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il — Resumo

Aquaporinas, também conhecidas como Major Intrinsic Proteins (MIPs), séo
proteinas de membrana distribuidas em todos os dominios da vida, responsaveis pelo
transporte de agua e pequenos solutos. Em plantas superiores, essa familia é
particularmente diversa e pode ser classificada em cinco subfamilias: proteinas intrinsecas
de membrana plasmatica, proteinas intrinsecas de tonoplasto, proteinas intrinsecas do tipo
nodulina-26, proteinas intrinsecas pequenas e proteinas intrinsecas X. Esses canais
apresentam uma estrutura bastante conservada, exibindo, no centro do poro, duas regides
importantes para a seletividade: os motivos NPA e o filtro seletivo. No presente trabalho,
sessenta e seis genes de aquaporinas foram identificados no genoma da soja e classificados
por homologia de sequéncia nas cinco subfamilias estabelecidas. As estruturas
tridimensionais das MIPs de soja foram determinadas por modelagem comparativa e o raio
dos poros e os residuos importantes para a especificidade foram identificados. Ensaios
funcionais utilizando expressdo heteréloga em Saccharomyces cerevisiae foram realizados
para quatro aquaporinas, GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2, demonstrando
que esses genes codificam canais funcionais capazes de transportar agua, peroxido de
hidrogénio e ureia. A ureia possui um papel muito importante na agricultura por ser o
fertilizante nitrogenado mais utilizado mundialmente. A identificacdo de transportadores
de ureia em plantas ainda é recente e, além de um transportador especifico, somente as
aguaporinas estdo relacionadas ao transporte de ureia em plantas. Apesar disso, a
relevancia fisioldgica desse transporte pelas MIPs € ainda motivo de debate. Empregando
uma abordagem baseada em PCR quantitativo, foi demonstrado que os niveis de expressao
de GmTIPL;9, GmTIP3;2 e GmNIP2;2, mas ndo de GmTIP2;5, sdo alterados em raizes de
soja cultivada em solugédo nutritiva contendo ureia como a Unica fonte de nitrogénio. Além
disso, os niveis dos transcritos de GmNIP2;2 sdo aumentados na parte aérea das plantas,
indicando o possivel envolvimento dessa aquaporina na redistribuicdo de ureia nos tecidos.
Outros genes de aquaporinas de soja também apresentaram maior expressdo nessas
condigdes. Esses resultados sugerem o envolvimento de aquaporinas no metabolismo de
ureia em plantas e apontam essas proteinas como potenciais alvos para manipulagdo
genetica visando o aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio em sistemas adubados com

ureia e a melhoria da produgdo agricola.



iii — Abstract

Aquaporins, also known as Major Intrinsic Proteins (MIPs), are membrane proteins
distributed in all kingdoms of life, responsible for water and small solutes transport. In
higher plants, this family is particularly diverse and can be classified into five subfamilies:
plasma membrane intrinsic proteins (PIPs), tonoplast intrinsic proteins (TIPs), nodulin-26-
like intrinsic proteins (NIPs), small basic intrinsic proteins (SIPs) and X intrinsic proteins
(XIPs). These channels present a highly conserved structure, displaying, in the center of
the pore, two regions important for selectivity: the NPA motifs and the selective filter. In
the present work, sixty-six aquaporin genes were identified in soybean genome and
classified by sequence homology into the five established subfamilies. The three-
dimensional structure of soybean MIPs was determined by homology modeling and the
pore radius and residues influencing substrate specificity were identified. Functional assays
using heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae were performed for four
aquaporins, GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 and GmNIP2;2, indicating that these genes
codify functional channels capable of transporting water, hydrogen peroxide and urea.
Urea plays an important role in agriculture because it is the most used nitrogen fertilizer
worldwide. Plant urea transporters are just beginning to be identified and, to date, besides a
specific transporter, only aquaporins are linked to urea transport in plants. Nevertheless,
the physiological relevance of this transport is still in debate. Using a quantitative PCR
approach, we have shown that the expression levels of three urea transporting MIPs,
GmTIP1;9, GmTIP3;2 and GmNIP2;2, but not GmTIP2;5, are altered in soybean roots
when urea is the sole nitrogen source. Moreover, transcript levels of GmNIP2;2 were also
up-regulated in shoots, indicating the possible involvement of this aquaporin in urea
redistribution to other plant tissues. Several other soybean aquaporin genes were up-
regulated in this condition as well. Taken together, these results suggest the involvement of
aquaporins in urea metabolism in plants and place these proteins as potential targets for

plant manipulation to improve urea based nitrogen use efficiency and crop production.
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1. Introducéo

1.1. Descoberta das Proteinas Intrinsecas de Membrana

Até meados do século XX, acreditava-se que a difusdo através das camadas
lipidicas fosse a Unica maneira de a agua ser transportada através das células.
Gradativamente, evidéncias surgiram para que a comunidade cientifica passasse a suspeitar
que poderiam existir canais de agua de origem proteica inseridos em algumas membranas
celulares. Entre essas evidéncias, estava a alta permeabilidade a dgua de eritrocitos quando
comparada a outras células, a reducdo dessa permeabilidade quando da exposicdo a
reagentes que continham mercurio e a associacdo entre 0 aumento na permeabilidade a
agua de tecidos do trato urindrio com o aparecimento de agregados de proteinas na
membrana plasmatica (Knepper e Nielsen 2004). Foi somente em 1988 que o grupo de
pesquisa liderado pelo Dr. Peter Agre isolou uma proteina denominada CHIP28 (channel-
forming integral membrane protein of 28 kDa) de eritrocitos e células renais (Denker et al.
1988). Quatro anos depois, essa proteina foi caracterizada como um canal de &gua em
odcitos de Xenopus laevis (Preston et al. 1992) e renomeada para Aquaporina-1 (AQP1),
representando o primeiro canal de 4gua descrito e o primeiro membro da grande familia
das Proteinas Intrinsecas de Membrana (MIPs, Major Intrinsic Proteins). Em 2003, Agre
ganhou o prémio Nobel em quimica por “descobertas referentes a canais em membranas
celulares”, reconhecimento pela importancia dessa descoberta que provocou uma
revolucdo em diversas areas do conhecimento, como biofisica de permeacdo de agua,
fisiologia do transporte de fluidos, biologia estrutural de proteinas de membrana e
fisiopatologia de desordens relacionadas ao equilibrio hidrico (Knepper e Nielsen 2004).

