanto OsNFS2
apresentou maiores niveis de transcritos em folha do que em raiz. A resposta destes genes
ao frio (24 h a 4°C) difere entre as subespécies. Na ssp. japonica, os dois genes sao
induzidos em ambos os tecidos. Para a ssp. indica ha reducdo dos niveis de mRNA de
NFS1 e aumento de NFS2 em folhas, e ndo ha respostas em raizes. Nos tratamentos com
aluminio na ssp. japonica, ha reducdo dos niveis de mRNA de ambos os genes nas raizes,
enquanto nao hd resposta na parte aérea. As andlises em Glycine max, organismo que
apresenta duplicacdo dos genes, permitiram demonstrar que a modulagdo destes € realizada
de maneira diferencial. Em raiz, o tratamento com frio (5 h, 10 h e 24 h a 4°C) promoveu a
reducdo dos niveis de mRNA de uma das cépias de NFS/ e a inducdo da outra, enquanto
os genes codificadores de NFS2 foram reprimidos. Em folha, o mesmo tratamento induziu
uma das cépias de NFSI e uma de NFS2, enquanto que as outras oscilaram em nivel bem
inferior de expressdo. A exposicdo de G. max ao acido salicilico induz a modulacdo dos
genes mitocondriais, aumentando os niveis de mRNA em raizes e reprimindo-os em folhas.
As andlises dos cis-elementos permitiram mostrar a correlacdo destes com os dados
encontrados em RT-qPCR. Desta maneira, tanto em arroz quanto em soja, a cisteina
desulfurase parece ser modulada por diferentes estresses, possuindo padroes diferenciados

conforme o 6rgio e o gene.
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Abstract

Iron-sulfur [Fe-S] clusters are prosthetic groups required to maintain life processes
including respiration, photosynthesis, metabolic reactions, sensing, signaling and, gene
regulation. In plants the biogenesis of Fe-S protein is compartmentalized and adapted to
specific needs of the eukaryotic and photosynthetic cell. Many environmental factors affect
plant development and limit the productivity and the geographical distribution. Among
those affected organisms are soybean and rice, crops with huge economic importance
worldwide. Here we analyze the expression profile of cysteine desulfurase genes NFSI and
NFS2, involved in the biogenesis of [Fe-S] clusters in mitochondria and plastid,
respectively, from both species, by RT-qPCR. Analysis of Oryza sativa ssp. indica and ssp.
japonica showed a differential expression between organs, OsNFSI has a higher
expression in roots and leaves than OsNFS2, and OsNFS2 is more expressed in leaves than
in roots. Rice subspecies exhibited different responsiveness to cold. The japonica ssp.
increased transcript level from both genes in both organs, while ssp. indica decreased
OsNFS1 and increased OsNFS2 expressions in leaves, and did not change the expression
pattern in roots. Rice ssp. japonica showed a decrease in OsNFSI and OsNFS2 transcript
levels in root, while leaves did not change, under aluminum stress. Soybean analysis,
which presents duplication of both genes, demonstrated particular transcript levels
considering organ and stress response. GmNFSI had a high expression in roots, while
GmNFS2 did not differ between organs. Cold-treated plants (0, 5, 10 and 24h at 4°C)
showed a decrease in cysteine desulfurases transcript level in roots, and an increase in
leaves. Plants treated with salicylic acid increased GmNFSI transcript level in roots, and
decreased in leaves. Besides that, an analysis of promoter regions showed the presence of
different cis-elements among cysteine desulfurase genes, corroborating with differential
expression of each loci. Our results suggest that cysteine desulfurases, in rice and soybean,
may be involved in stress response, being modulated by different stimuli according to

organ and gene.
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CAPITULO 1

Referencial Teorico
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1.1 Agrupamentos [Fe-S]

Os agrupamentos ferro-enxofre [Fe-S] parecem ser os cofatores inorganicos
descritos mais antigos e versateis [1]. Esta versatilidade € vista tanto nas conformacdes que
tais cofatores podem adquirir quanto nas diferentes proteinas com as quais eles podem
interagir (Figura 1). A descoberta dos agrupamentos [Fe-S] se deu na década de 1960 por
meio do estudo de estruturas protéicas pelo método de ressonancia. Até o ano de 2005,
mais de 120 proteinas e enzimas que contém em sua estrutura os cofatores [Fe-S] foram
descritas, as chamadas proteinas Fe-S [2, 3]. A ligac@o das proteinas Fe-S aos respectivos
cofatores [Fe-S] se d4 pela interagdo de atomos de ferro do agrupamento com residuos de,
mais comumente, cisteina ou histidina da cadeia polipeptidica [4]. As primeiras proteinas
descritas com esta caracteristica foram as ferredoxinas de bactérias e plantas e o complexo
respiratorio I-III presente em bactérias e mitocondrias [5]. Os cofatores [Fe-S] encontram-
se envolvidos em diversos processos tais como fotossintese, fixacdo de nitrogénio,
respiracao celular, assimilacdo de nutrientes, reparo de DNA e regulacdo génica, neste caso
agindo como sensor de condi¢des intra e extracelulares. Entretanto, sua fung¢do mais
comum € a de transporte de elétrons pela capacidade de alteragdo do estado oxidativo do

ferro [6-8].

A maior parte dos agrupamentos contém de um a quatro atomos de ferro, enquanto
outros chegam a apresentar oito dtomos. Além do ferro, pode haver a presenca de outros
metais como 4tomos de niquel e de molibdénio [9]. As formas mais comuns de
organizacdo desses cofatores sdo as que apresentam um centro rombico [2Fe-2S] e as que
tém o centro na forma de um cubo [4Fe-4S]. Ambas as formas contém em sua estrutura
ferro (Fe****) e enxofre (S*) [4]. Estima-se que a formacdo de cofatores com diferentes
estruturas derivem da forma [2Fe-2S]. O cofator tetranuclear pode ser gerado pela fusdo de
dois agrupamentos binucleares, enquanto que o cofator [3Fe-4S] parece ser derivado de um
[4Fe-4S] que teve um atomo de ferro removido [10]. As proteinas Fe-S descritas até o
momento tém tamanho variado, podendo passar de 500 kDa e possuir até 9 cofatores [Fe-

S] em sua estrutura [11].
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A distribuicdo de diferentes cofatores varia entre as proteinas. Uma ferredoxina
bacteriana, primeira proteina Fe-S isolada, possui uma cadeia polipeptidica pequena, de
apenas 55 aminodcidos. Ligados a ela, encontram-se dois cofatores [4Fe-4S], que
correspondem a grande parte da estrutura e fornecem estabilidade por intermédio das
interacdes com a cadeia polipeptidica [12]. Bactérias fotossintetizantes apresentam um tipo
de ferredoxina de alto potencial. Estas sdo proteinas pequenas que possuem um cofator
[4Fe-4S] que serve como doador de elétrons. O potencial redox destas proteinas € alto,
podendo variar de +100 a +400 mV [13]. Ja as ferredoxinas de plantas apresentam uma
cadeia polipeptidica de aproximadamente 100 aminoécidos e um cofator [2Fe-2S] ligado a
sua estrutura proximo a superficie. Essas enzimas t€ém como funcdo o transporte de

elétrons entre o fotossistema I e demais proteinas, participando das reacdes envolvidas no

ritmo circadiano [4, 14].

. [2Fe-25]?*
P <X [2Fe-25]*

[3Fe-45]*

+ T [3Fe-4S]°
- 7[\ [3Fe-4S]

o | [3Fe-4S]*

: [4Fe-4S]P*
}_ {_o [4Fe-4SJP*
x:{r [4Fe-4S]*

[4Fe-45)°

[8Fe-85]°*

v ¢ )'+ °  [8Fe-8SI™*
*‘h(# [8Fe-7S]5*
[BFe-7S]2

Figura 1. Estrutura e estado oxidativo de alguns cofatores [Fe-S]. Representacdo de cofatores
caracterizados por cristalografia, mostrando seus possiveis estados oxidativos. Estdo representados
os atomos de enxofre (claro) e os dtomos de ferro (escuro). (Adaptado de [3]).
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Os cofatores [Fe-S] estdo envolvidos no controle da expressao génica e atuam como
sensores de condicdes intra e extracelulares. Em células humanas, a IRP-1 (proteina
reguladora do ferro 1 ou iron regulatory protein-1) controla a expressdo gé€nica de
proteinas envolvidas na captacdo, no armazenamento, na utilizacdo e na exportacdo de
ferro conforme a presenca ou auséncia do cofator [Fe-S]. Quando a IRP-1 ndo esta
interagindo com o cofator, ela adquire a capacidade de se ligar ao RNA junto a elementos
responsivos ao ferro (IREs ou iron-responsive elements), em por¢des nao traduzidas de
mRNAs de proteinas relacionadas ao ferro. Esta interagcdo pode ocorrer tanto na
extremidade 5’ ndo traduzida quanto na extremidade 3’. Ocorrendo na extremidade 5°, hd o
bloqueio da tradugdo. J4 a ligacdo a extremidade 3’ estabiliza o mRNA. Este controle
diversificado faz com que, na falta de cofator [Fe-S], haja expressdo de proteinas
importadoras de ferro e redu¢do na traducao de proteinas de armazenamento. Essa func¢ado é
perdida quando hd um cofator ligado a estrutura da IRP-1. Dessa maneira, a presenga do
cofator informa que ndo ha necessidade de maior captagdo de ferro, impedindo a tradugao
de proteinas relacionadas a esse processo [15]. Ainda ndo se tem um mecanismo similar a

este descrito para plantas [7].

Em bactérias, estdo descritos mecanismos onde esses agrupamentos funcionam
como sensores de oxigénio ou de estresse oxidativo ligados a fatores de transcri¢do. A
oxidacdo dos cofatores [Fe-S] pode ter duas conseqiiéncias: desencadear rearranjo ou
desmontagem do agrupamento (reagdes irreversiveis); ou entdo provocar mudanca no
estado oxidativo do agrupamento (reacdo reversivel) [16]. Tem-se como exemplo do
primeiro caso a proteina que regula a reducdo de nitrato e fumarato (FNR) e que exerce o
controle da sintese de proteinas necessdrias para a respiracao anaerdbica. Sua expressao é
constitutiva, mas apenas sua forma dimérica possui um cofator [4Fe-4S]** que é essencial
para sua atividade. Quando se encontra nesta condi¢do, a proteina FNR adquire alta
afinidade ao DNA e, assim, controla a expressdo gé€nica. Na presenca de oxigénio hd
conversao de [4Fe—4S]2+ em [2Fe—2$]2+, estado em que a FNR apresenta-se monomérica e
inativa [17, 18]. O segundo caso pode ser exemplificado pela proteina sensora de estresse
oxidativo SoxR de Escherichia coli. A proteina SoxR ativa, em resposta a exposicdo da
célula a oxigénio e/ou 6xido nitrico, induz a transcri¢cdo da proteina SoxS, a qual induz

transcricdo de genes de defesa contra o estresse oxidativo. A proteina SoxR possui a forma

16



homodimérica com um cofator [Fe-S] em cada mondmero. Sua forma inativa tem ligada a

]1+

sua estrutura o cofator [2Fe-2S]", apds a acdo dos agentes oxidantes, o cofator adquire a

forma [2Fe—25]2+ e pode induzir a transcricao do gene soxS [19].

1.1.1 Estrutura e sistemas de biossintese dos agrupamentos [Fe-S]

Experimentos in vitro permitiram mostrar que a formag¢do dos cofatores [Fe-S]
ocorre de maneira espontinea na presenca de S* e Fe*** livres [5, 20]. Entretanto, estes
compostos apresentam toxicidade para célula, devendo existir proteinas responsaveis pela
captacao dos elementos, posterior formacao do cofator e destinacdo deste [21, 22]. Sendo
assim, a formacdo dos agrupamentos [Fe-S] é dividida em trés etapas: primeiro ha a
formacdo do enxofre elementar que ird compor os cofatores, segundo hd a montagem
destes cofatores, e terceiro ha a inser¢do do agrupamento em apoproteinas [23]. Desse
modo, trés diferentes sistemas de formacdo destes agrupamentos ja foram descritos em
bactérias [3]. Estes sistemas tém em comum nas suas rotas a presenca de uma cisteina
desulfurase e de proteinas de ancoragem, essas proteinas parecem estar conservadas em

bactérias, fungos, animais e plantas [7].

O primeiro sistema a ser descrito foi o sistema NIF (sistema de fixacdo de
nitrogénio ou nitrogen fixation system), composto pelos genes nif, em Azotobacter
vinelandii, organismo fixador de nitrogénio [24]. O mesmo sistema foi descrito alguns
anos depois para outras bactérias diazotréficas como Azospirillum brasilense [25]. Este
sistema de formacdo de cofatores [Fe-S] € responsdvel pela atividade da enzima
nitrogenase, catalisadora da conversao de nitrogénio molecular (N,) em amdnia (NH3) nas
bactérias que fixam este elemento [26]. Devido a sua importancia no metabolismo dessas
bactérias, a nitrogenase demanda alta quantidade de cofatores, possuindo, assim, um
sistema especializado de biossintese desses [3]. Para descobrir as proteinas envolvidas no
processo de montagem desses cofatores, estudaram-se genética e bioquimicamente as

proteinas essenciais para fixacao de nitrogénio em A. vinelandii [27].
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A nitrogenase é uma metaloenzima dependente de molibdénio formada por duas
proteinas chamadas de Fe-proteina e a MoFe-proteina (Figura 2). A Fe-proteina ¢ um
dimero de 60 kDa com subunidades iguais e que contém um tunico cofator [4Fe-4S]. Essa
estrutura € responsavel pelo fornecimento de elétrons para a reducdo do substrato. A
MokFe-proteina possui a forma de um tetramero de 220 kDa e possui um sitio de ligacdo e
de reducdo do substrato. Em sua estrutura sdo encontrados dois tipos de cofatores, o
cofator ferro-molibdénio (FeMoCo) e o chamado cofator P, [8Fe-7S] [27, 28]. Estudos
mostraram que a inativacdo de diversos genes nif resulta em defeitos na maturacdo da Fe-
proteina ou da MoFe-proteina, mas a delecio dos genes nifU e nifS levam a perda de
atividade de ambas proteinas constituintes [24]. Como o Unico aspecto comum entre as
duas proteinas é que ambas sdo proteinas Fe-S, os genes mutados deveriam ser essenciais

para a formagao dessas estruturas [3].
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Figura 2. Estrutura da nitrogenase de Azotobacter vinelandii. Estrutura da enzima nitrogenase
de Azotobacter vinelandii mostrando as subunidades (Fe-proteina e MoFe-proteina) e os cofatores
ligados a estrutura. (Adaptado de [29]).

Estudos posteriores de purificacdo permitiram revelar que a proteina NifS,
organizada na forma de homodimero, contém piridoxal-fosfato (PLP) como cofator [30] e
€ responsavel pela dessulfurizacdo da L-cisteina que fornece o enxofre para o cofator [31].