Nas Ultimas décadas, MIPs foram identificadas em todos os reinos da vida, desde
archaea, bactérias e fungos até plantas e animais superiores. Em mamiferos, além da
AQP1, foram identificados outros 12 membros dessa familia. Além disso, uma série de
outros substratos para esses canais vém sendo revelados, como Oxido nitrico (Wang e
Tajkhorshid 2010), &cido latico (Choi e Roberts 2007), glicerol, ureia, perdxido de
hidrogénio e arsenito (Wu e Beitz 2007). E importante salientar que o termo “aquaporina”
continua sendo utilizado para denominar todos os integrantes dessa familia de proteinas,

mesmo quando o transporte de agua é realizado com baixa eficiéncia.
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1.2. Estrutura Geral das Aquaporinas

A familia das MIPs é uma das familias de proteinas de membrana mais bem
caracterizadas estruturalmente, devido a relativa facilidade de sua aplicacdo em estudos
estruturais por cristalografia de raios X (Gonen e Walz 2006). Existem 14 estruturas de
aquaporinas resolvidas, dentre as quais podemos citar o facilitador de glicerol (GIpF) de
Escherichia coli (Fu et al. 2000), a AQP1 bovina (Bos taurus; Sui et al. 2001), a AQPZ de
E. coli (Savage et al. 2003), a AQPM da arqueobactéria Methanothermobacter
marburgensis (Lee et al. 2005), a AQP4 de rato (Rattus norvegicus; Hiroaki et al. 2006), a
AQP2 humana (Homo sapiens; Frick et al. 2014) e a SoPIP2;1 de espinafre (Spinacea
oleracea), sendo essa a Unica de origem vegetal (Térnroth-Horsefield et al. 2006). Todas
as aquaporinas até hoje caracterizadas agrupam-se na membrana como tetrdmeros e a
composicdo desses tetrameros pode determinar o direcionamento das aquaporinas para a
membrana plasmatica (Zelazny et al. 2007).

Independentemente da funcdo que apresentam e do organismo do qual provém, as
aquaporinas compartilham uma estrutura geral comum e possuem massa aproximadamente
entre 23-31 kDa. Tal estrutura é formada por 6 dominios transmembrana conectados por 5
alcas, sendo as extremidades N e C terminal voltadas para a porcdo citoplasmatica (Fig. 1).
A estrutura primaria pode ser dividida em duas metades similares, chamadas hemiporos,
que provavelmente foram originadas por duplicacdo génica durante a evolugdo (Gomes et
al. 2009).

Na estrutura tridimensional, os dois hemiporos ficam de frente um para o outro, em
orientacdo inversa na membrana (Fig. 2A), formando o chamado “modelo ampulheta”
(Jung et al. 1994). No centro do poro ficam os motivos NPA (asparagina-prolina-alanina),
altamente conservados, formando duas pequenas hélices hidrofébicas que ficam de frente
uma pra outra e contribuem para a formacéo do canal e seletividade do substrato (Fig. 2B).
Outra regido bastante importante na determinacdo da especificidade aos substratos €
chamada filtro seletivo e é formada pela interacdo de quatro residuos de aminoéacidos
localizados nas hélices 2 (H2) e 5 (H5) e na alca E (LE1 e LE2), como indica a figura 2C.
Na estrutura tridimensional, o filtro seletivo aparece logo acima dos motivos NPA (Fig.

2B), sendo essas duas regides normalmente as mais estreitas do poro dessas proteinas.
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Figura 1. Topologia geral das aquaporinas. Os numeros representam as hélices
transmembrana e as letras, as al¢as. Os asteriscos (*) indicam a localizagdo aproximada de
cada residuo formador do filtro seletivo. Adaptado de Gomes et al. (2009).

A)
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Figura 2. Estrutura tridimensional das aquaporinas. A) Modelo ampulheta.
Int=intracelular; Ext=extracelular. Adaptado de Jung et al. (1994). B) Modelo
tridimensional indicando a localizacdo dos motivos NPA (vermelho) e dos residuos
formadores do filtro seletivo (amarelo). C) Vista do modelo tridimensional perpendicular a
bicamada lipidica, a partir do vestibulo extracelular. A posicdo de cada aminoacido do
filtro seletivo esta indicada (H5, hélice 5; H2, hélice 2; LE1 e LEZ2, al¢a E posicbes 1 e 2).
As imagens B e C foram geradas com o PyMOL Molecular Graphics System.

VariacOes nas sequéncias desses dois pontos de constricdo constituem um fator
determinante na seletividade das aquaporinas. Os mecanismos de selecdo dos substratos

baseiam-se no tamanho, carga e polaridade das moléculas. A figura 3 mostra a
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variabilidade da composic¢éo dos filtros seletivos que pode ser encontrada em aquaporinas

e indica como essas diferencas podem influenciar na seletividade do poro.

‘Do B BE
'c@ 8@ D B

S%O "8 ‘@9
8 e @ 622 '%

Figura 3. Representacdo dos filtros seletivos de MIPs de Arab|d0p3|s thaliana. Ao lado de
cada residuo aparece a letra representativa do aminodcido. As cadeias laterais estdo
coloridas de azul para basico hidrofilico, amarelo para hidrofébico e branco para
hidrofilico neutro. O filtro em cada projecédo é visto de maneira perpendicular ao plano da
membrana, a partir do vestibulo extracelular. Adaptado de Wallace e Roberts (2004).

Através de ensaios de mutacdo em aquaporinas vegetais, foi demonstrado que a
substituicdo de um aminoécido do filtro seletivo pode alterar o perfil de seletividade do
canal (Azad et al. 2012). Em aquaporinas de tulipa (Tulipa gesneriana), a substituicdo de
um residuo de isoleucina por um de arginina em LE2 bloqueia a passagem de peroxido de
hidrogénio e ureia. Porém, o filtro seletivo representa apenas um dos niveis de selecdo das
aquaporinas. Em Arabidopsis thaliana, aquaporinas especificas para dgua foram mutadas
de maneira a apresentar os mesmos residuos de aminodcidos identificados nos filtros
seletivos de outras aquaporinas que transportavam ureia e aménio. Apesar das mutacgdes, a
seletividade ndo foi modificada, indicando que outras regides da proteina devem ser
importantes para a sele¢ao dos substratos (Dynowski et al. 2008).