Sendo o gene nifS responsavel pelo fornecimento de enxofre para a formagao dos cofatores
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[Fe-S], buscou-se a funcdo da proteina codificada pelo gene nifU. Estudos da estrutura do
gene nifU permitiram mostrar que seu dominio central possui um sitio de ligacdo
permanente ao cofator [2Fe-2S], enquanto que suas extremidades podem prover local de
formacdo de cofatores transientes destinados a nitrogenase (Figura 3). Essas hipéteses
foram comprovadas por estudos de substituicdo de aminodcidos [32, 33], mostrando que
NifU € uma proteina de ancoragem funcionando como sitio intermediario para formagdo de

agrupamentos [Fe-S] para a nitrogenase.

nifl
| | |
C35 cé2 106 | c137 139 c172 175 ‘ C2712 g27s
Ancoragem para formacio Sitio permanente do Funcio
dos cofatores [Fe-5] cofator [2Fe-28] desconhecida

Figura 3. Organizacio génica de nifU. Organizagdo do gene nifU mostrando em evidéncia suas
cisteinas responsdveis pela ancoragem dos cofatores que serdo destinados para a nitrogenase.
(Adaptado de [27]).

Posteriormente, descreveu-se em A. vinelandii o sistema ISC (cofator ferro-enxofre
ou iron-sulfur cluster). Por meio da purificacdo de proteinas de uma linhagem mutante
para do gene nifS, identificou-se uma proteina com a mesma atividade de dessulfurizacao
apresentada pela NifS (Figura 4). Esta proteina foi chamada de IscS e também se
organizava em homodimeros contendo PLP como cofator. O grupo de genes onde iscS se
localizava apresentava outros genes homoélogos a genes do sistema NIF, como iscU e iscA,
genes codificadores de proteinas de ancoragem [34]. Além de A. vinelandii, outros
genomas apresentam genes homologos ao grupo nifUS, como o genoma de Escherichia

coli [35] e o de humano [36].

ComparacOes feitas entre os genes presentes em bactérias € nas mitocOndrias
mostraram que hd grande similaridade de sequéncias entre os componentes desses dois
sistemas ISC. Essa semelhanca corrobora com a relacdo evoluciondria existente entre
bactérias e mitocondrias, mostrando a presenga de genes homodlogos entre o hospedeiro
endossimbidtico e a bactéria ancestral [37, 38]. Desse modo, a proteina de ancoragem IscU

de bactéria € chamada de Isul em mitocondria, possuindo a mesma fun¢do de suportar a
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formacdo do cofator e inseri-lo na proteina Fe-S de destino. J4 a proteina IscS de bactéria é
chamada de Nfs1 nessa organela e catalisa a liberacio de enxofre a partir de L-cisteina [5].
Nfs1 encontra-se organizada em dimeros possuindo dois dominios, um onde hd a ligacao

ao PLP e outro onde esta localizado o sitio catalitico [39].

A biogénese de proteinas Fe-S nucleares e citosdlicas depende do funcionamento
da maquinaria ISC mitocondrial. A mitocondria apresenta um sistema de exportacdo,
sendo responsdvel pela maturacdo de proteinas Fe-S extra-mitocondriais. Este sistema
apresenta a proteina Atm1 na membrana interna da organela e a proteina Ervl no espago
entre-membranas [40]. A natureza molecular do composto exportado pelo sistema descrito
ainda ndo é conhecida, mas supde-se que seja um cofator [Fe-S] ou um precursor que
contenha enxofre, que apds estabilizacdo, € exportado e incorporado em apoproteinas do

citoplasma e/ou nucleo [41].

O ultimo sistema de formagao dos agrupamentos [Fe-S] descrito foi o sistema SUF
(sistema de mobiliza¢do de enxofre ou sulfur mobilization) em Escherichia coli [42]. Este
sistema apresenta semelhancas com o sistema ISC, porém € induzido principalmente
quando sob limitacao de ferro e estresse oxidativo [43]. O sistema SUF € encontrado em
plastideos de plantas e algas verdes, sendo responsdvel pela formagdo dos cofatores [Fe-S]
necessarios para o aparato fotossintético [7]. O sistema SUF presente em plastideos parece
ter sido herdado de cianobactérias, de acordo com sua homologia e com a teoria

endossimbidtica [5] (Figura 4).

Nesse procarioto, foi identificado um operon que contém seis genes, sufABCDSE, e
que € capaz de formar cofatores [Fe-S]. Destes genes, sufS foi caracterizado como uma
cisteina desulfurase responsdvel pela captura do enxofre. Bactérias mutantes para o sistema
ISC, mas que super-expressavam o operon recém-descoberto, apresentavam-se vidveis. A
letalidade era reportada quando ambos os sistemas se encontravam mutados. Sendo assim,
descobriu-se que o operon suf possui uma via independente do sistema ISC, mas que suas
atividades tinham um grau de superposicdo, uma vez que a mutacdo de um deles ndo

tornava o organismo inviavel [42].
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As proteinas Fe-S possuem em sua estrutura um ou mais agrupamento [Fe-S]
ligados a ela. O transporte de elétrons € uma das funcdes mais comuns dessas estruturas,
sendo o papel desempenhado por diversas proteinas pertencentes a este grupo, incluindo as
ferredoxinas. No cloroplasto, a ferredoxina contém um cofator [2Fe-2S] e sua atividade é
fundamental para a realizacdo da fotossintese e para a sinalizacdo da organela com o
nicleo [44]. Em cianobactérias, uma proteina de ancoragem chamada CnfU foi descrita
como a responsavel por entregar o cofator a essa proteina [45]. Tal relacdo foi vista
também em Arabidopsis thaliana [46]. Ainda, defeitos na proteina responsavel pela
entrega deste cofator desencadeiam reducdo na atividade do fotossistema I, estrutura

dependente de cofatores [Fe-S] [5].
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Figura 4. Modelo de formacao de cofatores dos sistemas ISC e SUF bacterianos. Comparagdo
entre a formacdo dos cofatores realizada em dois sistemas bacterianos distintos. Os sistemas
apresentam algumas diferencas, principalmente a respeito das proteinas de ancoragem. Entretanto,
ambos os sistemas coincidem no seu final, onde ha a entrega do cofator formado a apoproteina.
(Adaptado de [5]).

As plantas, assim como algumas bactérias, possuem dois sistemas distintos de
formacao de cofatores [Fe-S]. Entretanto, devido a estrutura complexa da célula vegetal, os
dois sistemas presentes se encontram isolados em plastideos e mitocondrias. O sistema

ISC, proveniente de bactérias, encontra-se localizado na mitocOndria, enquanto que o
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sistema SUF, com origem em cianobactérias, encontra-se no plastideo [7]. Essa relacdo

estd exemplificada na Figura 5.
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Figura 5. Proteinas responsaveis pela biossintese de cofatores [Fe-S] em plantas. Esquema da
distribuicdo das proteinas responsdveis pela formacdo dos agrupamentos [Fe-S] em uma célula
vegetal. As cisteina desulfurases encontram-se anotadas como NFS1 (mitocondria) e NFS2
(plastideo) (Adaptado de [7]).

1.1.2 Proteinas Fe-S em plantas

Ao contrério de outros organismos, as plantas possuem uma estrutura de biossintese
dos cofatores [Fe-S] diferenciada. Ela encontra-se compartimentalizada em mitocondria e
plastideo, sendo que cada organela possui um sistema préprio com diferencas bioquimicas
e genéticas [7]. Mesmo apresentando diferengas, os sistemas t€m um fluxo de informacao
conservado. Isso inclui a atividade de uma cisteina desulfurase na mobiliza¢do do enxofre,
acdo de enzimas de ancoragem que sdo responsdveis por capturar o ferro para montagem

do cofator e posterior entrega destes cofatores as proteinas Fe-S.
Estima-se que haja aproximadamente 100 classes de proteinas em plantas que

contenham agrupamentos [Fe-S] em suas estruturas. Além disso, infere-se que em torno de

2% do conteido de enxofre encontrado nestes organismos seja proveniente dos cofatores
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[47]. Desta maneira, diversas funcdes vitais das plantas sdo dependentes da presenca dos

cofatores [Fe-S].

Encontram-se na mitocondria diversas proteinas que possuem cofatores [Fe-S] em
sua estrutura. Entre essas proteinas, descrevem-se os complexos da cadeia respiratdria I, 11
e III, a aconitase do ciclo de Krebs, a biotina sintase e a ferredoxina [48-51]. Dessa
maneira, o processo de respiracdo celular estd vinculado ao correto funcionamento de
montagem e distribui¢do dos cofatores [Fe-S]. Além disso, fora da mitocondria, no citosol
e nucleo, ha proteinas Fe-S relacionadas a transcri¢@o, traducgdo e reparagdo do DNA [3, 5,

40, 52].

As proteinas Fe-S presentes no plastideo requerem um sistema de formagdo muito
eficiente, uma vez que essa organela apresenta elevada concentragdo de oxigé€nio e a
biogénese dos agrupamentos € sensivel a essa molécula [49, 53]. Um estudo recente
mostrou que podem existir proteinas de ancoragem especificas para cada tipo de cofator.
Nesse contexto, foi mostrado que, em cloroplasto, a proteina de ancoragem HCF101 ¢é
responsavel pelo carregamento de cofatores [4Fe-4S], destinando-os para o complexo do

fotossistema I e ferredoxina-tiorredoxina redutase [54].

No plastideo, diversas proteinas Fe-S envolvidas na fotossintese estdo presentes
(Figura 6). Esses cofatores sao encontrados, por exemplo, nas proteinas do tipo Rieske, no
fotossistema I, na ferredoxina e na ferredoxina-tiorredoxina redutase. Além disso, ha
proteinas Fe-S envolvidas na assimilacio de nitrogénio (nitrito redutase), na assimilacdo de
enxofre (sulfito redutase), no transporte de proteinas (Tic55) e na biossintese de

aminodcidos (glutamato sintase) [4, 5, 49, 55, 56].

A proteina Fe-S Rieske compde o complexo do citocromo bgf da membrana
tilacéide dos cloroplastos. Ela tem como fungdo receber elétrons no plastoquinol e
transferi-los para o ferro heme do citocromo f. Essa transferéncia de elétrons ¢ mediada
pela presenca do cofator [2Fe-2S] na estrutura da proteina Rieske [7, 57]. Estudos
mostraram que a inibicdo da atividade dessa proteina ocorre quando ha ligacdo de uma

molécula ao cofator, impedindo o transporte de elétrons e, conseqiientemente, a atividade
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de oxidoredutase [58]. A proteina Rieske tem parte N-terminal hidrofébica e responsdvel
pela ligacio a membrana do tilacéide, enquanto que a por¢do C-terminal possui
aminodcidos cisteina e histidina conservados para ligacdo com o cofator. A ausé€ncia dessa
proteina acarreta na ndo formagdo do complexo do citocromo [59]. Dessa maneira, a
proteina descrita acima se mostra essencial para o evento fotossintético, uma vez que o
transporte de elétrons entre fotossistema I (PSI), citocromo bgf e fotossistema II (PSII)

caracteriza o Pprocesso.
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Figura 6. Esquema da fotossintese. O esquema mostra os complexos envolvidos na fotossintese:
fotossistema II, complexo do citocromo bef, fotossistema I e ATP sintase. Dentre as proteinas
envolvidas no processo exemplificado, diversas sdo descritas como proteinas Fe-S. Sdo elas: uma
proteina do tipo Rieske localizada no citocromo b4f que recebe elétrons do plastoquinol (PQH,); as
subunidades PsaA, PsaB e PsaC do fotossistema I; a ferredoxina (Fd) associada ao fotossitema I.
(Adaptado de www.genome.jp/kegg/).

Além da proteina do complexo do citocromo b4f depender da presenca de cofatores
[Fe-S], mais trés subunidade do PSI requerem essa estrutura para sua correta atividade. Sao
elas, as subunidades PsaA e PsaB que se ligam ao agrupamento [4Fe-4S] e a subunidade
PsaC que interage com dois cofatores [4Fe-4S] [7, 49]. Sendo assim, os cofatores [Fe-S]
sdo estruturas fundamentais na manuten¢do da estrutura dos fotossistemas. Estudos
mostram que a maior causa de fotoinibi¢do de cloroplastos € a inativa¢do dos cofatores

[Fe-S] presentes no PSI [60, 61].
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1.1.3 Cisteina desulfurase

As cisteina desulfurases sdo enzimas do grupo das aminotransferases dependentes
de piridoxal 5’-fosfato (PLP). Essa enzima possui algumas caracteristicas descritas
experimentalmente: (a) a cisteina do sitio ativo € altamente reativa com agentes
alquilantes; (b) a proteina alquilada se torna inativa; (c) a substituicdo da cisteina do sitio
ativo por uma alanina anula a atividade da enzima; (d) a vinilglicina € um inibidor da
reacdo de desulfurase, pois forma uma ligacdo covalente com o sitio ativo; (e) quando a
cisteina desulfurase é incubada com L-cisteina ha formacdo de ligacdo persulfito no sitio
ativo. Desta maneira, a atividade catalitica dessa enzima € descrita como a conversao de L-
cisteina em L-alanina através da captura da molécula de enxofre, isso acontece mediante
ataque nucleofilico que forma uma ligacdo persulfito com o residuo de cisteina conservado
da cadeia polipeptidica [3, 30, 31] (Figura 7). A analise da estrutura cristalografica de uma
das cisteina desulfurases de Escherichia coli mostrou que essa enzima estd organizada em
homodimeros contendo dois dominios, um onde ha ligacdo ao cofator PLP e outro onde se

encontra localizado o sitio ativo [39] (Figura 8).
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Figura 7. Mecanismo de acdo da cisteina desulfurase. Esquema da captura de enxofre pela acio
de uma cisteina desulfurase. Os aminodacidos histidina e lisina ancoram o cofator PLP enquanto que
a cisteina do sitio ativo promove ataque nucleofilico ao enxofre do substrato. (Adaptado de [3]).
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As cisteina desulfurases apresentam distribui¢do variada entre os organismos,
podendo apresentar de uma a trés versdes numa mesma célula. Em bactérias, organismos
procariotos, sdo encontradas cisteina desulfurases com origem nos trés sistemas descritos.
Em Escherichia coli proteinas dos sistemas ISC e SUF sdo encontradas, em Azotobacter
vinelandii dos sistemas ISC e NIF, em cianobactérias do sistema SUF e em Pseudomonas
do grupo ISC [40]. Células eucaridticas ndo fotossintetizantes apresentam uma cisteina
desulfurase homdloga ao grupo ISC em suas mitocOndrias, a qual estd envolvida na
maturagdo de proteinas Fe-S fora das organelas. A maior parte das células eucaridticas
fotossintetizantes apresenta, da mesma forma, uma proteina homdloga ao grupo ISC nas
mitocOndrias. Entretanto, outra proteina, homdloga ao sistema SUF, estd localizada nos

plastideos [7, 49, 51, 62].

Recentemente, com o sequenciamento do genoma de Chlamydomonas reinhardtii,
constatou-se que este organismo possui trés sequéncias codificadoras de cisteina
desulfurases. A primeira pertence ao sistema ISC, é chamada de NFS1 e homdloga a NFSI
mitocondrial de A. thaliana; a segunda pertence ao sistema SUF, é chamada de SUFS e ¢
homdloga a NFS2 plastidial de A. thaliana; a terceira, e ultima, € chama de CSD2 e nédo
possui homdlogo em A. thaliana, entretanto, tem similaridade com uma cisteina

desulfurase de Synechocystis [22].

Figura 8. Estrutura do monémero de IscS de Escherichia coli. A estrutura cristalografica mostra
os dominios dessa proteina. Na parte escura, tem-se o dominio maior (residuos 1-15 e 264-404)
onde hd a ligacdo ao cofator PLP; na parte clara, o dominio menor (residuos 16-263), onde se
localiza o sitio ativo. (Adaptado de [39]).
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As enzimas que contém PLP comumente usam aminoédcidos como substratos. Este
cofator tem como caracteristica a capacidade de se ligar ao substrato e de captar elétrons.
Através da purificacdo de proteina identificou-se que o PLP interage com a cisteina
desulfurase atuando como cofator. Diversos estudos mostraram que € possivel identificar
in vitro atividade de desulfurase em espectrofotometro na presenca da enzima, de L-
cisteina e do agente redutor ditiotreitol (DTT). Nao hd adi¢do de PLP na reagdo, pois a
inducdo dessa enzima € feita na presenca do cofator. O agente redutor faz com que o
produto da reacdo seja L-alanina e sulfeto, ao invés de L-alanina e enxofre. A identifica¢do
da L-cisteina como substrato foi feita por diversos testes com outros aminodcidos, onde

somente este foi possivel de alterar o padrdo de absor¢do no espectrofotdmetro [8, 30].

1.2 Estresses Bioticos e Abioticos

O estresse ¢ definido como um fator externo ao organismo que exerce influéncia
desvantajosa para a planta. Alguns fatores externos podem ser provenientes do ambiente,
chamados de fatores abidticos, ou entdo serem fatores bidticos, como patdgenos e insetos
predadores. Outro conceito importante € de tolerancia ao estresse, que classifica a

capacidade da planta em lidar com a situacao desfavoravel [63].

Alguns fatores sdo sabidamente essenciais para o correto desenvolvimento dos
vegetais, tais como dgua, didéxido de carbono, luz, oxigénio e elementos minerais. Se algo
estiver em falta no ambiente ou entdo em demasia (quantidade toxicas), a planta pode ser
submetida a estresses ou pode, eventualmente, morrer. Entretanto, as plantas t€ém se
adaptado para sobreviver em condicdes de adversidade [64]. Algumas rotas do
metabolismo vegetal sdo essenciais para o desenvolvimento. A fotossintese €
extremamente importante para a o crescimento vegetal, entretanto a taxa de fotossintese
ndo prediz a taxa de crescimento [65]. Sugere-se que a respiragdo celular seja um

parametro mais eficiente para o crescimento das plantas [66].
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Tanto na natureza quanto na agricultura, as plantas estdo constantemente expostas
a estresses ambientais. A caracteristica do estresse determina o efeito que ele ird provocar
no vegetal. Alguns s@o abidticos, como temperatura, seca e poluicdo do ar. Outros sdo
bidticos, como doencgas e parasitas [67]. Esses fatores se tornam estressantes para o vegetal
em minutos a semanas, dependendo da natureza e severidade do estresse [68]. Se a
variacdo dos parametros estiver dentro da faixa aceitdvel da planta, é possivel haver
tolerancia. A agdo desses estresses, a nivel molecular, é a geracdo de radicais livres, como
superoxido e peréxido de hidrogénio, que podem danificar moléculas de DNA e
membranas. Metais pesados que possuam estados de valéncia também podem servir como

doadores de elétrons [66].

Para estudar os efeitos desses estresses nas plantas, é possivel reproduzi-los
experimentalmente e analisar as consequéncias causadas ao vegetal. Tanto o arroz quanto a
soja sdo culturas de grande importancia econdmica. O estudo da resposta destas espécies a

estresses é fundamental para o melhor entendimento de mecanismos de tolerancia.

1.2.1 Estresse por frio

Temperaturas de resfriamento encontram-se abaixo de temperaturas normais para o
crescimento, mas nao baixas o suficiente para promover o congelamento. Quando plantas
que sdo cultivadas em climas quentes (entre 25 e 35°C) sdo resfriadas a 10°C, ha dano por
resfriamento. Estes danos podem ser: crescimento lento, descoloragdo das folhas, lesdes
nas folhas, aspecto umedecido. Caso as plantas sejam expostas a temperaturas baixas,
porém ndo danosas, antes do resfriamento, hd aumento na tolerancia. O resfriamento

gradual também aumenta a tolerancia [63].

O frio encontra-se associado a reducao no conteido de dgua e ao estresse osmotico.
A estabilidade de varias membranas celulares é importante durante o estresse por frio e por
congelamento. Nesse aspecto, o frio é capaz de promover perda de fun¢do das membranas,
inibindo a fotossintese, diminuindo as taxas respiratorias e inibindo a sintese protéica. A

expressdo de proteinas de choque térmico pode auxiliar na resposta a diversos estresses,
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incluindo as baixas temperaturas [63]. Durante o estresse por frio hd expressdo de certos
genes e sintese de proteinas especificas para resposta a este estresse [69]. Sabidamente,
mais de 100 genes sao totalmente regulados pelo frio, o qual esta relacionado ao acido

abscisico e ao estresse osmotico [70].

A maior parte das cultivares de arroz sofre danos irreversiveis quando expostas a
temperaturas inferiores a 10°C, principalmente quando plantulas. Um estudo comparou a
sensibilidade de diferentes cultivares de arroz provenientes de duas subespécies, japonica e
indica. Neste trabalho foi possivel mostrar que as cultivares mais sensiveis apresentam

50% das plantulas com danos severos apds 12 dias de exposi¢ao a 10°C [71].

A soja é capaz de crescer em diversos paises que possuem climas bem
diferenciados. Testes feitos com diferentes cultivares mostraram que a adaptacdo a
temperaturas extremas pode variar, dependendo das condi¢des nas quais essas plantas
foram aclimatadas [72]. Entretanto, de maneira geral, a soja € susceptivel ao estresse por

frio, que resulta na alta perda de sementes, diminuindo a produtividade [73].

O excesso de luz, assim como o resfriamento, é capaz de promover o aumento da
fotoinibicdo em cloroplastos. A fotoinibi¢do do PSII requer apenas a luz, enquanto que o
PSI requer luz e oxigénio. A principal causa deste processo € considerada a inativa¢io dos
agrupamentos [Fe-S] do PSI, os quais s@o sensiveis ao oxigénio [60]. A degradacdo dos
cofatores no PSI leva a sua inativagdo e posterior degradacdo das proteinas [74, 75]. Desse
modo, estima-se que a resposta a estresses, como o frio, necessitem de cofatores funcionais

ou da perturbagao destes.
1.2.2 Estresse por aluminio

Mundialmente, estima-se que 50% dos solos com potencial para plantio sejam
acidos, onde a toxicidade por aluminio € o principal fator, limitando a produtividade [76,

77]. Em solos com essa caracteristica, as formas toxicas de Al se tornam soliveis e se

acumulam em concentra¢des muito altas. Essas substancias, como o Al+3, sdo capazes de
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inibir o crescimento e as fungdes das raizes, fazendo com que o campo de cultivo possa ser

perdido [78-81].

Os efeitos deletérios promovidos pelo aluminio nas plantas cultivadas acontecem
por causa da interferéncia dessa molécula em diversos processos. O aluminio se acumula
de maneira preferencial nas raizes; neste local, ele altera as caracteristicas da parede celular
e da membrana plasmatica, aumenta a disponibilidade de ferro pela peroxidacdo lipidica e
oxidagdo de proteinas [82], interfere nas vias de transducdo de sinal [83] e, ainda, pode
interagir diretamente com o DNA e o RNA [84]. Mesmo sendo acumulado em maior grau
nas raizes, o aluminio promove uma comunica¢do com a parte aérea, tendo poder de
toxicidade na planta como um todo [85]. Deste modo, o acumulo do aluminio na parte
aérea cresce em velocidade bem inferior ao visto em raizes, € quanto maior a concentragao

de aluminio a qual a planta estd exposta, menor o crescimento das raizes [82].

Quando a planta é desafiada por uma alta concentra¢do de aluminio, ha indugdo de
diversos genes em muitas espécies vegetais, tais como trigo, milho, cana-de-agucar, tabaco
e Arabidopsis [82]. O produto destes genes €, em grande parte, enzimas antioxidantes
como glutationa S-transferase, peroxidase e superéxido dismutase [84, 86], mostrando que
ha correlacdo entre a toxicidade exercida pelo aluminio e o estresse oxidativo em plantas

[87].

Alguns gendétipos de arroz apresentam tolerancia natural ao aluminio, sugerindo a
existéncia de genes e/ou proteinas que confiram essa caracteristica a alguns individuos da
espécie. Os dois mecanismos responsdveis por essa caracteristica sao: ou a exclusdo do
aluminio pelo dpice da raiz (mecanismo de exclusdo) ou a tolerancia de acimulo dessa
substancia no simplasma (mecanismo interno de tolerancia) [77]. Entretanto, tem sido
mostrado que a interagdo de 4cidos organicos com o aluminio previne a ligacdo da
molécula téxica aos componentes celulares, e € capaz de detoxificar o aluminio interna e

externamente [88].

As plantulas de arroz apresentam na superficie de suas raizes uma estrutura

formada por placas de ferro que € capaz de liberar oxigénio na rizosfera e, assim, oxidar
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e/ou precipitar compostos que se encontram proximos. A presenca de Fe(Il)-EDTA na
solucdo nutritiva pode induzir a formacao dessas placas de ferro. A presenga dessas placas
funciona como sequestrador de aluminio nas raizes, fazendo com que nao aja translocacao

para a parte aérea [89].

Foi descrito experimentalmente por andlises protedmicas que plantulas de arroz
tolerantes ao aluminio mostram aumento de expressdo da enzima cisteina sintase durante o
estresse, indicando esta como uma enzima chave no mecanismo de tolerdncia [79]. O
aumento dessa enzima pode acarretar na maior producio de cisteina nas plantas tolerantes,

aminodcido que funciona como substrato da enzima cisteina desulfurase.

1.2.3 Estresse por acido salicilico

Quando as plantas sdo desafiadas por patégenos e/ou estresses abidticos, uma
comunicacdo para alterar o metabolismo celular e ativar mecanismos de defesa €
estabelecida. As moléculas envolvidas nesta sinalizacdo sdo chamadas de transdutores de
sinal e sdo representadas, entre outras, pelo ion célcio, o etileno, o 4cido jasmodnico e o

acido salicilico (AS) [90].

O AS é um hormoénio vegetal envolvido, principalmente, na resposta a patogenos e,
também, na floragdo e termogénese [90, 91]. Em resposta a patégenos, o AS e sua forma
metilada sdo fundamentais para o estabelecimento da resposta hipersensivel e a resisténcia

sist€émica adquirida [92].

Quando a célula vegetal € submetida a estresses, sejam eles bidticos ou abidticos,
acontecem modificagdes na composicao lipidica das membranas. Dependendo do grau de
alterac@o provocado pelo estresse a planta pode se adaptar aquela condi¢do, desencadear
uma resposta ou entdo pode perder sua estrutura de membrana. Plantulas de soja tratadas
com AS induzem estresse oxidativo e alteram propriedades respiratérias em plantulas de

soja [93].
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1.3 Oryza sativa (L.)

O arroz pertence a familia das gramineas (Poacea), e as espécies cultivadas
pertencem ao género Oryza, o qual provavelmente teve origem hé cerca de 130 milhdes de
anos [94]. Existem 21 espécies no género Oryza e, destas, nove das espécies nativas siao
tetraploides, enquanto que as espécies cultivadas sao dipléides [95]. Foi proposta a divisao
em trés grupos das espécies do género Oryza: (1) O. sativa e relacionados, (2) O.
officinalis e relacionados, e (3) espécies com relagdo mais distante [96]. Atualmente,
existem duas espécies de arroz que sdo cultivadas e estima-se que a domesticacdo tenha
iniciado hd nove mil anos [97]. O. sativa, ou arroz asidtico, tem cultivo mundial, enquanto

0. glaberrima, ou arroz africano, tem cultivo limitado a regiao oeste do continente [98].

Os cereais correspondem a mais de 60% da produgdo total da agricultura mundial,
sendo o arroz, o trigo e o milho os trés mais importantes [99]. A produ¢do anual de cada
um destes cereais chega a 500 milhdes de toneladas. A Asia é o local onde 90% da
producio de arroz encontram-se concentrados. Em 1995, a China e a India tinham o
controle de mais de 55,5% da producdo deste cereal. A maior parte da produgdo de arroz é
consumida pelos humanos e em torno de um-terco da populacdo depende deste alimento

para mais de 50% da sua ingestao caldrica didria [98].

O. sativa, portanto, ¢ um dos maiores suprimentos alimentares destinados a
populacdo mundial crescente, especialmente em paises em desenvolvimento [100]. O
cultivo do arroz tem distribui¢do mundial e, além da sua importancia econdmica global, ele

¢ considerado um modelo para o estudo de plantas monocotiledoneas [79].

Devido ao seu cultivo ter sido feito em diversas aéreas do globo, cultivares
diferentes de arroz foram geradas. Estima-se que haja 120 mil variedades distintas no
mundo, enquanto que a China possui 40 mil e a India em torno de 25 mil em seus bancos
genéticos. As cultivares podem variar quanto ao tempo de crescimento, que pode ser desde
80 até 280 dias. Além disso, elas podem ser sensiveis ou ndo sensiveis ao fotoperiodo,

N

podem variar quanto a tolerncia ao frio, a seca e a salinidade [98]. Nesse aspecto,
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recentemente um estudo abrangente sobre a resposta de cultivares das ssp. japonica e

indica mostrou que a primeira possui maior resisténcia a exposi¢do ao frio [71].

1.4 Glycine max (L.) Merrill

Diversos vegetais apresentaram duplicacdes em seus genomas [101, 102]. A soja
(Glycine max) é considerada uma paleopolipldide, e estudos demonstram vestigios de
antigos eventos de poliploidia. Ainda, por intermédio de experimentos de hibridizacdo,
demonstrou-se que vdarios segmentos sdo suplicados e que h4d homologia entre
cromossomos [103]. Andlises filogenéticas usando 39 familias de genes sugeriram que dois
eventos de poliploidia ocorreram no genoma da soja. O primeiro evento deve ter ocorrido
no ancestral comum de soja e Medicago truncatula, e, o segundo evento, relativamente

recente, ocorreu em soja apods a divergéncia das duas espécies [104].

A soja cultivada tem como origem o sudeste da Asia e sua introduco no Brasil se
deu no século XIX no estado da Bahia [105]. O crescimento ideal desta espécie se dd em
torno de 30°C [63]. Devido ao seu alto contetido de proteina e de dleo, a soja tem se
tornado uma cultura importante para a dieta humana, alimentacdo animal e producdo de
biodiesel. Por isso, a demanda por soja tem aumentado em todo mundo [106]. Além disso,
seu papel medicinal tem sido investigado ultimamente, mostrando que a soja € benéfica no
tratamento e prevengdo de osteoporose e cancer [107]. O consumo adequado da soja traz
beneficios a satide devido ao contetido de isoflavonas, saponinas e composto fendlicos

antioxidantes [108].