Os motivos NPA, por serem altamente conservados entre as aquaporinas, Sao
comumente utilizados para identificacdo de novas sequéncias de MIPs. Porém, como
revisado por Ishibashi (2006), as aquaporinas podem apresentar um ou ambos motivos
NPA menos conservados, com diferentes composi¢Ges de aminoacidos, como Asn-Pro-
Cys, Asn-Pro-Leu, Ser-Pro-Ala, Ser-Pro-Leu, Asn-Thr-Cys, entre outras. Estudos sugerem

que variagOes nas sequéncias dos motivos NPA sdo importantes para a seletividade,
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exclusdo de cétions, expressdo e estabilidade estrutural das aquaporinas (Hove e Bhave
2011; Wree et al. 2011)

Na tentativa de inferir a funcdo das aquaporinas a partir da sua sequéncia primaria,
diferentes grupos de pesquisa vém procurando outros residuos de aminoécidos e motivos a
partir dos quais seja possivel predizer a seletividade do canal. Através de alinhamentos,
Froger et al. (1998) identificaram cinco residuos, chamados P1-P5, localizados no primeiro
e sexto segmentos transmembrana e na alca E, capazes de distinguir entre aquaporinas
ortodoxas (especificas para o transporte de agua) e gliceroporinas (capazes de transportar
solutos pequenos, como o glicerol). Esses cinco aminoacidos sdo conhecidos coletivamente
como “posicdes de Froger” (Froger’s positions) e sua importancia foi validada para uma
aquaporina do inseto Cicadella viridis através modificacdo de dois desses sitios, 0 que
causou alteracdo na sua permeabilidade ao glicerol (Lagree et al. 1999).

Recentemente, com o uso do servidor online SDPpred (http://bioinf.fob.msu.ru/SD
Ppred), Hove e Bhave (2011) estabeleceram as chamadas posicdes determinantes de
especificidade (SDPs) para aquaporinas. As SDPs variam em localizacdo dependendo da
molécula em questdo, de maneira que diferentes posi¢des determinantes sdo identificadas
para cada substrato (amonia, acido borico, perdxido de hidrogénio, etc.).

Apesar dos avangos na acuracia da predicdo dos substratos transportados pelas
MIPs, ainda é necessaria a confirmacéo experimental para comprovar sua especificidade e,
em alguns casos, ndo existe uma correlagdo clara entre tais sequéncias e o tamanho ou

natureza das moléculas carreadas.

1.3. Aquaporinas Vegetais

Em plantas, as aquaporinas exibem alta multiplicidade de isoformas. Dados
gendmicos estabeleceram o numero de genes de aquaporinas em 35 para A. thaliana
(Johanson et al. 2001), 34 para arroz (Oryza sativa; Sakurai et al. 2005; Nguyen et al.
2013), 23 para videira (Vitis vinifera; Shelden et al. 2009), 47 para o tomateiro (Solanum
lycopersicum; Reuscher et al. 2013), 41 para batata (Solanum tuberosum; Venkatesh et al.
2013) e 53 para a couve chinesa (Brassica rapa; Tao et al. 2014).

Com base em homologia de sequéncia, as aquaporinas de plantas vasculares podem

ser classificadas em cinco subfamilias: Proteinas Intrinsecas de Membrana Plasmatica
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(PIPs, Plasma membrane Intrinsic Proteins), Proteinas Intrinsecas de Tonoplasto (TIPs,
Tonoplast Intrinsic Proteins), Proteinas Intrinsecas do tipo Nodulina-26 (NIPs, NOD26-
like Intrinsic Proteins), Proteinas Intrinsecas Pequenas (SIPs, Small basic Intrinsic
Proteins) e Proteinas Intrinsecas X (XIPs, X Intrinsic Proteins), sendo essas ultimas
recentemente descobertas e ainda sem funcdo conhecida (Li et al. 2014). Apesar de o0s
nomes de algumas subfamilias remeterem a localizacdes subcelulares, essa associagdo nem
sempre é verdadeira, de maneira que PIPs ja foram localizadas no cloroplasto (Uehlein et
al. 2008) e TIPs na membrana plasmética (Gattolin et al. 2011), por exemplo.

Além da classificagdo em subfamilias, andlises filogenéticas permitem uma
classificacdo ainda mais detalhada das MIPs, em subgrupos. A subfamilia PIP, por
exemplo, pode ser dividida em dois subgrupos, PIP1 e PIP2. A subfamilia TIP pode ser
dividida em TIP1, TIP2, TIP3, TIP4 e TIP5. A nomenclatura de aquaporinas vegetais
individuais é baseada nessa classificacdo: cada nome consiste basicamente do subgrupo ao
qual a aguaporina pertence, seguido de ponto e virgula e da ordem em que ela aparece no
dendrograma resultante da analise filogenética, como, por exemplo, TIP1;1, TIP1;2,
NIP4;3, etc. (Fig. 4). Duas letras representativas da especie em que foram encontradas
podem preceder o nome dessas proteinas; é utilizado, por exemplo, Gm para Glycine max,
At para Arabidopsis thaliana e Vv para Vitis vinifera.

O traslado das aquaporinas para as diferentes membranas celulares representa um
dos niveis de regulacdo da sua atividade (Zelazny et al. 2007; Verdoucq et al. 2014). A
expressao de cada gene de aquaporina também é regulada durante o desenvolvimento de
maneira tecido-especifica e modulada por diversos fatores de estresse ambiental (Maurel et
al. 2008). Além disso, as MIPs tém sua atividade regulada por modificacfes pés-
traducionais, heterodimerizagdo e controle de abertura e fechamento do canal, por
exemplo, por variagOes de pH (Tornroth-Horsefield et al. 2006) e presséo de turgor (Leitdo
et al. 2014). Ainda que o volume de estudos acerca das aquaporinas vegetais tenha
crescido muito na Gltima década, a relevancia desses canais para a sobrevivéncia das
plantas no ambiente em que vivem esta apenas comec¢ando a ser compreendida (Ludewig e
Dynowski 2009). Estudos sobre as diferentes fungbes das aquaporinas em plantas tém sido
limitados, em parte, pela alta diversidade genética desses organismos e pelas dificuldades
metodoldgicas para mensurar o transporte através dessas proteinas (Maurel 2007). Nao

obstante, ja existem evidéncias de que as aquaporinas participam dos mais variados
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processos fisioldgicos, como reprodugdo, desenvolvimento e germinagdo de sementes,
expansdo celular, condutividade hidraulica das raizes, resposta a estresses bidticos e
abioticos, simbiose rizobio-leguminosa, nutri¢do vegetal, entre outros (revisado por Maurel
et al. 2008; Gaspar 2011; Li et al. 2014).

— PIP1;1
be—— PiP1;2

PIP1;3 | PIP1s
—_— PIP1;4

PIP1;5
PIP2;1

PIP2;3
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PiIP2s
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TIP1;1

—I_—_ TIP1;2 | TIP1s
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TIP2:2 | TIP2s
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NIP2;1
NIP3;1
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I | NiP4s
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Figura 4. Dendrograma das aquaporinas de Arabidopsis, adaptado de Johanson et al.
(2001).
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1.4. Fertilizacdo Nitrogenada

O nitrogénio € um nutriente essencial para as plantas, fundamental nos mais
diversos processos bioldgicos por ser componente de acidos nucleicos, proteinas e
cofatores. A baixa disponibilidade desse nutriente no solo limita o crescimento e
desenvolvimento vegetal e, consequentemente, o rendimento agricola (Gutiérrez 2012).
Para manter a produtividade, é necessario o uso de fertilizantes para repor o nitrogénio
removido do solo pela propria colheita, pela volatilizacdo e pela lixiviagdo. Dentre todos 0s
fertilizantes a base de nitrogénio, a ureia € o de maior consumo, representando cerca de
metade do total de fertilizantes nitrogenados utilizados no mundo (http://faostat3.fao.org;
dados de 2002). A preferéncia pela ureia deve-se a uma combinacdo de vantagens: ela
possui alto conteldo de nitrogénio, baixo custo de producdo, apresenta uma taxa de
transformacdo mais lenta a nitrato (a forma mais sujeita a lixiviagdo) por microrganismos e
sua degradacédo no solo pode ser retardada pela adicdo de inibidores de urease (Kojima et
al. 2006). Entretanto, a efetiva utilizacdo de fertilizantes nitrogenados pelas plantas ¢
pouco eficiente, raramente ultrapassando os 50% (Hungria et al. 2001). Assim,
praticamente metade dos fertilizantes nitrogenados aplicados a cultura sdo perdidos, seja
por lixiviacdo, transformacdo em formas gasosas ou desnitrificacdo, o que gera danos
econdmicos e ambientais expressivos por agregar altos custos ao cultivo e liberar grandes
quantidades de amonia toxica e 6xidos no meio ambiente (Wang et al. 2008).

A importancia do nitrogénio para a produtividade agricola é ainda maior em plantas
com alto conteddo de nitrogénio nas sementes, como é o caso da soja (Kinugasa et al.
2012). O Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial de soja
(https://www.embrapa.br/soja; dados de 2014) e figura como o pais com maior &rea
potencial para expansdo do seu cultivo (Dall’Agnol et al. 2010). A soja é a principal
commodity agricola do pais, com o maior faturamento bruto e lider nas exportacGes do
agronegocio, sendo que para a safra 2014/2015 ¢ esperado que a cultura alcance o patamar
de 31 milhdes de hectares (Hirakuri 2014). Porém, os fertilizantes representam um ponto
vital para a viabilidade econémica da sojicultura: juntamente com o custo de produtos
fitossanitarios, o custo agregado da fertilizacdo representa o principal estrangulamento da

producéo de grdos no contexto atual (Hirakuri 2014).
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Segundo dados da Embrapa, as culturas mais importantes no Brasil, tanto pela
extensdo da area que ocupam como pelo alto consumo de fertilizantes, s@o soja, cana-de-
acucar, milho, feijoeiro comum, feijdo-caupi, arroz e trigo (www.embrapa.br; dados de
2014). Apesar de serem culturas que, em algum grau, podem ser beneficiadas por
processos bioldgicos, como a fixacdo biolégica de nitrogénio, juntas, essas culturas
consomem mais de 1,9 milhdes de toneladas de fertilizantes nitrogenados por ano. A
estimativa € de que em 2030 a area cultivada com estas culturas ultrapasse 70 milhdes de
hectares e 0 consumo de fertilizante nitrogenado seja superior a 2,5 milhdes de toneladas
(https://www.embrapa.br, dados de 2014). Fica claro que uma economia substancial para
agricultores em termos de reducdo de uso de fertilizantes poderia ser alcancada
aumentando-se a eficiéncia do metabolismo de nitrogénio em plantas de interesse agricola.

O emprego de organismos diazotroficos na agricultura como modo de aumentar a
eficiéncia da fixacdo de nitrogénio pelas culturas é bastante comum, principalmente nas
culturas de soja. No entanto, a eficiéncia do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio
depende de muitos fatores, como a compatibilidade entre bactérias e plantas hospedeiras,
competicédo pela infeccdo das plantas e diferentes condi¢cdes ambientais (Terpolilli et al.
2012). A alta salinidade do solo, por exemplo, caracteristica de grande parte da superficie
terrestre, pode ter efeitos negativos tanto na sobrevivéncia da bactéria e na atividade
fotossintética e crescimento das plantas, quanto na infeccdo e colonizacdo, estrutura e
funcdo do nodulo (Zahran 1999). Fungicidas, amplamente utilizados para o controle de
doencas importantes das culturas, também podem afetar varios passos da simbiose, desde a
taxa de crescimento e sobrevivéncia da bactéria até a formacdo dos nodulos e eficiéncia na
fixacdo de nitrogénio (Campo et al. 2009). A aplicacao de herbicidas nas lavouras também
afeta a fixacao bioldgica de nitrogénio, podendo reduzir o nimero de nddulos, a area foliar
e 0 acumulo de nitrogénio na parte aérea (Zobiole et al. 2007). Mesmo em soja transgénica
resistente ao herbicida glifosato, que em 2008 ja representava aproximadamente 70% da
plantacdo mundial de soja (James 2008), sdo observados fortes efeitos negativos desse
composto na eficiéncia da simbiose (Zobiole et al. 2010). Em regides tropicais, como no
Brasil, a acidez e a baixa fertilidade do solo, as altas temperaturas e o estresse hidrico
também sdo limitantes da contribuicdo efetiva desta pratica (Hungria e Vargas 2000).