As leguminosas tém como caracteristica a formacdo de nddulos nas raizes,
interacdes endossimbidticas com bactérias diazotréficas que infectam este 6rgdo [109]. A
fixacdo de nitrogénio promovida por estas estruturas € fonte para formagdo de
biomoléculas essenciais. O estado nutricional da planta inteira pode ser determinado pelo

nimero e qualidade desses ndédulos [106].
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Em 2009, a producdo de soja em graos no Brasil em toneladas foi superior a 56
milhdes, ficando logo apds dos Estados Unidos (EUA) que produziram mais de 76
milhdes. Estima-se que em 2010, no Brasil, a produgdo supere os 68 milhdes, mostrando
um crescimento de 20,3%. A area em hectares plantada em 2009 no Brasil era maior de 21
milhdes, em 2010 houve um crescimento de 7,2%, chegando a mais de 23 milhdes. Nos
EUA essa area chegou em 2010 a mais de 77 milhdes. Em 2008, o rendimento nos EUA
gerou uma receita de US$ 27,4 bilhdes e rendeu, no Brasil, em torno de R$ 18,4 bilhdes

(IBGE, 2010; USDA, 2010).

1.5 Regiées Promotoras

A regulacdo da expressao génica € exercida por uma complexa rede molecular.
Componentes importantes desta rede sd@o os fatores de transcri¢do (FTs), moléculas
capazes de se ligar ao DNA e interagir com outros FTs. A transcri¢cdo é controlada pela
identificacdo de sequéncias e ligacdo de FTs a molécula de DNA em regides especificas
chamadas de cis-elementos. Os cis-elementos compreendem sequéncias de 5-25 pb e
podem estar localizados na regido promotora dos genes, e a interagdo com FTs leva a
ativacdo ou a repressdo da transcricio em resposta a fatores ambientais e de

desenvolvimento [110, 111].

A regiao promotora de um gene é comumente descrita como a regidao proéxima a
montante do seu sitio de inicio de transcri¢io. Mesmo se estabelecendo um padrao de
busca, a identifica¢do exata da regido promotora dos genes € algo complexo. Isso ocorre
porque os promotores divergem bastante, mesmo os motivos mais conhecidos nem sempre
se encontram conservados entre promotores. Cada gene possui uma combinagdo de cis-
elementos unica, fazendo com que o controle de transcricdo temporal e espacial seja
especifico [110]. Como exemplo, o sequenciamento do genoma humano revelou que ha

1850 FTs diferentes capazes de identificar motivos diferentes [112].

Outra metodologia que permite a identificacdo de cis-elementos e suas respectivas

funcdes vém sendo utilizada por meio da anélise de bancos de dados de microarranjos. Os
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genes sao agrupados de acordo com o padrdo de expressdo em respeito a diferencas
espaciais, temporais e de estimulos. Dessa maneira, buscam-se sitios de ligacdo a FTs que
sejam comuns entre genes que possuam o mesmo padrio de expressdo. Sendo assim, é
possivel inferir o envolvimento destes cis-elementos em um controle especifico.
Entretanto, tal metodologia tem certo grau de imprecisdo uma vez que nem todos os genes
co-regulados t€m motivos em comum e que a combina¢do de motivos pode gerar padroes
diferentes de expressao [110, 113]. Além disso, o0 mesmo cis-elemento pode aparecer uma

vez em uma determinada regido promotora e multiplas vezes em outra [114].
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1. 6 Objetivos

1.6.1 Objetivo geral

Caracterizar genes que codificam a enzima cisteina desulfurase em arroz (Oryza
sativa) e soja (Glycine max) por meio da andlise de expressdao génica e observar a relacdo

destes com a resposta a estresses.

1.6.1.1 Objetivos especificos

e Determinar os genes que codificam as cisteina desulfurases em arroz e soja por
meio da homologia com as sequéncias de nucleotideo disponiveis de Arabidopsis

thaliana.

e Determinar os genes que codificam a proteina ISDI1 em soja por meio da
homologia com sequéncias de A. thaliana e Saccharomyces cerevisiae.

e Caracterizar os genes NFSI e NFS2 segundo seu nivel de transcritos pelo método
de RT-gPCR em diferentes 6rgdos e diferentes condi¢cdes de estresses aplicados a

plantulas de O. sativa.
e Caracterizar os genes NFS1, NFS2 e ISD11 segundo seu nivel de transcritos pelo
método de RT-qPCR em diferentes 6rgdos e diferentes condicdes de estresses

aplicados a plantulas de G. max.

® Andlise dos cis-elementos presentes nas regides promotoras dos genes NFS1, NFS2

e ISD11 de G. max.
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CAPITULO I

Anadlise da expressao diferencial dos genes codificadores de cisteina desulfurases de
soja
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2.1 Materiais e Métodos

2.1.1 Identificacao dos genes envolvidos na biossintese de cofatores [Fe-S]

Um método de similaridade foi realizado para identificar os genes que codificam
cisteina desulfurases na anotacdo Glymal do genoma da soja. Utilizou-se sequéncias de
cisteina desulfurases conhecidas de Arabidopsis thaliana, Synechocystis sp. e Escherichia
coli como modelo para busca no banco de dados do Phytozome [115]. Para confirmar a
identidade proteica, as sequéncias foram submetidas a uma busca por dominios usando o
programa Pfam [116]. Além disso, foi feita a busca por aminoédcidos conservados, como a
cisteina do sitio ativo e os aminodcidos responsdveis pela ancoragem do cofator. Outros
genes que estdo envolvidos nessa rota de biossintese, como o ISDI1, foram encontrados

por meio da mesma metodologia descrita acima.

2.1.2 Analise filogenética

O alinhamento das sequéncias proteicas de cisteina desulfurases de diversas
espécies foi feita com o programa ClustalX2 [117] usando os pardmetros padrdo e foi
visualizada com o programa GeneDoc [118]. A andlise filogenética foi realizada com o
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) versao 4.0 [119] pelo método
de Neighbor-Joining utilizando pairwise deletion. O teste de bootstrap foi realizado com
1000 replicagdes, e os valores superiores a 80% sao mostrados como pontos pretos nos nés
da arvore filogenética. As espécies e os respectivos nimeros de acesso no banco de dados
do Phytozome ou do NCBI sdo os seguintes: Glycine max (Glyma01g40510/
Glymal1g04800/ Glyma09g02450/ Glymal5g13350), Ricinus communis (XP_002531989/
XP_002523229), Arabidopsis thaliana (At5g65720/ At1g08490), Zea mays (ACF83040/
NP_001130656), Oryza sativa (NP_001062914/ EEC69110), Chlamydomonas reinhardtii
(XP_001695008/ XP_001701051/ Au9.Crel2.g525650), Brachypodium distachyon
(Bradi4g28300), Arabidopsis lyrata (XP_002864976/ XP_002892460), Sorghum bicolor
(Sb02g022360/ Sb05g001270), Carica papaya (supercontig_129.49/ supercontig_34.204),
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Vitis vinifera (XP_002274517/ XP_002267920), Medicago truncatula (Medtr5g014960/
Medtr3g105250), Populus trichocarpa (XP_002310363/ XP_002314018), Escherichia coli
(YP_001458463/ NP_289087), Azotobacter vinelandii (YP_002797401), Synechococcus
elongates (NP_665776) e Synechocystis sp. (NP_442475).

2.1.3 Analise das sequéncias de DNA

Para a busca dos sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do das regides promotoras
de cada gene de soja estudado, analisamos 1.500 pb & montante do sitio putativo de inicio
de transcricao de cada gene anotado no Glymal. Apoés isso, foi realizada a andlise dessas
regides promotoras, usando o banco de dados PlantCARE (Plant Cis-Acting Regulatory
Elements) [120]. A anélise filogenética das regides promotoras foi feita como descrito

anteriormente, € os valores de bootstrap estdao indicados nos nos.

2.1.4 Material vegetal e tratamentos

Para estudar a resposta dos genes de cisteina desulfurase sob estresse, foram feitos
dois experimentos diferentes. Para os tratamentos com frio e 4cido salicilico (AS), utilizou-
se sementes de soja (G. max) cv. IAS-5 e cv. Conquista, respectivamente. Plantas foram
crescidas em potes plasticos (trés sementes por pote), preenchidos com vermiculita e
solucdo de meio MS com metade da concentracdo [121], em uma camara de cultivo
controlada com fotoperiodo de 16/8 h dia/noite (22,5 pmol.m'z.s'l) a 28 + 1°C. Apods
ambos os tratamentos, amostras de raiz e folha foram coletadas, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a —80°C até posterior uso. Todos os experimentos foram realizados
em quadruplicata bioldgica, sendo que cada uma continha, no minimo, amostra de duas

plantas distintas.
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2.1.4.1 Tratamento de frio

Para o tratamento de frio, apds 11 dias, as plantulas foram transferidas para potes
plasticos, sob as mesmas condi¢des, contendo apenas uma plantula. Quando atingiram 27
dias, as plantas foram submetidas ao estresse por frio a 4°C por 0, 5, 10 e 24 horas. O
tempo zero, quando as plantulas ainda ndo tinham entrado em contato com o frio, foi

considerado o controle.

2.1.4.2 Tratamento com acido salicilico

Para o tratamento com AS, as plantulas foram mantidas em vermiculita por 14 dias
e, entdo, transferidas para um meio hidroponico (meio MS com meia for¢a) com adicdo de
2 mM de AS por 48 horas. As plantulas controle foram submetidas as mesmas condi¢des

sem a adi¢do de AS.

2.1.5 Extracao de RNA e RT-qPCR

Para estudar a expressao dos genes de cisteina desulfurase, amostras das plantulas
controle e tratadas foram coletadas (n = 4 por grupo). O RNA total foi isolado dos tecidos
congelados pela extragdo com Trizol (Invitrogen) conforme as instru¢des fornecidas pelo
fabricante e a qualidade das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.
Antes do RT-PCR, as amostras de RNA foram tratadas com DNase 1 (Promega) a 37°C
por 30 minutos. A reagdo de transcri¢do reversa foi realizada usando a transcriptase reversa

M-MLV (Invitrogen) seguindo as instru¢des fornecidas.

A gPCR foi realizada no aparelho ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) com marca¢do de SYBR Green (Invitrogen) que permite detectar a presenca
de fitas duplas de cDNA. Dois genes foram utilizados com referéncia para os calculos de
normalizacdo e expressdo relativa dos genes estudados, sdo eles: F-BOX (proteina da
familia F-Box) e MET (uma metaloprotease). As reagdes foram feitas em 20 uL contendo
10 uL de amostra de cDNA, 0,1 X SYBR Green I (Invitrogen), 0,025 mM dNTP, 1 X
Tampao de Reacdo de PCR, 3 mM MgCl,, 0,25 U Platinum Taq DNA Polimerase

(Invitrogen), e 200 nM de cada oligonucleotideo anti-senso e senso. Para cada combinagdo
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de oligonucleotideos foi incluido um controle negativo sem a adicdo de cDNA. As
sequéncias dos oligonucleotideos e as caracteristicas dos produtos de amplificacdo seguem
descritas na Tabela 1. As condi¢des da reacao de amplificacdo estdo listadas na Tabela 2.
Quatro replicatas bioldgicas e quatro replicatas técnicas foram realizadas para cada

replicata biol6gica.

Tabela 1 Sequéncia dos oligonucleotideos e caracteristicas dos produtos de amplificacdo de cada
gene.

Gene Oligonucleotideo senso / anti- Tamanho do produto Locus®
senso (5°- 3%) de amplificacao (pb)

NFS1_Chr01 CGGAGCACAAGTGCGTCC / 200 Glyma01g40510
CCTCCCAATTCTCTCCATCGGT

NFS1_Chrll CGGAGCACAAGTGCGTCC / 200 Glymal 1g04800
CCTCCCAATTTCCTCCATGGGC

NFS2_Chr09 GTCGAACGAGCTGCCCTTTG / 157 Glyma09g02450
CCCGTGCACTTGAGCTGACA

NFS2_Chrl5 GTCGAACGAGCTGCCCTTTG / 157 Glymal5g13350
CACGTGCACTTGAGCTGACG

ISD11_Chr08 TCCACCGCCTTCGCCC / 91 Glyma08g26490
CGCTGCGGAGCGGAGAAT

ISD11_Chr18 TCCACCGCCTTCGCCC / 89 Glymal8g49970
TTGCGGAGCGGAGGGG

F-BOX AGATAGGGAAATGTTGCAGGT/ 93 CD397253
CTAATGGCAATTGCAGCTCTC

MET ATGAATGACGGTTCCCATGTA/ 114 AW310136

GGCATTAAGGCAGCTCACTCT

“Cédigo de acesso dos bancos de dados do NCBI ou Phytozome.
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Tabela 2 Condicdes de amplificagdo das qPCRs.

Tempo Temperatura (°C) Reacao
S min 94 Ativacdo da enzima
/ 15 seg 94 Desnaturacao
40X 10 seg 60 Anelamento
\ 15 seg 72 Extensdo
- 60 — 95 Curva de dissociagao

2.1.6 Analise dos dados

Os parametros de andlise dos dados de qPCR foram determinados usando o
programa ABI 7500 Real-Time PCR SDS v2.0. Para a andlise da expressao relativa dos
mRNAs de cisteina desulfurases e dos genes de ISD11, nés usamos o método p-anct [122].
Para a comparagdo de diferenca entre duas amostras, foi utilizado o Teste T de Student,
assumindo uma distribui¢do bi-caudal e varidncia independente das amostras analisadas.
Nos experimentos de cinética, o método estatistico aplicado foi a Andlise de Variancia
(ANOVA) de uma via e o teste de Duncan como post hoc calculados no programa SPSS17.

As diferencas estatisticas foram consideradas quando P < 0,05.
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2.2 Resultados

2.2.1 Analise das sequéncias

A busca por genes que codificam cisteina desulfurases permitiu demonstrar que
existem quatro genes em G. max, que correspondem aos loci Glyma0lg40510,
Glyma(09g02450, Glymallg04800 e Glymal5gl13350. Essas proteinas podem ser
classificadas em dois grupos distintos: o primeiro grupo € formado por enzimas IscS-like,
que estdo localizadas nas mitocondrias, e sdo codificadas pelos genes localizados nos
cromossomos 01 e 11 (NFSI_ChrO1 e NFSI_Chrll); o segundo grupo € formado pelas
proteinas SufS-like, cisteina desulfurases que se encontram presentes em plastideos, e sd@o
codificados pelos genes localizados nos cromossomos 09 e 15 (NFS2_Chr09 e
NFS2_Chrl5). Os genes de soja que codificam ambas as enzimas apresentam um grau
elevado de similaridade nucleotidica, 94 e 96%, e de identidade protéica, 98 e 97%,
respectivamente. Quando se compara as sequéncias protéicas de soja com as de A.
thaliana, a conservacao dos aminodcidos varia de 76 a 77%. Todas as proteinas analisadas
no Pfam apresentaram um dominio de aminotransferase de classe-V caracteristico dessas
enzimas. O alinhamento forneceu a localizacdo do aminodcido cisteina do sitio ativo e dos
aminodcidos histidina e lisina responsdveis pela ancoragem do cofator (Figuras 1 e 2). Os
genes codificadores da proteina ISD11 foram buscados no genoma Glymal usando como
molde as sequéncias de S. cerevisiae e A. thaliana. Foi possivel identificar dois loci que
codificam essa proteina, Glyma08g26490 e Glymal8g49970, e tém identidade protéica de
87% (Figura 3). Os genes de soja que codificam as trés proteinas estudadas, NFS1, NFS2 e

ISD11, apresentam perfil de genes duplicados em diferentes cromossomos [123].
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Figura 3 Alinhamento das proteinas ISD11 de soja, A. thaliana e S. cerevisiae.