Considerando todos esses fatores, torna-se evidente a importancia da busca por alternativas
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para 0 aumento da eficiéncia do metabolismo de nitrogénio em plantas economicamente

importantes.

1.5. Metabolismo da Ureia

Nas Ultimas décadas, diversos transportadores responsaveis pela absorcdo e
distribuicdo de compostos nitrogenados em plantas foram identificados (Rentsch et al.
2007). E interessante mencionar que a primeira aquaporina identificada em plantas foi a
nodulina-26 de soja, expressa especificamente em nodulos simbioticos e permeavel a
amonia (Fortin et al. 1987; Wallace et al. 2006). Também ja foi identificada uma série de
transportadores de outras formas de nitrogénio, como transportadores de ureideos e
amino&cidos (Tegeder 2014). Em relacdo a ureia, durante muito tempo acreditou-se que,
por apresentar baixo peso molecular e carater neutro, essa molécula entrasse na célula
vegetal por simples difusdo através das membranas (Galluci et al. 1971). A primeira
evidéncia experimental confiavel de que a absorcdo de ureia pela célula vegetal poderia
ocorrer por intermédio de proteinas ocorreu somente em 1988 (Wilson et al. 1988), mas a
identificacdo das proteinas em questdo ocorreu mais de dez anos depois (Gerbeau et al.
1999; Liu, Ludewig, Frommer, et al. 2003). Portanto, os aspectos moleculares e
fisioldgicos do transporte de ureia pelas plantas estdo recém emergindo.

Outra hipotese bastante difundida é a de que as plantas assimilam basicamente a
amonia e o nitrato gerados pela conversédo microbiana da ureia no solo. Assim, a absor¢éo
de ureia diretamente do solo pela planta e a hidrélise interna da ureia ndao eram
considerados processos significativos. Essa visdo esta sendo agora desafiada pela
constatacdo de que as plantas possuem transportadores de ureia, tanto ativos quanto
passivos, hidrolisam-na de maneira bastante eficiente e sdo capazes de utilizar a ureia
como a Unica fonte de nitrogénio (Witte 2011).

Até hoje, os Unicos transportadores ligados ao transporte de ureia em plantas sao o0s
homdlogos de DUR3 e as aquaporinas (Wang et al. 2008). DURS3 foi identificado por Liu
et al. (2003) em Arabidopsis, através de um ensaio de complementacdo funcional em
levedura. DUR3 possui 14 hélices transmembrana e foi caracterizado como um
transportador ativo, que cotransporta ureia e prétons, mesmo contra um gradiente de

concentracdo. Ha evidéncias da participacdo desse transportador na captacdo de ureia do
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ambiente e também no transporte interno de ureia, ja que apresenta maior expressao sob
deficiéncia de nitrogénio na membrana plasmatica de células de raizes, tanto em pelos
radiculares como perto do xilema, e durante a germinacdo de sementes (Liu, Ludewig,
Frommer, et al. 2003; Kojima et al. 2007). Mutacdes do gene de DUR3 em linhagens de
Arabidopsis confirmaram a relevancia bioldgica desse processo na planta. A alta afinidade
de DURS3 pelo substrato deve refletir uma adaptacdo das plantas aos baixos niveis de ureia
normalmente encontrados em solos néo fertilizados (Kojima et al. 2007).

A primeira demonstragdo do transporte de ureia por aquaporinas em plantas se deu
em 1999, quando um homologo de TIP de tabaco (Nicotiana tabacum) foi expresso em
odcitos de Xenopus, mostrando-se permeavel a agua, glicerol e ureia (Gerbeau et al. 1999).
Apos, esse transporte foi relatado para algumas outras MIPs de plantas superiores, como A.
thaliana, abobrinha (Cucurbita pepo), arroz (O. sativa), trigo (Triticum aestivum), tulipa
(T. gesneriana) e milho (Zea mays, Klebl et al. 2003; Liu, Ludewig, Gassert, et al. 2003;
Gaspar et al. 2003; Holm et al. 2005; Soto et al. 2008; Mitani et al. 2008; Gu et al. 2012;
Azad et al. 2012). Apesar disso, ainda ndo se sabe se a conducgédo de ureia por aquaporinas
em plantas possui relevancia fisioldgica ou se a ureia simplesmente ndo é excluida desses
canais (Witte 2011). AtTIP4;1 de Arabidopsis foi identificada como transportadora de
ureia em um ensaio de complementacao em levedura (Liu, Ludewig, Gassert, et al. 2003) e
é induzida em plantulas apos cinco dias de privacdo de nitrogénio (Kim et al. 2008). Em
mutantes com superexpressdao do gene de AtTIP4;1, ndo sdo observadas alteracdes
fenotipicas em resposta a uma série de estresses, como salinidade e seca. A resposta desses
mutantes a presenca de ureia ndo foi testada em plantas intactas, porém, folhas
superexpressando AtTIP4;1 em contato com uma solucéo de ureia marcada com carbono-
14 apresentaram maior absor¢do dessa substancia em comparacdo com folhas controle
(Kim et al. 2008). Um primeiro indicio da relacdo entre a disponibilidade externa de ureia
e 0S niveis de expressdo de aquaporinas vegetais foi constatado em um estudo de
transcriptoma em Arabidopsis, onde dois genes de aquaporinas tiveram a expressdo
aumentada por ureia em raizes (Mérigout, Lelandais, et al. 2008). Entretanto, um desses
genes parece codificar uma pseudoaquaporina (primeiro motivo NPA ausente; Johanson et
al. 2001) e a aquaporina codificada pelo outro gene (AtNIP2;1) ndo foi testada para o
transporte de ureia. O gene AtTIP4;1 citado acima ndo apresentou expressdo alterada

nessas condicOes. Desde entdo, ndo foram publicadas mais pesquisas neste tdpico.
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Apesar de a ureia ser continuamente produzida em pequenas quantidades pela
planta, principalmente através da acdo da arginase (Polacco et al. 2013), e poder ser
transportada de uma fonte externa, ela ndo se acumula nas células por causa da expressdo
praticamente constitutiva da enzima urease (Polacco e Winkler 1984; Sirko e Brodzik
2000). Ureases sdo enzimas niquel-dependentes que catalisam a hidrolise da ureia em
didxido de carbono e amdnia (Dixon et al. 1975), que é entdo assimilada pela planta.