2.2.2 Analise filogenética

Uma anélise da sequéncia de aminodcidos entre as proteinas IscS-like e entre as
proteinas SufS-like de diferentes espécies de plantas e bactérias mostrou um grau de
conservacdo de 54 a 98% e de 37 a 97%, respectivamente. A constru¢do da arvore
filogenética das cisteina desulfurases de diversos organismos mostrou a formacao de trés
grupos distintos (Figura 4). O primeiro grupo é formado pelas sequéncias de cisteina
desulfurase IscS-like e se encontram subdivididas em outros trés subgrupos. H4 um grupo
de proteinas de bactérias e outro de plantas, dentro das proteinas de plantas hd
diferenciac@o entre monocotiledoneas e dicotileddneas. O segundo grupo é composto pela
cisteina desulfurase de Azotobacter vinelandii, sendo representante do grupo NifS-like,
uma bactéria fixadora de nitrogénio. O terceiro grupo € formado pelas sequéncias
polipeptidicas  SufS-like, e também apresentam uma subdivisdo entre plantas
monocotileddneas, plantas dicotiledoneas e bactérias. Tanto no grupo IscS-like quanto no
grupo SufS-like as proteinas de soja encontram-se agrupadas e proximas a sequéncia de
Medicago truncatula. Dispostas de maneira diferente estdo as sequéncias de
Chlamydomonas reinhardtii, organismo onde recentemente foi descrita a presenga de trés
cisteina desulfurases distintas [22]. Uma das proteinas se encontra no grupo IscS-like,
estando presente na mitocondria desta alga verde, as outras duas apresentam similaridades
com outras cisteina desulfurases do grupo SufS-like, podendo estar presente no cloroplasto
deste organismo. Algumas proteinas de bactérias estdo agrupadas com as cisteina
desulfurases localizadas na mitocOndria, e algumas sequéncias de bactéria e cianobactéria

estdo agrupada com as proteinas de plastideo. Essa disposi¢ao estd de acordo com a teoria
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endossimbidtica, que estabelece uma relacdo entre o hospedeiro endossimbidtico e a

bactéria ancestral [5].
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2.2.3 Analise dos transcritos dos genes de cisteina desulfurase e ISD11 em soja

Para analisar o nivel de transcritos dos genes codificadores de cisteina desulfurase e
de ISD11, considerando que algumas proteinas Fe-S estdo envolvidas em mecanismos de
percepcao das condi¢des intra e extracelulares [5], foi realizado um qPCR.
Oligonucleotideos especificos para cada gene de cisteina desulfurase foram projetados
(NFSI1_Chr0Ol, NFSI_Chrll, NFS2_Chr09 e NFS2_Chrl5) e analisou-se o padrdao de
expressao em raizes e folhas de plantas ndo tratadas e tratadas com AS e frio. Ainda, para
estudar se o padrao de expressdo dos genes ISD11 tem relacdo com a expressdo dos genes
NFS1, a qPCR foi feita com plantas controle e plantas tratadas com frio. Para todos os
experimentos, os resultados foram normalizados com a expressdao dos genes F-BOX e

Metalloprotease [124].

A andlise de plantas controle permitiu identificar que os genes duplicados
apresentam um padrdo de expressdo particular. Como ha um alto grau de identidade
protéica entre as cdpias, decidiu-se analisar a soma dos transcritos como um dado de
acimulo total de mRNA no tecido. Em raiz, o gene NFSI_Chr0Ol possui um nivel de
expressdo mais elevado que o gene NFSI_Chrll, esse padrao € o oposto em folhas.
Comparando entre os tecidos, o gene NFSI_Chr0] tem maior expressao em raiz, enquanto
que o gene NFSI_Chrll tem maior expressao em folhas. Por outro lado, a anélise da soma
mostrou que o maior acimulo de transcritos ocorre na raiz (Figura 5a). Para os genes
codificadores da cisteina desulfurase do grupo II, tanto em raiz quanto em folha, o gene
NFS2_Chr09 teve maior nivel de expressdao que o gene NFS2_Chrl5. Entre os tecidos,
NFS2_Chr09 acumulou mais transcritos em raiz, € o gene NFS2_Chrl5, em folha. A soma
de transcritos nao apresentou diferenca significativa entre os dois tecidos estudados (Figura
5b). Para os genes codificadores das proteinas ISD11, em ambos os tecidos o gene
ISD11_Chrl8 apresentou maior nivel de transcritos. A soma de transcritos é mais elevada

em raiz, tecido no qual os dois genes apresentam maior expressao (Figura 5c¢).
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de um mesmo gene. / e 2 indicam diferenca entre dois genes no mesmo tecido. * indica diferenca
na soma de transcritos.

As plantas que foram tratadas com frio tiveram resposta diferente conforme o gene
analisado e o tecido observado. Em raiz, o gene NFSI_ChrOl reduziu sua expressao
durante o tratamento e retornou aos niveis iniciais no ultimo tempo analisado, enquanto
que o gene NFSI_Chrl1 oscilou sua expressao e retornou aos niveis inicias ao término do
tratamento (Figura 6a). J& em folha o padriao de expressdo é diferente, enquanto que
NFS1_Chr0l oscila sua expressdao em niveis mais baixos, o NFSI_Chrll aumenta sua
expressdo durante todo o tratamento (Figura 6b). As andlises de soma mostraram que na
raiz a expressao dos genes nao mostrou alteragdes, enquanto que um aumento significativo
¢ visto em folha. J4 os genes codificadores da proteina NFS2 tiveram seus niveis de
transcritos diminuidos em raiz pelo tratamento com frio (Figura 6c). Deste modo, a andlise
da soma mostrou que o actimulo total de transcritos também diminui. Em folha, o gene
NFS2_Chr09 reduziu a expressao em niveis baixos enquanto que NFS2_Chrl5 aumentou a
expressdo com o tratamento (Figura 6d), e a soma mostra um aumento de expressdo. Em
raiz, enquanto ISDII_Chrl8 aumenta sua expressdo no tempo final de tratamento,
ISD11_Chr08 nao altera seu nivel de transcritos (Figura 6e). A soma mostra que houve
uma reducdo na expressdo e depois o retorno aos indices iniciais. Em folha, a soma dos
transcritos aumenta, da mesma maneira é a resposta de ambos os genes nesse tecido

(Figura 6f). Os resultados da soma sdo mostrados na Figura 7.
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Figura 6 Expressido de NFSI, NFS2 e ISDI1 em plantas tratadas com frio. Andlise por RT-qPCR
da expressdo de NFSI em (a) raiz e (b) folha, de NFS2 em (c) raiz e (d) folha e de ISD1] em (e)
raiz e (f) folha. A expressdo relativa foi calculada pela qPCR em quatro replicatas bioldgicas e
quatro replicatas técnicas para cada replicada bioldgica por tecido com o erro padrdao demonstrado.
Os valores foram normalizados contra a expressdo dos genes F-BOX e MET. Letra ou niimeros
indicam diferenca no nivel de transcritos entre os pontos analisados. * indica diferenca de
expressdo entre a duplicacdo dos genes em um ponto.
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Figura 7 Expressdo de mRNA total NFSI, NFS2 e ISD11 em plantas tratadas com frio. Andlise por
RT-qPCR da expressdao de NFSI em (a) raiz e (b) folha, de NFS2 em (c) raiz e (d) folha e de ISD11
em (e) raiz e (f) folha. A expressdo relativa foi calculada pela qPCR em quatro replicatas bioldgicas
e quatro replicatas técnicas para cada replicata bioldgica por tecido com o erro padrdo
demonstrado. Os valores foram normalizados contra a expressdo dos genes F-BOX e MET. Letra
ou nzimeros indicam diferenca no nivel de transcritos entre os pontos analisados. * indica diferenca
de expressao entre a duplicagcdo dos genes em um ponto.

Quando as plantulas foram tratadas com 2 mM de AS, a resposta de expressao dos
genes codificadores das cisteina desulfurases variou conforme gene e tecido analisado. Em
raiz, ambos os genes de NFSI tiveram o seu nivel de transcritos aumentado com o
tratamento. Assim, a soma dos transcritos mostrou-se significativamente maior do que
antes do tratamento (Figura 8a). Em folhas, o gene NFSI_Chr0l diminuiu sua expressao,
enquanto que o gene NFSI_Chrll ndo mostrou alteracdes. O acimulo de mRNA total
diminuiu devido ao tratamento com AS (Figura 8b). Os genes codificadores da proteina
NFS2 nio alteraram sua expressao em raiz (Figura 8C). Em folha, houve uma diminui¢do
significativa na expressdo do gene NFS2_Chrl5, enquanto que niao houve diferenca na
expressdo de NFS2_Chr09. Andlise de soma mostrou que ndo houve diferenca de

expressao em folha (Figura 8d).
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Figura 8 Expressdo dos genes NFSI e NFS2 em plantulas tratadas com AS. Andlise por RT-qPCR
da expressdo de NFSI em (a) raiz e (b) folha e de NF'S2 em (c) raiz e (d) folha. A expressao relativa
foi calculada pela qPCR em quatro replicatas bioldgicas e quatro replicatas técnicas para cada
replicata bioldgica por tecido com o erro padrdo demonstrado. Os valores foram normalizados
contra a expressdo dos genes F-BOX e MET. a e b indicam diferenca entre os tecidos de um mesmo
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gene. I e 2 indicam diferenca entre dois genes no mesmo tecido. * indica diferenca na soma de
transcritos.

2.2.4 Busca por cis-elementos nas regioes promotoras

Para identificar os cis-elementos putativos presentes nas regides promotoras dos
genes NFSI, NFS2 e ISD11, foi realizada uma busca nos 1500 pb a montante do sitio de
inicio de transcricdo de cada gene usando o banco de dados PlantCARE [120]. A andlise
identificou um total de 178, 168, 163, 151, 195 e 202 sitios putativos de ligacdo a fatores
de transcricdo em NFSI_ChrOl, NFS1_Chrll, NFS2_Chr09, NFS2_Chrl5, ISD11_Chr08
e ISDI11_Chrl8, respectivamente (Tabela 3). Enquanto que alguns dos cis-elementos
encontrados apareciam multiplas vezes em cada regido promotora, alguns ocorriam uma
unica vez. Todos os sitios putativos de ligacdo a fatores de transcricdo encontrados estao
listados na Tabela 4. Uma anédlise comparativa entre as regides promotoras dos genes de
cisteina desulfurase mostrou que a similaridade varia entre 8 e 66%, e que a porcentagem
de cis-elementos compartilhados varia de 38,2 a 76,9%. Quando as regides promotoras dos
genes codificadores de NFS1 sdo comparadas com as regides dos genes de ISDII1, a
similaridade varia de 11 a 66% e o compartilhamento de cis-elementos varia entre 44,1 a
76,9% (Tabela 5). Comparando os genes duplicados, eles t€ém um algo grau de similaridade
nas regides promotoras, e essas sequéncias divergem menos entre as duplicagdes de NFS/

e ISD11 do que entre as de NFS2 (Figura 9).

Tabela 3 Nimero de sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do e de motivos de ligacdo em cada
1.500 pb das regides promotoras dos genes codificadores de cisteina desulfurases de soja
analisados.

Gene Quantidade de sitios de ligacao Quantidade de motivos diferentes
NFSI1_Chr01 178 26
NFS1_Chrll 168 34
NFS2_Chr09 163 27
NFS2_Chrl5 151 26
ISD11_Chr08 195 31
ISD11_Chr18 202 25
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Tabela 4 Sitios putativos de ligacdo a fatores de transcri¢do nos promotores dos genes NFSI, NFS2 e ISD11.

Cis-element and Function NFS1_Chrot1 NFS1_Chri11 NFS2_Chr09 NFS2_Chr15 ISD11_Chr08 ISD11_Chr18
organism®
Strand/Position/Sequence
3-AF1 binding site light responsive element +1016
Solanum tuberosum AAGAGATATTT
5UTR Pye-rich stretch cis-acting element conferring -1486 -551 +44 +376
Lycopersicon high transcription levels TTTCTTCTCT TTTCTTCTCT TTTCTTCTCT TTTCTTCTCT
esculentum
AAAC-motif light responsive element +1342
Spinacia oleracea CAATCAAAACCT
AAGAA-motif +1476 -984 +1273 +1126, -510
Avena sativa gGTAAAGAAA gGTAAAGAAA GAAAGAA GAAAGAA
ACE cis-acting element involved in +885 +949 +727
Petroselinum crispum light responsiveness AAAACGTTTA AAAACGTTTA AAAACGTTTA
AT-rich element binding site of AT-rich DNA -769 -1409
Glycine max binding protein (ATBP-1) ATAGAAATCAA ATAGAAATCAA
AT-rich sequence element for maximal elicitor- -1109
Pisum sativum mediated activation (2copies) TAAAATACT
AT1-motif part of a light responsive +1486, -1483 +1488
Solanum tuberosum module AATTATTTTTTATT ATTAATTTTACA
AE-box part of a module for light -694 +1103
Arabidopsis thaliana response AGAAACAA AGAAACTT
ARE cis-acting regulatory element -590 +977
Zea mays essential for the anaerobic TGGTTT TGGTTT
induction
BOX 4 part of a conserved DNA +1494, +860, +861, +696, +495  +937, +538, +545 +1463, +488, +542 +1165, +980 +1203, +996
Petroselinum crispum module involved in light +659, +480 ATTAAT ATTAAT ATTAAT ATTAAT ATTAAT
responsiveness ATTAAT
BOX | light responsive element -607 -867 -1144, +875 +469 +897, +555 -928, +758
Pisum sativum TTTCAAA TTTCAAA TTTCAAA TTTCAAA TTTCAAA TTTCAAA
BOX I part of a light responsive -1029
Solanum tuberosum element TGGTAATAA
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BOX Il
Pisum sativum

BOX-W1
Petroselinum crispum

CAAT-box
(multiple organisms)
Glycine max

CAT-box
Arabidopsis thaliana

CATT-motif
Zea mays

CGTCA-motif
Hordeum vulgare

ERE
Dianthus caryophyllus

G-box
Solanum tuberosum

GA-motif
Helianthus annuus
Arabidopsis thaliana

GAG-motif
Hordeum vulgare
Arabidopsis thaliana

Gap-box
Arabidopsis thaliana

GARE-motif
Brassica oleracea

GATA-motif
Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana

GT1-motif
Solanum tuberosum

protein binding site

fungal elicitor responsive
element

common cis-acting element in
promoter and enhancer regions

cis-acting regulatory element
related to meristem expression

part of a light responsive
element

cis-acting regulatory element
involved in the MeJA-
responsiveness

ethylene-responsive element

cis-acting regulatory element
involved in light responsiveness

part of a light responsive
element

part of a light responsive
element

part of a light responsive

element

gibberellin-responsive element

light responsive element

+1027
CATTTACACT

41 hits
-1041, +987, -
935, +907, -906,
+862, -837, -823,
-1264 CAATT

+1354, +287
CGTCA

-782
GGAGATG

+1254, -955
AATCCACA

31 hits
+1409, -1408,
+1362, -1235, -
1146, +1141, -
1080, +189, +5

CAATT

-627
GCATTC

+963, +478, +65

CGTCA

-867
ATTTCAAA

-206, +105
AAAGATGA
ATAGATAA

-34
AGAGAGT

-912, +794
AAACAGA

+1086
CATTTACACT

+500
TTGACC

29 hits
+1460, +1294,
+1228, +1005, -
631, -493, +403,

+38

CAATT

-1161
CACATGG

-893
AAAGATGA

+119
TTGACC

47 hits
+1482, +1465, -
1430, -1323, -947,
+898, -798, -759,
+650, -464, -242, -
112, -89, -36
CAATT

+667, +85, -209
GCATTC

-889
AAAGATGA

-1197, -382, -537
TCTGTTG,
AAACAGA

+921
CATTTACACT

39 hits
+1334, -1208, -1033,
+915, +600, -599,
+504, +346, -345, -
295, +53
CAATT

-35
CGTCA

+556
ATTTCAAA

-742, -683, -699
GGAGATG
AGAGAGT

+163
AAATGGAGA

-839
GTGTGTGAA

+356
atCATTTTCACt

28 hits
+1377, +1341, -

1024, -998, -951, -

653, +362
CAATT

-1323
GCCACT

+397
CAACGG

+1351
CACATGG

-519

AGAGAGT

+142
AAACAGA

-1242, -142
AAGGATAAGG
AAGATAAGATT

-699
GTGTGTGAA
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Arabidopsis thaliana GGTTAA
HSE cis-acting element involved in +1376 -1447 +1193, -511 +561
Brassica oleracea heat stress responsiveness AAAAAATTTC AAAAAATTTC AGAAAATTCG, AAAAAATTTC
AAAAAATTTC
I-box part of a light responsive -1225, -205 -1244, -118, +457,
Helianthus annuus element atGATAAGGTC -1402, +1242, -
Glycine max GATAAGATA 374
Zea mays gGATAAGGTG
Triticum aestivum aAGATAAGA
Nicotiana CTCTTATGCT
plumbaginifolia
Arabidopsis thaliana GATAAGATT
L-box part of a light responsive +1147
Lycopersicon element AAATTAACCAAC
esculentum
LAMP- element part of a light responsive +202 +368
Pisum sativum element CTTTATCA CTTTATCA
LS7 +163
Zea mays CAGATTTATTTTTA
LTR cis-acting element involved in -807
Hordeum vulgare low-temperature CCGAAA
responsiveness
MBS MYB binding site involved in +1347, -1087, -1284, -503 +26 +1037, -705 -132
Arabidopsis thaliana drought-inducibility +1210 CAACTG, TAACTG CAACTG CAACTG
CAACTG TAACTG
MBSI MYB binding site involved in +509
Petunia hybrida flavonoid biosynthetic genes TTTTTACGGTTA
regulation
MBSII MYB binding site involved in -1048
Petunia hybrida flavonoid biosynthetic genes AAAAGTTAGTTA
regulation
MNF1 light responsive element -1374
Zea mays GTGCCC(A/T)(A/T)
MRE MYB binding site involved in -129
Petroselinum crispum light responsiveness AACCTAA
O2-site cis-acting regulatory element -1135 -1223, +670
Zea mays involved in zein metabolism GATGACATGG GATGATATGG

regulation
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OBP-1 site
Arabidopsis thaliana

P-box
Oryza sativa

Skn-1_motif
Oryza sativa

Sp1
Zea mays

TATA-box
(multiple organisms)
Glycine max

cis-acting regulatory element

gibberellin-responsive element

cis-acting regulatory element
required for endosperm
expression

light responsive element

core promoter element around -
30 of transcription start

-1057, +48
GTCAT

98 hits
-1495, +1492, -
1322, -940, -685,
-513, -490, +478,

-1178
GTCAT

+15
CC(G/A)CCC

95 hits
+1274, -1085, -
1051, -887, -729,
-706, +694, +634,

+1147
CCTTTTG

-1492, -626, +1131,
+1373, -683
GTCAT

+4
CC(G/A)CCC

96 hits
+1367, -1312, -
1028, -938, -935,
+868, -839, -752,

-294, -237
GTCAT

+1171, +1163,
+1167, +1159,
+1169, +1161,
+1165, +1042,
+1170, +1162,
+1166, +1160,
+1168, +1164
CC(G/A)CCC

54 hits
+1497, +1494,
+1318, -1097, -

1094, -966, +753, -

+490
TACACTTTTGG

-1254
GTCAT

+926
CC(G/A)CCC

115 hits
-1490, +1410, -1166,
+1163, +978, +905, -

826, +534, +429,

-1286
GTCAT

141 hits
-1204, +1201, -
940, -553, +285,
+282, -277, -235,

-469, +460, -329, -612,-499, -496, - +612, -556, -539, - 538, +453, +387, +426, -413, +364, - +218, -202, -107
+308, -271, -225, 462, +452, +449, 512, -414, -124 +246, +223, +137 326, -308, -214 TAATA
+216, +213 +107 TAATA TAATA TAATA TAATA
TAATA

TATCCAT/C-motif -409

Oryza sativa TATCCAT

TC-rich repeats cis-acting element involved in -1083, -338 -1280, -166, -426 +1444, -801 -408 -160
Nicotiana tabacum defense and stress ATTTTCTCCA ATTTTCTCCA ATTTTCTCCA ATTTTCTCCA ATTTTCTCCA
responsiveness ATTTTCTTCA GTTTTCTTAC ATTTTCTTCA

TCA-element cis-acting element involved in +1390 -1113 -121

Brassica oleracea salicylic acid responsiveness CAGAAAAGGA CCATCTTTTT GAGAAGAATA
TCT-motif part of a light responsive -426 -181 -578 -1365 +113
Arabidopsis thaliana element TCTTAC TCTTAC TCTTAC TCTTAC TCTTAC

TGA-element auxin-responsive element +19 +152
Brassica oleracea AACGAC AACGAC

TGACG-motif cis-acting regulatory element -1354, -287 -963, -65, -478 +35
Hordeum vulgare involved in the MeJA- TGACG TGACG TGACG

responsiveness
Unnamed__1 +1488, -1242 -1449, -1442 -230 +659 +1003
Glycine max GAATTTAATTAA GAATTTAATTAA GAATTTAATTAA
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Zea mays

Unnamed__ 2
Petroselinum
hortense

Unnamed__3
Zea mays

Unnamed__ 4
Petroselinum
hortense

Unnamed__6
Zea mays
Glycine max

Unnamed__8
Glycine max

W box
Arabidopsis thaliana

WUN-motif
Brassica oleracea

as-2-box
Nicotiana tabacum

box S
Arabidopsis thaliana

chs-CMA2a
Petroselinum crispum

Circadian
Lycopersicon
esculentum

dOCT
Arabidopsis thaliana

60K protein binding site

SEF4 factor binding site

wound-responsive element

involved in shoot-specific
expression and light

responsiveness

part of a light responsive

element

cis-acting regulatory element
involved in circadian control

cis-acting regulatory element
related to meristem specific

activation

CGTGG

-1242
CGTGG

+1367, +779, -
1082 CTCC

+1162, +587
taTAAATATct
GCATTTTTATCA

+775
TCACTTGA

-1404, +69
CAANNNNATC

+1241
CaCGGATC

CGTGG

-127
AACCTAACCT

1449, -1442
CGTGG

-1279, +71, -391,
+56, -1064, -165
CTCC

-260, +787
taTAAATATCct
GCATTTTTATCA

-205
GATAatGATG

+276
CAANNNNATC

+1441
CaCGGATC

CGTGG

-230
CGTGG

+298, -61, +247,
+260, +211
CTCC

-158
CATTTTTGT

+500
TTGACC

-1449
AAATTTCCT

+6
AGCCACC

+1441, -763, +1041,

-1121, +869
CTCC

+442
taTAAATATC

+119
TTGACC

+918
GATAatGATG

-399
ATTAAATTTTAAATT

+925, -6, -159, +739, -
10
CTCC

-1175, +211
taTAAATATct

+1186
GATAatGATG

-125
CAANNNNATC

-1432, -847,
1392, +564
CTCC

+98
CAANNNNATC

 Organismo no qual o cis-elemento foi descrito, de acordo com o PlantCARE.
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Tabela 5 Identidade de sequéncias (%) entre os 1.500 pb das regides promotoras dos genes de soja
(triAngulo superior) e a percentagem de motivos compartilhados (tridngulo inferior).

NFS1_Chr01 NFS1_Chri1 NFS2_Chro9 NFS2_Chr15 ISD11_Chr08  ISD11_Chri8

NFS1_Chro1 66 14 8 18 15

NFS1_Chrll  58.8/76.9 \ 9 11 17 11
NFS2_Chr09  44.4/46.2 48.1/38.2 \ 27 16 12
NFS2_Chrl5  423/423 69.2/52.9 57.7/55.5 \ 11 9

ISD11_Chr08 61.3/73.1 67.7/61.7 45.2 /51.7 48.4/57.7 \ 59
IsD11_Chr18 56/53.8 60/44.1 40/ 37 40/38.5 60/48.4

A percentagem de motivos compartilhados foi calculada a partir do total de motivos encontrados (Tabela 3)
no gene da linha e a quantidade destes que aparecem no gene da coluna, e vice-versa.

100 ——— Glyma01g40510
100 —— Glyma11g04800
Glyma08g26490
100 L——— Glyma18g49970
Glyma09g02450

Glyma15g13350

0.2

Figura 9 Anilise filogenética das regides promotoras dos genes NFS1, NFS2 e ISD11. Os nimeros
indicam a percentagem dos valores de bootstrap provenientes de 1000 andlises.
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2.3 Discussao

A soja € considerada um paleopolipléide cujo evento de poliploidizacdo deve ter
ocorrido no ancestral comum de soja e de Medicago truncatula, e se sugere que outro
evento destes tenha ocorrido depois da divergéncia destas duas espécies [103, 104]. Os
genes de soja codificadores de cisteina desulfurases analisados mostraram-se duplicados e
apresentaram alto grau de conservacdo entre as copias, genes NFSI compartilham 94% da
sua sequéncia de aminodcidos, genes NFS2 compartilham 96% e os genes ISDII
compartilham 91%. De acordo com esses dados, esses genes apresentaram as
caracteristicas de genes duplicados em diferentes cromossomos [123]. Devido aos eventos
de poliploidizacdo, ocorreram mutagdes e rearranjos nos genes duplicados, o que resultou
na diversificacdo da expressao génica [114]. Neste capitulo, apresentamos a caracteriza¢ao
dos promotores dos genes NFSI, NFS2 e ISDI11, e mostramos os niveis de transcritos em
diferentes tecidos e em resposta ao estresse dos genes codificadores das cisteina

desulfurases e da proteina ISD11 envolvidos na biossintese dos cofatores [Fe-S].

Trés sistemas distintos responsaveis pela formagdo dos cofatores [Fe-S] foram
descritos [3], e os genes envolvidos nessa rota parecem ser conservados em bactérias,
fungos, animais e plantas [7, 27]. Foi feita uma anélise filogenética com diversas
sequéncias protéicas de cisteina desulfurases de diversas espécies provenientes dos trés
sistemas de formacdo descritos (Figura 4). Foi possivel identificar os trés conjuntos
distintos, compostos por proteinas pertencentes aos sistemas ISC, NIF e SUF. Além da
organizacdo conforme o sistema, as proteinas se agruparam conforme a origem do
organismo, formando grupos de bactérias e plantas. As plantas estdo subdivididas em
monocotiledoneas e dicotiledoneas, onde estdo localizadas as sequéncias de G. max,
apresentando proximidade com M. truncatula. Comparando nossa andlise filogenética com
os eventos de poliploidizacdo descritos [104], € possivel inferir que a duplicacdo dos genes
codificadores de cisteina desulfurase foram duplicados apds a divergéncia de soja e M.
truncatula. Desse modo, a soja possui duas cOpias desses genes, enquanto que o M.
truncatula possui apenas uma (Figura 4). As sequéncias protéicas de Chlamydomonas

reinhardtii, organismo cujo genoma foi seqiienciado recentemente e que apresenta trés
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genes codificadores para cisteina desulfurases [22], apresentam uma distribui¢do particular
na filogenia. A primeira proteina € encontrada em um ramo anexo ao grupo que concentra
as proteinas IscS-like das plantas, a segunda sequéncia aparece sozinha, nao estando
vinculada aparentemente de forma direta a nenhuma outra sequéncia, uma vez que sua
origem parece ser de um suposto ancestral comum entre proteinas do sistema ISC e NIF, e
a terceira se encontra entre sequéncias de bactérias e cianobactérias do sistema SUF
(Figura 4). Um padrao diferente foi visto nos genes de ISDI1, onde ambas as espécies
possuem os genes duplicados (Figura 10). Assim, esse evento de poliploidizacao que gerou

essa duplicacdo pode ter ocorrido antes da divergéncia das espécies.

100 | Medtr7g011660
| Medtr7g012110

Glyma18g49970

Glyma08g26490

0.05

Figura 10 Anailise filogenética das proteinas ISD11 de G. max e M. truncatula. Resultado de
andlise de neighbor-joining de 1.000 replicagdes.

Os presentes resultados permitem sugerir que os genes NFSI e NFS2 de soja, que
codificam proteinas envolvidas na assimilacdo de enxofre e biossintese de cofatores [Fe-S]
[8], podem estar envolvidos na resposta aos estresses provocados por frio e AS. O enxofre
€ um macronutriente essencial cuja assimilagdo compreende a formacao de cisteina em um
das etapas [125, 126], a qual vai fazer parte da formagcdo dos SDCs (componentes de
defesa que contém enxofre). Quando ha exposicdo a estresses bidticos e/ou abidticos, a
sintese de SDCs € induzia por diferentes sinais, mostrando seu envolvimento na defesa ao
estresse. H4 um aumento na demanda por cisteina como precursor, devido a sintese de
SDCs; dessa maneira, a expressdo de genes envolvidos na assimilacdo de enxofre é
induzida [127]. Analisando as plantas tratadas com frio, € possivel perceber que, em
folhas, os transcritos de NFSI e NFS2 aumentam (Figura 6), talvez devido a resposta ao

estresse dos SDCs. Contrastando com o encontrado em folhas, onde foi encontrado um
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aumento de expressdo quando comparado com plantas controle, houve uma diminui¢do de
acimulo de transcritos de NFS2 em raiz. Isso pode ter ocorrido, pois as folhas se
encontram mais expostas a baixa temperatura do que as raizes, que estao envolvidas pelo
solo. Quanto tratadas com AS, um simulador de estresse bidtico, os genes NFS/ mudaram
seu padrdo de expressdo. No meio hidropdnico, com adicio de AS, o actimulo de
transcritos de NFS/ aumentou em raizes, enquanto que diminuiu em folhas (Figura 8). Nos
dois experimentos realizados, foi possivel identificar um padriao de resposta: os 6rgaos que
estabeleciam o contato primdrio com o estresse mostraram um aumento na expressao de
cisteina desulfurases, enquanto que 0 menos exposto mostrou um decréscimo (Figura 6, 7 e
8). No tratamento com frio, as folhas ficaram mais expostas, pois as raizes estavam
protegidas pelo solo, enquanto que o AS foi diluido no meio hidropdnico, propiciando um
contato inicial com as raizes. Esse perfil oposto pode ser devido a um mecanismo
compensatdrio presente na resposta em curto prazo ao estresse, e esse perfil pode mudar se

as plantas forem expostas a periodos mais longos de estresse.