As ureases vegetais foram extensivamente estudadas em soja, que possui duas
isoformas dessa enzima: a embrido-especifica, encontrada na semente, e a ubiqua, expressa
em todos os tecidos analisados (Polacco e Winkler 1984; Torisky e Polacco 1990; Torisky
et al. 1994). Um terceiro gene de urease foi encontrado no genoma da soja, porem, devido
ao grande numero de mutacdes presentes, prediz-se que este seja inativo (Real-Guerra et
al. 2013). E interessante salientar que, apesar de abundante, a urease embrido-especifica de
soja ndo parece ter funcdo assimilatoria essencial (Stebbins et al. 1991). Em vez disso, ha
evidéncias de envolvimento dessa proteina em mecanismos de defesa das plantas, por
apresentar, por exemplo, propriedades inseticida e fungicida independentes da sua
atividade ureolitica (Follmer et al. 2004; Becker-Ritt et al. 2007).

A atividade ureésica detectada em outros 6rgdos vegetais ja teve confirmada a sua
importancia para a fisiologia da soja: mutantes urease-negativos (Stebbins et al. 1991) e
plantas de soja cultivadas em privacdo de niquel (Eskew et al. 1983) ou tratadas com
inibidores da atividade ureésica (Todd e Polacco 2004) acumulam ureia nos tecidos, o que
causa necrose foliar. A importancia dessas enzimas na assimilagdo da ureia também ja foi
demonstrada em outras plantas, como arroz e batata (Gerendas et al. 1998; Witte et al.
2002).

Apesar da associacdo cada vez mais clara entre ureases e 0 metabolismo de ureia
em plantas, ndo foram ainda realizados estudos que relacionem alteragdes nos niveis de
expressao dos transportadores de ureia e, portanto, alteracdes na absorcdo e transporte
dessa molécula, com a expressao da enzima responsavel pelo seu consumo. Além disso,
outras questdes referentes a eficiéncia do uso da ureia também permanecem sem resposta.
Plantas cultivadas em ureia como a Unica fonte de nitrogénio apresentam crescimento
reduzido e, em alguns casos, sinais de deficiéncia de nitrogénio quando comparadas a
plantas cultivadas em nitrato de amoénio (Gerendas e Sattelmacher 1997; Meérigout,

Lelandais, et al. 2008; Cao et al. 2010). Apesar de 0s autores sugerirem algumas
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explica¢Ges, como menor absorcéo dessa forma de nitrogénio, as razdes moleculares para o
uso ineficiente da ureia ainda ndo foram esclarecidas (Witte 2011). E preciso considerar
gque ndo somente a absorcdo, mas também o transporte interno e armazenamento das
formas de nitrogénio sdo importantes para 0 metabolismo e para a eficacia do uso dos
fertilizantes. A adicdo de inibidores de urease aos fertilizantes para desacelerar a clivagem
de ureia no solo foi um primeiro passo bem sucedido para diminuir as perdas de nitrogénio
(Gans et al. 2006; Soares et al. 2012). Porém, para que novas estratégias sejam elaboradas
nesse sentido, mais pesquisas sdo necessarias para entender os efeitos da nutri¢cdo por ureia
em plantas.

Uma etapa fundamental para o entendimento dos processos envolvidos na nutricdo
nitrogenada em soja é a identificacdo e caracterizacdo das proteinas responsaveis pelo
transporte das diferentes fontes de nitrogénio. Até o presente momento, transportadores de
ureia de soja ndo haviam sido identificados. Estudos recentes revelaram a presenga de um
numero grande de genes de aquaporinas no genoma dessa planta: foram identificados 66
genes por Zhang et al. (2013) e 72 genes por Deshmukh et al. (2013). SDPs para o
transporte de ureia foram encontradas em 46 proteinas deduzidas (Zhang et al. 2013),
porém, ndo foram realizados ensaios para a confirmacdo dessa capacidade. Um
conhecimento mais profundo acerca dos transportadores de ureia em soja e sua regulacéo
pela fonte externa de nitrogénio ndo somente proporcionard uma melhor compreensdo da
importancia da ureia na nutricdo nitrogenada da planta, mas também podera permitir uma

melhora na sua utilizagdo como fertilizante nitrogenado na producéo agricola.
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2. Justificativa e Objetivos

As aquaporinas estdo envolvidas em uma série de processos fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento vegetal, como resposta a estresses e nutricdo mineral. O
nitrogénio € um dos nutrientes indispensaveis a planta e a ureia € o fertilizante nitrogenado
mais utilizado no mundo, com aplicacdo substancial nas plantacGes de soja. Apesar da
importancia econdmica mundial dessa planta, informagdes acerca do conjunto de
aquaporinas presente nessa espécie sao escassas e contraditdrias. Portanto, caracterizar as
aquaporinas presentes em soja provera informacGes de suma importancia para futuros
estudos acerca dos mecanismos moleculares de equilibrio hidrico, assimilacdo de
nutrientes e resposta a estresses nessa cultura. Alem disso, investigar a relevancia
fisiologica das aquaporinas e ureases de soja no transporte e metabolismo de ureia podera
permitir a exploracdo de novas estratégias para melhorar a eficiéncia do uso de nitrogénio
na agricultura.

Os objetivos especificos dessa tese sdo:

e Identificar os genes de aquaporinas presentes do genoma da soja;

e Caracterizar estruturalmente as proteinas deduzidas;

e Caracterizar funcionalmente aquaporinas pertencentes a diferentes subgrupos em
relacdo ao transporte de 4gua e outros substratos;

e Avaliar os niveis de expressdo de aquaporinas e ureases de soja em plantas

crescidas na presenca de diferentes fontes de nitrogénio.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Identificacédo dos Genes de Aquaporinas em Soja

Para a identificacdo das aquaporinas presentes em soja, foi inicialmente realizada
uma busca através de BLASTP no genoma da soja, disponivel na base de dados do
Phytozome (http://phytozome.net; Goodstein et al. 2012). Para a busca, foram utilizadas
sequéncias de aquaporinas conhecidas: aquaporin-1 de Bos taurus (ID: NP_777127.1);
GlpF de E. coli (ID: WP_032330355.1) e as 35 sequéncias de aquaporinas de A. thaliana,
obtidas no Phytozome (Johanson et al. 2001). As sequéncias encontradas foram analisadas
no programa Geneious versdo 6.1.6 (http://www.geneious.com; Kearse et al. 2012) para
verificacdo do tamanho e da presenga dos dominios conservados. Todas as sequéncias
selecionadas foram submetidas a predicdo de hélices transmembrana através do servidor
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM; Krogh et al. 2001).