Quando a célula vegetal é desafiada por estresses bidticos e/ou abidticos, algumas
modificagdes na composicdo lipidica das membranas ocorrem [93]. Muitas proteinas
envolvidas no processo de respiracdo, como os complexos I, II e III, sdo proteinas Fe-S
[48]. Desse modo, modificacdes no perfil de expressdo dos genes de cisteina desulfurase
podem levar a alteragdes na biossintese de cofatores [Fe-S] e, por conseqii€éncia, promover
mudancas no perfil de respiracdo celular. Nesse contexto, foi descrito que as mitocondrias
de soja apresentam modificacdes no seu contetido de lipidios em resposta a baixa
temperatura [128], e que essa alteracdo pode alterar as propriedades respiratorias e a
expressdo génica [129, 130]. Considerando que a mitocOndria tem um sistema de
exportacdo que € essencial na maturagdo de diversas proteinas nucleares e citosélicas, a
biossintese dos cofatores [Fe-S] nessa organela tem uma ligacio direta com a atividade de
diversas proteinas, como aldeido oxidase e xantina desidrogenase [8, 131, 132]. O
cloroplasto é extremamente sensivel a estresses abidticos, tais como temperaturas extremas
e aumento de espécies reativas de oxigénio. A glutationa estd envolvida na defesa contra
danos causados por estresse oxidativo no citosol € em outros compartimentos celulares
desencadeados por estresses bidticos e abidticos. A sintese desse peptideo depende da

assimilac@o de enxofre e sintese de cisteina [125-127], como esse aminodcido € o substrato
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da enzima cisteina desulfurase [21, 31], a mudanca no conteido de cisteina pode levar a

modifica¢Oes na sua enzima catalitica.

O AS e sua forma metilada sdo envolvidos no desenvolvimento e também sdo
fundamentais para a resposta hipersensitiva e para a resisténcia sistémica adquirida sob
estresse bidtico [92, 133]. A formacdo de espécies reativas de oxigénio pode ser induzida
por AS, e estas podem reagir com diversas moléculas celulares, como os lipidios. Como as
organelas estdo sendo expostas a estresse oxidativo, algumas enzimas antioxidantes devem
ser expressas. Uma oxidase alternativa, que tem como funcao o escoamento de elétrons na
cadeia respiratéria, tem sido proposta como marcadora funcional para disfungdo
mitocondrial durante o estresse bidtico, e essa enzima € aumentada em soja pelo tratamento
com AS [93, 134]. Essa enzima € responsavel pela transferéncia de elétrons da ubiquinona
reduzida para o oxigénio molecular, passando pelos complexos III e IV [129], e o
complexo III contém cofator [Fe-S] [48]. Ainda, plantulas de soja tratadas com AS
alteraram a composicdo de dcidos graxos em suas mitocondrias. Como essas organelas
mostraram modifica¢des nas suas membranas sob alto estresse oxidativo causado por AS, e
ambos os processos envolvem proteinas Fe-S, a expressao de cisteina desulfurase pode ser

alterada por estresse bidtico.

Os resultados apresentados de RT-qPCR quantitativo mostraram uma relagao entre
o conteuido de transcritos de NFSI e ISD11 entre os 6rgaos analisados. Ambos os genes
tiveram maior expressdo em raizes do que em folhas, apresentando uma proporcao
transcricional similar (Figura 5). Ainda, para analisar se um aumento na expressdao de
NFS1 desencadeia um aumento nos niveis de transcritos de ISD11, nés estudamos o perfil
de expressdo de ISD11 sob o estresse por frio. Em raiz, o mRNA total de ISD/] diminuiu
durante o tratamento e recuperou os niveis iniciais no ultimo tempo analisado, enquanto
que o total de transcritos de NFSI ndo mudou. Em folhas, ambos os genes aumentaram o
conteddo total de mRNA acumulado (Figura 7). A similaridade no padrao de expressao
encontrada entre esses genes pode ser explicada pelas fungdes de suas proteinas
codificantes. NFS1 é uma cisteina desulfurase envolvida na biossintese de cofatores [Fe-S]
na mitocondria [7], enquanto que a Isd11 foi recentemente identificada em leveduras como

uma proteina responsavel por formar um complexo estdvel com a Nfsl [135, 136]. Além

67



de interagir com a cisteina desulfurase, em humanos, a ISDI1 mostrou um papel
importante no controle da homeostase do ferro na mitocondria e no citosol [137], fun¢do

descrita como mediada pela NFS1 [138].

Foi demonstrado em soja que genes que apresentam alta similaridade dispdem de
uma rede regulatéria envolvida na expressdo diferencial, incluindo a presenca de cis-
elementos nas regides promotoras [114]. Por isso, analisou-se sequéncias de DNA na busca
por sitios de ligacdo a fatores de transcri¢do localizados em 1.500 pb das regides
promotoras, com a finalidade de explicar os padrdes de expressdo. As regides promotoras
dos genes NFSI, NFS2 e ISDI11 apresentam relacdo entre as copias, como foi mostrado
pela andlise filogenética (Figura 9). Quando os cis-elementos sdo comparados, todos os
genes compartilham elevado ndmero de sitios de ligacdo comum (Tabela 5), sugerindo que
os genes que codificam as cisteina desulfurases podem ter uma rede de controle
compartilhada. Apesar dessa similaridade, foi mostrado que diferentes fatores ambientais
podem levar a expressdo desses genes (Figura 5, 6 e 8). Como uma complexa rede
molecular estd envolvida no controle da expressao génica, e fatores de transcri¢do sdo
componentes importantes que podem levar a ativagao ou repressao da transcri¢do [110], as
diferencas observadas podem ser devidas a disponibilidade desses fatores num 6rgdo ou
tecido especifico. A andlise de todos os sitios de ligacdo a fatores de transcri¢do nas
regides promotoras dos genes de cisteina desulfurase trouxe informagdes em relagdo aos
dados de expressdo, e cis-elementos relacionados aos experimentos de RT-PCR
quantitativo estdo listados na Tabela 6. O elemento Py-rich foi encontrado nos genes
NFS1_Chrll e NFS2_Chrl5, que mostraram alto nivel de transcritos em folhas e raizes,
respectivamente. O elemento ARE foi encontrado no gene NFSI_Chr0l, o qual apresenta
maior expressdo em raizes do que em folhas, enquanto que o elemento as-2-box foi
detectado nos genes com maior expressdo em folhas. TCA-element, relacionado com a
resposta ao AS, foi encontrado somente nos genes NFSI que mudaram seu padrdao de
expressao, quando submetidos a esse tratamento. Além disso, todos os genes apresentaram
cis-elementos relacionados a defesa e ao estresse (7C-rich) e a seca (MBS), e alguns genes
sdo induzidos por seca e por frio, o que indica um compartilhamento de sinalizacdo entre

esses dois estresses [139].
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Tabela 6 Relacdo entre cis-elementos e qPCR. Sitios putativos de ligacdo a fatores de transcri¢cio
nos promotores dos genes NFSI e NFS2 que mostraram correlacdo com dados resultantes de qPCR.

Cis-elemento e Fungao Gene Correlagdo
organismo”
S5UTR Py-rich stretch Cis-elemento que NFS1_Chrll, NFS2_Chrl5 é
Lycopersicon confere alto nivel de NFS2_Chrl5 altamente expresso em
esculentum expressao raizes e folhas.
NFSI_Chrll é
altamente expresso em
folhas.
ARE Cis-elemento essencial NFS1_Chr0l E altamente expresso em
Zea mays na indug¢@o anaerdbica raizes, onde a
disponibilidade de O, ¢é
baixa.
MBS Sitio de ligagdo MYB Todos Os efeitos do estresse
Arabidopsis thaliana envolvido na indugdo por seca estdo
por seca relacionados aos efeitos
do frio. Todos os genes
respondem ao frio.
TC-rich repeats Cis-elemento envolvido ~ Todos Todos os genes
Nicotiana tabacum em defesa e resposta ao respondem ao frio.
estresse
TCA-element Cis-elementos envolvido  Genes NFS/ Andlise da soma de
Brassica oleracea na resposta ao 4cido transcritos mostrou que
salicilico. os niveis de NFS1
variam no tratamento
com AS.
as-2-box Envolvido na expressio ~ NFSI_Chrll, Ambos os genes sdo
Nicotiana tabacum especifica da parte aérea ~ NFS2_Chrl5 altamente expressos em

e em resposta a luz.

folhas.

* Organismo no qual o cis-elemento foi descrito, de acordo com o PlantCARE.

2.4 Conclusoes

No presente estudo, uma andlise dos genes codificadores de cisteina desulfurase de
soja envolvidos na biossintese de cofatores [Fe-S] foi desenvolvida. A partir dos resultados
obtidos, sugere-se que os genes NFSI e NFS2 estejam envolvidos na resposta ao estresse, e

que sua expressao diferencial seja devida a presenca de cis-elementos diferentes (Figura
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11). Ainda, ISD11 mostrou um padrdo de expressdo similar aos genes NFSI, o que suporta
a correlagdo positiva entre suas atividades. Nossos resultados representam as primeiras

evidéncias sobre expressao diferencial de genes duplicados envolvidos na rota dos

7z

cofatores [Fe-S], porém mais pesquisa € necessdria para determinar se esse padrdo se

mantém em outros genes envolvidos na biogénese de cofatores [Fe-S].
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Figura 11 Visdo geral do controle da expressio dos genes NFSI e NFS2. Os cis-elementos
encontrados nas regides promotoras dos genes de cisteina desulfurase estdo representados pelas
caixas verdes e vermelhas. De acordo com os resultados da expressdo génica por qPCR e das
andlises in silico, os genes possuem desencadeadores de expressdo diferentes, indicados acima dos
cis-elementos (caixas azuis). NFSI_ChrOl ¢ modulado por estresses, como frio e AS, e induzido
em raizes. NFSI_Chrll é modulado pelos mesmos estimulos, mas induzido em folhas.
NFS2_Chr09 é modulado pelo frio, enquanto que NFS2_Chrl5 é modulado pelo mesmo estresse e
induzido em folhas. Em plastideos (embaixo), a cisteina desulfurase catalisa a liberacdo de enxofre
da cisteina para biogénese dos cofatores [Fe-S] para suprir as necessidades da organela. Na
mitocondria (em cima), 0 mesmo processo ocorre para prover cofatores para a organela e
citosol/ntcleo, sendo estimulado por uma pequena proteina chamada ISD11 (caixa verde claro).
Um sistema de exportagdo, que inclui um transportador ABC, € envolvido na matura¢do de
proteinas Fe-S fora da mitocondria. Algumas proteinas Fe-S no citosol e nicleo sao envolvidas em
percepcao das condi¢Oes celulares, controlando a expressdo génica.
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CAPITULO III

Avaliacao dos genes de Oryza sativa codificadores de cisteina desulfurases em resposta
a estresses abioticos
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3.1 Materiais e Métodos

3.1.1 Material vegetal

Sementes de arroz (Oryza sativa ssp. japonica cv. Nipponbare e O. sativa ssp.
indica cv. Taim) foram esterilizadas superficialmente utilizando-se, em sequéncia, etanol
70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2% por 30 minutos e 5 lavagens com &agua
destilada estéril. As sementes foram germinadas em placas de Petri contendo papel filtro
umedecido estéril, em B.O.D. a 30°C, por um periodo de 48 horas no escuro. Apds a
germinagdo, as placas foram submetidas ao fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas escuro a
25°C, sendo transferidas apds 5 dias para meio hidroponico contendo solu¢ao modificada

de Baier [140].

3.1.2 Tratamentos

3.1.2.1 Tratamento de frio

Quando as plantas atingiram 14 dias, elas foram divididas em dois grupos. Um
grupo foi submetido ao tratamento de frio e outro grupo controle permaneceu pelo mesmo
periodo nas condi¢des normais. Esse tratamento consistiu na exposi¢do do grupo tratado a
temperatura de 4°C pelo periodo de 24 horas e foi realizado nas subespécies japonica e
indica, compondo, entdo, quatro grupos experimentais. Foram analisadas 4 amostras por
grupo, sendo que cada amostra foi composta por trés plantas que foram coletadas para
posterior extracdo de RNA total. Apds a coleta, as raizes foram separadas das partes

aéreas, e ambas foram imediatamente estocadas em nitrogénio liquido.
3.1.2.2 Tratamento de aluminio

Plantas com 14 dias da subespécie japonica foram divididas em trés grupos, um

grupo controle e dois grupos tratados. O grupo controle nao teve nada adicionado ao meio

72



hidropdnico, enquanto que os grupos submetidos ao tratamento tiveram adi¢do de cloreto
de aluminio (AICI3) nas concentracdes de 150 uM e 450 uM. Apds 8 horas do inicio do
tratamento, foi feita a coleta de 4 amostras para cada grupo experimental. O experimento
foi realizado em triplicata bioldgica e as raizes e partes aéreas foram separadas e congeldas

em nitrogénio liquido para posterior extragdao de RNA total.

3.1.3 Extracao de RNA total

Até o momento da extracdo, as amostras coletadas ficaram armazenadas em freezer
-80°C. Os tecidos foram macerados em nitrogénio liquido para completa pulverizacdo. Em
torno de 100 mg do tecido pulverizado foi incubado e misturado com 1 mL do reagente
Trizol® em microtubos por 5 minutos, a temperatura ambiente. Foram adicionados 250
pL de cloroférmio a amostra e incubado por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds,
centrifugacao refrigerada (4°C) a 14.000 rpm por 15 minutos; 500 uL. de sobrenadante
foram transferidos para um novo tubo e misturados numa relacdo de 1/1 (v/v) com
1sopropanol e com 150 puL de cloreto de sédio (NaCl) 5 M e centrifugados a 4°C, a 10.000
rpm por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL.
etanol 75% e centrifugado a 7.000 rpm por 5 minutos. O precipitado formado foi secado a
vacuo por aproximadamente 8 minutos e ressuspendido em 50 puL de dgua MilliQ
autoclavada. Para facilitar a ressuspensao, as amostras de RNA extraidas foram incubadas
a 65°C por 10 minutos. A qualidade e quantificacdo das amostras foram verificadas por
eletroforese em gel de agarose 1%, tampao TAE 1X (Tris 4 mM, &4cido bérico 2 mM e

EDTA 0,1 mM) e por espectrofotometria (leituras a 260 nm e 280 nm).

3.1.4 Sintese de cDNA a partir de RNA total

A reacdo de sintese da primeira fita de cDNA, a partir de RNA total, foi
realizada utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase da Invitrogen (200 U/uL), o
respectivo tampao de reagdo (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 1
mM DTT; 0,01 % v/v NP-40; 50% glicerol v/v), 5 mM de desoxirribonucleosideos
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trifosfatados (ANTPs), 10 pmol de oligo-dT. A sintese foi realizada com uma temperatura
inicial de 65°C por 5 minutos e entdo as amostras permaneceram no gelo por
aproximadamente 5 minutos, a 37°C por 2 horas e inativa¢do a 70°C por 15 minutos. Uma

reacdo de sintese de cDNA foi realizada para cada amostra.

3.1.5 RT-qPCR em tempo real

As amostras de cDNA foram diluidas 100 vezes em dgua MilliQ autoclavada para
posterior andlise. Em todos os experimentos de qPCR foram utilizadas as mesmas
aliquotas, triplicatas bioldgicas e quadruplicatas experimentais. As reacdes foram efetuadas
no equipamento ABI Prism 7500 Detection System (Applied Biosystems) seguindo-se
estas condi¢des: 5 minutos a 94°C; 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 10
segundos, 72°C por 15 segundos; e 60°C por 35 segundos. As reacdes foram realizadas em
um volume final de 20 uL contendo 0,2 uM dos oligonucleotideos gene-especificos, 0,1
mM de dNTPs, 1,5 uM de MgCl,, 0,25 U da enzima DNA polimerase Platinum Taq (5
U/uL, Invitrogen), tampao da enzima 10X, SYBR Green 10X e 10 uLL dos cDNAs 1:100.
O ponto de corte Cr (threshold cycles) e a especificidade das amplificacdes foram
determinados utilizando-se o programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).
A normalizagdo dos dados de expressdao dos genes de interesse foi realizada utilizando-se o
método 272" descrito por Livak e Schmittgen [122]. A expressdo relativa dos genes de
interesse foi calculada a partir das eficiéncias das reacdes e do desvio do Cr das amostras-
alvo versus as amostras-controle. Para a normalizacdo dos dados foi utilizado como gene
constitutivo o gene do fator de elongacdo alfa 1 (OseFla) e o gene da formaldeido
desidrogenase (OsFDH). A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o teste
T, considerando variancia desigual das amostras e distribui¢do bi-caudal, e ao nivel de 5%

de significancia.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na andlise de expressdo das cisteina desulfurases de arroz
por gPCR.

Nomenclatura do gene Sequéncia dos oligonucleotideos (5’ para 3’)
OsNFSI1 F CGCCTCTTGTTGTTGGATTT
OsNFS1R TTACCAGGGTACCGATGCTC
OsNFS2 F GTGTGGCCCTACAGGCG
OsNFS2 R CGCAGGTGTTCCAGCTTCA

3.1.6 Analise de bioinformatica

A busca das sequéncias das cisteina desulfurases de O. sativa foi feita no banco de
dados do Rice Genome Annotation e do Phytozome. Para confirmar a identidade das
sequéncias de aminodcidos encontradas, foi realizado um BLASTp disponivel na pagina do
NCBI (The National Center for Biotechnology Information) e uma busca por dominio no
Pfam [116]. Sequéncias de proteinas de outras espécies foram retiradas do banco de dados
do NCBI e do Phytozome. As espécies e seus codigos de acesso sdo os seguintes: Glycine
max (Glyma01g40510/ Glymal1g04800/ Glyma09g02450/ Glymal5g13350), Ricinus
communis (XP_002531989/ XP_002523229), Arabidopsis thaliana (At5g65720/
At1g08490), Zea mays (ACF83040/ NP_001130656), O. sativa (NP_001062914/
EEC69110), Chlamydomonas reinhardtii (XP_001695008/ XP_001701051/
Au9.Crel2.g525650), Brachypodium distachyon (Bradi4g28300), Arabidopsis lyrata
(XP_002864976/ XP_002892460), Sorghum bicolor (Sb02g022360/ Sb05g001270),
Carica papaya (supercontig_129.49/ supercontig_34.204), Vitis vinifera (XP_002274517/
XP_002267920), Medicago truncatula (Medtr5g014960/ Medtr3g105250), Populus
trichocarpa (XP_002310363/ XP_002314018), Escherichia coli (YP_001458463/
NP_289087), Azotobacter vinelandii (YP_002797401), Synechococcus elongates
(NP_665776) e Synechocystis sp. (NP_442475). O alinhamento das sequéncias foi
realizado com o programa ClustalX2 [117] usando a configuragdo padrdo, seguido da
visualiza¢ao no programa GeneDoc [118]. A andlise filogenética foi feita com o Molecular
Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) versao 4.0 [119], utilizando o método de

Neighbor-Joining. As diferencas entre as sequéncias foram analisadas pelo método de
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pairwise deletion. A distancia molecular das sequéncias alinhadas foi calculada com o
programa MEGA 4.0, de acordo com o parametro de p-distance e o teste de bootstrap foi

realizado com 1000 replicatas.

3.2 Resultados

3.2.1 Analise das sequéncias

Andlise comparativa de proteinas mostrou que dois loci do genoma de arroz
codificam cisteina desulfurases, Os09g16910 e Os12g18900. Essas proteinas pertencem a
dois grupos: o primeiro é composto por proteinas IscS-like, cisteina desulfurases
localizadas na mitocondria, e codificada pelo gene do cromossomo 09 (NFS/); o segundo
grupo € composto por proteinas SufS-like, cisteina desulfurases localizadas nos plastideos,
e codificada pelo gene do cromossomo 12 (NFS2). As proteinas codificadas pelos genes
NFSI e NFS2 possuem alta identidade com as proteinas de Arabidopsis thaliana, 70 e
65%, respectivamente, mostrando o alto grau de conservacdo entre espécies. As andlises
realizadas no Pfam mostraram que ambas as sequéncias possuem um dominio
aminotransferase Class-V caracteristico dessas enzimas, e alinhamentos mostraram a

conservacgdo dos aminodcidos do sitio ativo e do local de ligacdo ao cofator (Figura 1).

3.2.2 Analise filogenética

A andlise comparativa de aminodcidos entre as proteinas IscS-like e entre as
proteinas SufS-like de diferentes espécies de plantas e bactérias mostrou que a identidade
protéica variou de 54 a 98% e de 37 a 97%, respectivamente. Com base na andlise
filogenética foi possivel revelar que as cisteina desulfurases formaram trés grupos
distintos, agrupando-se de acordo com o sistema de formac¢do dos cofatores [Fe-S] ao qual
elas sdo homodlogas. Sendo assim, a drvore apresenta uma subdivisdo entre os sistemas
ISC, SUF e NIF, tendo as sequéncias de plantas presentes nos dois primeiros. Dentro

desses grupos hd divisdo entre plantas e bactérias, e dentro de plantas ha subdivisdo de
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dicotiledoneas e monocotiledoneas, onde se encontram as sequéncias de O. sativa (Figura
2). As proteinas presentes na mitocondria se localizam juntamente com a sequéncia de IscS
de Escherichia coli e as presentes no plastideo, com a sequéncia de SufS de Escherichia
coli. Esses resultados estao de acordo com os estudos de endossimbiose, que estabelecem a

relacdo entre o hospedeiro endossimbidtico e a bactéria ancestral [5].
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Figura 1 Alinhamento das cisteina desulfurases de O. sativa, E. coli e A. thaliana. # indica a
histidina e a lisina responsdveis pela ligagao ao cofator. * indica a cisteina do sitio ativo.
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Figura 2 Arvore filogenética construida para avaliar a relagdo entre as cisteina desulfurases
participantes da rota de formagao dos cofatores [Fe-S]. A arvore foi gerada usando o alinhamento
de proteinas de diferentes espécies feito no programa Mega 4.0. Os pontos pretos indicam valores
de bootstrap superiores a 80. As proteinas de arroz encontram-se destacadas.

78



3.2.3 Analise dos transcritos das cisteina desulfurases

Para estudar o padrdo de expressdo das cisteina desulfurases em O. sativa,
considerando que as proteinas Fe-S estdo envolvidas na resposta a estimulos ambientais
[5], foi feito gPCR. Oligonucleotideos especificos para os genes NFSI e NFS2 foram
projetados, e o padriao de expressao em folhas e raizes de plantulas controle e tratadas, com
frio e aluminio, foi analisado. Os dados de expressdo foram normalizados contra a

expressao de dois genes constitutivos, OseFlo e OsFDH.

A andlise de plantas controle permitiu definir o padrdo de expressdao dos genes
estudados entre os tecidos nas duas subespécies. Para O. sativa ssp. japonica, tanto em
raiz, quanto em folha, o gene NFSI apresentou maior nivel de expressdo. Esse gene
possuiu igual distribuicdo de transcritos em raiz e folha, enquanto que o gene NFS2
apresentou maior expressao em folha (Figura 3a). O. sativa ssp. indica, também, que teve
maior expressdao do gene NFSI nos dois tecidos, tendo maior nivel em raiz do que em
folha. O gene NF'S2 foi transcrito em nivel menor e teve maior expressdao em folha do que

em raiz (Figura 3b).
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Figura 3 Andlise por qPCR da expressdo relativa dos genes NFSI e NFS2 envolvidos na
biossintese dos agrupamentos [Fe-S] em O. sativa ssp. japonica (a) e ssp. indica (b). Para
normaliza¢do do padrdo de expressao relativa dos genes foram utilizados os genes constitutivos
OseFlo e OsFDH. As letras indicam diferenca significativa do nivel de expressdao de um gene
entre os tecidos e os nimeros indicam a diferenca dentro do préprio tecido entre os dois genes (P <
0.05).

Quando submetidas ao estresse por frio por 24 h a 4°C, plantulas de arroz ssp.
Jjaponica mostraram um aumento nos niveis de transcritos dos genes NFSI e NFS2, tanto
em folha quanto em raiz (Figura 4a e 4b). O padrdo de resposta desses genes na ssp. indica
foi diferente; em raiz, ndo houve alteracdo na expressdo de ambos os genes (Figura 4c).
Em folha, o gene NFSI teve sua expressao reduzida significativamente com o tratamento,
enquanto o gene NFS2 aumentou o nivel de transcritos (Figura 4d). No tratamento de
aluminio com O. sativa ssp. japonica, a expressao dos genes de cisteina desulfurases nao
mostrou alteracdo na folha (Figura 5b), mas ambos os genes, em ambas as concentragdes

testadas, reduziram a expressao em raiz (Figura 5a).
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Figura 4 Andlise por qPCR da expressdo relativa dos genes NFSI e NFS2 envolvidos na
biossintese dos agrupamentos [Fe-S] em O. sativa ssp. japonica (a, b) e ssp. indica (c, d) no
tratamento de frio. Para normaliza¢do do padrido de expressdo relativa dos genes foram utilizados
os genes constitutivos OseFlo e OsFDH. * indica diferenca significativa do nivel de expressao de
um gene entre as plantulas controle e tratadas (P < 0.05).
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Figura 5 Andlise por qPCR da expressdo relativa dos genes NFSI e NFS2 envolvidos na
biossintese dos agrupamentos [Fe-S] em O. sativa ssp. japonica (a, b) no tratamento com aluminio.
Para normalizagdo do padrio de expressdo relativa dos genes foram utilizados os genes
constitutivos OseFla e OsFDH. * ou ** indicam diferenca significativa do nivel de expressdo de
um gene entre as plantulas controle e tratadas (P < 0.05).
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3.3 Discussao

O arroz, além de ser uma cultura mundialmente distribuida, é considerado um
modelo de estudo de monocotiledoneas [79], sendo importante o estudo dos genes
envolvidos na biossintese dos cofatores [Fe-S] nessa espécie. A cisteina desulfurase,
enzima responsdvel pela captura do enxofre através da conversdo de L-cisteina em L-
alanina [30, 31], € um componente essencial nessa rota, estando presente, juntamente com
proteinas de ancoragem, nas trés maquinarias descritas [3]. A andlise filogenética de
sequéncias protéicas provenientes de diversas espécies mostrou que hd formacao de trés
grupos distintos (Figura 2). O primeiro grupo retine enzimas homodlogas ao sistema ISC,
IscS-like de bactérias e plantas. O segundo, retine enzimas bacterianas NifS, do sistema
NIF. Por final estdo agrupadas as enzimas SufS-/ike de bactérias, cianobactérias e plantas.
No primeiro e no dltimo grupo as proteinas de plantas estao divididas em dicotiledoneas e
monocotiledoneas, onde se encontram as proteinas de arroz. Essa organizagdo corrobora
com a teoria da endossimbiose, que descreve que ao longo da evolu¢do a maquinaria
bacteriana ISC foi transferida para a mitocondria [6, 48], enquanto que a maquinaria SUF,

presente em cianobactérias, foi transferida para o plastideo [7, 141].

O enxofre € um macronutriente essencial e, durante seu processo de assimilagdo,
ele € transformado em cisteina. Esse aminodcido é o componente central na formagao de
metabolitos que contém enxofre reduzido [125, 126], incluindo os componentes de defesa
que contém enxofre (SDCs). A sintese dos SDCs € induzida por diferentes sinais, e esses
compostos estdo envolvidos na resposta a estresses bidticos e/ou abidticos [127]. A andlise
dos dados de gPCR sugere o envolvimento dos genes NFSI e NFS2 de arroz, codificadores
de proteinas descritas como envolvidas na assimilacdo de enxofre [8], na resposta ao

estresse por frio e aluminio.

Quando plantulas de arroz da ssp. japonica t€m seu perfil de expressdo analisado, é
possivel descrever um aumento na expressdo de NFSI e NFS2 em ambos os tecidos
estudados. Enquanto a resposta da ssp. japonica é de inducdo, a ssp. indica nao apresenta o

mesmo padrdo; ha aumento de expressdo apenas de NFS2 e somente em folha (Figura 4).
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O aumento da expressdo dos genes codificadores das cisteina desulfurases pode estar
ligado ao aumento dos SDCs. Como esses compostos fazem parte da resposta ao estresse, 0
que inclui enzimas antioxidantes [127], plantulas que respondem de maneira mais eficiente
a esse fator deveriam aumentar seus SDCs. Dentro dessa perspectiva, era de se esperar que
plantulas da ssp. japonica fossem mais tolerantes ao frio que as da ssp. indica. Um estudo
que acompanhou a resposta dessas duas subespécies ao frio mostrou que cultivares da
subespécie japonica se mostram mais adaptadas ao frio do que cultivares da subespécie
indica. Ainda, viu-se que a resposta primadria a esse estresse seria desencadeada por sinais

oxidativos [71].

Estima-se que 30 % do solo mundial seja dcido e que isso corresponda a 50 % do
solo com potencial para plantio. Em solos 4cidos, com pH igual ou inferior a 5.5, a
toxicidade por aluminio é um dos maiores limitantes de produtividade [76, 77]. Quando o
pH encontra-se baixo, as formas téxicas de aluminio sdo encontradas solubilizadas no solo
e acabam inibindo o crescimento e as fun¢des das raizes, diminuindo o crescimento da
cultura e podendo acarretar na perda da lavoura [79]. Nosso tratamento com aluminio
mostrou que os genes NFSI e NFS2 apresentaram reducdo de expressdo em raiz, enquanto
que ndo houve alteracdo em folha (Figura 5). Estudos anteriores mostraram que, durante
tratamento que simula a toxicidade exercida pelo aluminio presente no solo, o maior
acimulo desse elemento na planta encontra-se na raiz, sendo pouco transportado para a
parte aérea [82]. Esse pode ser o motivo pelo qual foi encontrada uma resposta tecido

especifica.

3.4 Conclusoes

Nesse estudo, ¢ mostrada a andlise das cisteina desulfurases de arroz, que estio
envolvidas na biossintese dos cofatores [Fe-S]. Os resultados sugeriram o envolvimento
dos genes NFSI e NFS2 na resposta ao estresse por frio e aluminio. Ainda no frio, o
aumento da expressdo dos genes pode estar relacionado ao maior grau de tolerancia a esse

estresse.
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ANEXO A
Differential expression of cysteine desulfurases in soybean.
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