3.2. Anédlise de Sequéncia das Aquaporinas de Soja

Com o objetivo de identificar os residuos de aminoacidos que formam o filtro
seletivo e os motivos NPA, foi realizado um alinhamento mdaltiplo através do ClustalW
(Larkin et al. 2007) com todas as sequéncias identificadas em soja e outras 37 sequéncias
de aquaporinas, cujos filtros seletivos ja foram identificados previamente (Fu et al. 2000;
Johanson et al. 2001; Sui et al. 2001; Toérnroth-Horsefield et al. 2006).

Cada sequéncia identificada foi utilizada como query para uma busca por
sequéncias similares no banco de dados do NCBI. Os primeiros 20 resultados de cada
busca foram analisados para classificacdo das aquaporinas de soja nos diferentes subgrupos

descritos para essa familia.

3.3. Predicdo da Localizacdo Subcelular

A predicdo da localizacdo subcelular foi realizada in silico atraves dos servidores
BaCelLo (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello; Pierleoni et al. 2006), LocTree3
(https://rostlab.org/services/loctree3; Goldberg et al. 2014), MemLaoci (http://mu2py.bioco
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mp.unibo.it/memloci; Pierleoni et al. 2011) e Protein Prowler (http://bioinf.scmb.uqg.edu.a

u:8080/pprowler_webapp_1-2; Hawkins e Bdden 2006).

3.4. Modelagem Molecular por Homologia e Anélise Estrutural

Para a modelagem molecular comparativa, foram selecionados trés possiveis
moldes: AQP1 de Bos taurus (PDB ID 1J4N); GIpF de E. coli (PDB ID 1FX8) e SoPIP2;1
de S. oleracea na sua conformacdo aberta (PDB ID 2B5F), todos com estruturas
tridimensionais determinadas por cristalografia (Fu et al. 2000; Sui et al. 2001; Térnroth-
Horsefield et al. 2006).

As sequéncias molde e os alvos foram alinhados através do ClustalW e a
modelagem molecular foi realizada com o uso do programa Modeller 9v10 (Marti-Renom
et al. 2000; Eswar et al. 2006). Foram construidos dez modelos para cada alvo. A
modelagem foi realizada em colaboragdo com o Dr. Rodrigo Ligabue Braun, no
Laboratorio de Bioinformatica Estrutural liderado pelo Professor Dr. Hugo Verli.

A qualidade estereoquimica dos modelos foi avaliada através do programa
Procheck (Laskowski et al. 1993). Os modelos também foram avaliados visualmente,
descartando os que apresentavam padrdes estruturais ndo condizentes com o padrdo geral
bem conservado das aquaporinas (como sitios NPA deslocados em relagdo a sua
localizagdo candnica).

As representacGes gréaficas das proteinas foram geradas utilizando o programa
PyMOL Molecular Graphics System versdo 1.7.4 (Schrédinger LLC). Para calcular o raio
ao longo do canal das aquaporinas, foi utilizado o programa MOLE 2.0 (Sehnal et al.
2013).

3.5. Plantas de Soja e Tratamentos

Sementes de soja (Glycine max cultivar Williams 82) foram esterilizadas com
etanol 70% e com hipoclorito de s6dio 1%, lavadas com agua destilada e germinadas em
papel filtro umedecido, no escuro a 28 °C. Ap6s o surgimento da raiz primaria, as sementes
germinadas foram transferidas para sistema hidropbnico e mantidas a 28 °C com

fotoperiodo de 16 h e solucdo nutritiva estéril de Hoagland e Arnon (1950), com
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modificacGes (400 uM de CaSOs, 200 uM de MgSOs, 43,5 UM de (NH4)2SOs, 0,2 UM de
MnSOs, 0,03 UM de CuSOs, 0,08 UM de ZnSO4, 3 uM de NaCl, 0,01 uM de Na2MoOs e
10 uM de FeCls). Nos tratamentos com ureia, esta foi adicionada na concentra¢do de 2 mM
em substituicdo ao sulfato de amdnio apds o sétimo dia de cultivo. As soluc¢des nutritivas
foram renovadas a cada 2 dias.

A andlise do perfil de expressdo das aquaporinas ao longo do desenvolvimento da
planta foi realizada em semente quiescente, semente germinada (trés dias em papel filtro
umedecido), radicula, hipocotilo e cotilédones (trés dias apds a germinacao) e raizes, caule
e folhas (uma semana e um més apds a germinacgdo) de plantas cultivadas em solugédo
nutritiva com sulfato de amonio.

Para comparar a expressao dos genes de aquaporinas e ureases em soja cultivada
com diferentes fontes de nitrogénio, foram utilizadas raizes (4 cm abaixo dos cotilédones)
e parte aérea (caule e folhas, 4 cm acima dos cotilédones) de plantulas crescidas em
solucdo nutritiva contendo sulfato de aménio ou ureia por um, trés e sete dias. Todas as
amostras foram coletadas no mesmo horério, das 13 h as 15 h, durante o ciclo claro, de

maneira a evitar possiveis diferencas de expressdo temporal circadiana.

3.6. Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total dos tecidos foi extraido imediatamente apds a coleta com o kit
GeneJet Plant RNA Purification (Thermo Scientific), seguindo as orientacbes do
fabricante, e as amostras submetidas a tratamento com desoxirribonuclease | (Sigma-
Aldrich). A sintese de cDNA a partir do RNA total isolado foi feita com o kit RevertAid
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific), conforme especifica¢cdes do fabricante,

utilizando iniciadores oligo(dT).
3.7. Analise da Expressao Génica

A expressdo dos genes TIP1;9 e TIP2;5 foi analisada por PCR semiquantitativo,
utilizando o termociclador Techne TC412 e iniciadores especificos (Tab. 1) desenhados

com o servidor Primer3 (http://primer3.ut.ee; Untergasser et al. 2012). O gene da actina de

soja (Glyma08g15480.1) foi utilizado como controle. As seguintes condi¢Ges foram
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utilizadas nas reacGes: 94 °C por 3 min (desnaturagéo inicial), 40 ciclos a 94 °C por 30 s
(desnaturacgéo), 60 °C por 30 s (anelamento) e 72 °C por 60 s (extensdo) e extensao final a
72 °C por 5 min. Para a visualizacdo dos resultados nos geis de agarose, foi utilizado o

corante fluorescente de &cidos nucléicos GelRed (Biotium).

Tabela 1. Iniciadores utilizados para técnica de PCR semiquantitativo.

Gene Iniciador Senso Iniciador Antisenso

GmTIP1;9 CAAATTCATCACCGGCGGAC ACATAAACCCAGCAAGCCCA
GmTIP2;5 CAGTGTTGCTGCGGGAATTG GCAACACTATACTAGGGAAAGCCAT
Actina GTTCTCTCCTTGTATGCAAGTG CCAGACTCATCATATTCACCTTTAG

PCR quantitativo em tempo real foi utilizado com o objetivo de comparar os niveis
de expressdo das aquaporinas e ureases nos tratamentos feitos com ureia ou sulfato de
amonio. Os genes foram selecionados com base na identidade de sequéncia com MIPs de
outras plantas que ja foram demonstradas como transportadoras de ureia. Os iniciadores
especificos (Tab. 2) para dezesseis aquaporinas e para duas isoformas de urease de soja
(urease ubiqua, UreU; urease embrido-especifica, UreEB) foram desenhados com o uso do
servidor Primer3 (Untergasser et al. 2012). Para normalizar a quantidade de RNA presente
em cada amostra, 0s genes da metaloprotease dependente de zinco (MTP) e da proteina
Fbox foram utilizados como controles internos (Wiebke-Strohm et al. 2012). A técnica foi
realizada em termociclador modelo Eco (Illumina) com o kit gPCR-Sybr Green (Ludwig
Biotec). As seguintes condi¢Ges reacionais foram utilizadas: 95 °C por 5 min (desnaturacao
inicial) e 40 ciclos a 95 °C por 10 s (desnaturacédo), 60 °C por 15 s (anelamento) e 72 °C a
15 s (extensdo). O fator de diluicdo utilizado para o cDNA foi de 1:20. As curvas de
dissociacdo foram realizadas em temperaturas variando de 55 °C a 95 °C, com aumento
gradual da temperatura (0,1 °C/s). Ensaios foram realizados em quadruplicatas técnicas de
duas amostras bioldgicas. A analise dos dados foi feita por quantificacdo comparativa,
utilizando o método 224t (Livak e Schmittgen 2001). Foi realizada analise de variancia

(ANOVA) e as médias foram comparadas usando o teste de Tukey com confianca de 0,05.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para técnica de PCR em tempo real.

Gene Iniciador  Sequéncia

Senso CTGCTGGAATCTCAGGGGGTCATAT
Antisenso GCTCGAACCCCTTAACTACACCAG

GmPIP1;1
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GmPIP1;6

Senso
Antisenso

TGCTGGAATTTCAGGGGGACACAT
CCCTCAAAGCCCTTCACCACAC

Tabela 2. Continuagéo.

Gene

Iniciador

Sequéncia

GmPIP2;6

GmPIP2;14

GmTIP1;4

GmTIP1;6

GmTIP1;7

GmTIP1;8

GmTIP1;9

GmTIP2;2

GmTIP2;3

GmTIP2Z;4

GmTIP2;5

GmTIP2;7

GmTIP3;2

GmTIP4;1

GmTIP4;2

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso
Antisenso

Senso

AATCTCTGGGGGACACATCAACCC
AACGATTTCTGGAACCCTTTGGCC

CTGGGATTTCAGGAGGTCACATTAAC
ACTTTTGGAAAGCCTTAACTAAACCAACTC

GGGCATGTTAACCCTGCTGTCAC
AGATGTTTCCAATCCACCAGTGGCAA

ACTCGGCTCTGTCGTTGCTT
CACTGCAGTTGCGTACACCG

TCACTGCCTCCCCTGTTCCA
CAATAATTCCCAAATTGCCCTTCTTGGGG

ACCTTCGGCGCCTTCGTC
ACCCTTCTTGGGGTCAATGGC

CCGGCGGACAGGATGTACC
CTCCCAAACTACCCCTCCTGCT

TCGCTTACAACGAGCTTACAAAAGATGCA
ATCCAAAAGTAACAGCTGGGTTCAAATGG

GGTTTTGCACTCTTTGTTGCAGTTTCTGTT
AGAAGCCACACTGTGGATTGGAGTT

GGTTTTGCACTCTTTGTTGCAGTTTCTGTC
TGAAGCCACACTGTGGATTGGAGT

AGCCTATGCTAAGTTGACATCAGATGCAG
AACCCAAAGGTCACAGCAGGG

TCAGCCATAGCCTATGCTAAGTTGACATCA
GGTCACAGCAGGGTTCACATGG

AGCCTTGCTTTGGTTAAGATTTACCAGGA
AAATGTCACAGCTGGGTTGACATGG

CCTCAACCCCGCCGTCA
GAACTGGAGTTGCCTGTCCTCCT

CATCTTTCGTTCCCTGCTCTATTGGATTGA
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Antisenso TACAAACCCAACCAGTGTGGGC

Senso ATCCCGCGGTTTCTCTTGC

mNIP2:1
G "™ Antisenso CAGCAGGTGATGTTCCTCCAAT

Tabela 2. Continuagéo.

Gene Iniciador ~ Sequéncia

UreU Senso CTGTGAAGAATGTGAGGAAGCTCACCA
Antisenso AGTCTTGGCTGCGGTGCAG

UreEB Senso ACCCAACACGCCCTTTAACACTCAATACTA
Antisenso ATCGTTCCTTCTCTTATCCTTGAACATGC

Fbox Senso AGATAGGGAAATGGTGCAGGT
Antisenso CTAATGGCAATTGCAGCTCTC

MTP Senso ATGAATGACGGTTCCCATGTA

Antisenso GGCATTAAGGCAGCTCACTCT

3.8. Leveduras e Meios de Cultura

A linhagem de Saccharomyces cerevisae YLL043W (BY4742; MATa; ura3A0;
leu2A0; his3A1; lys2A0; YLL043w::kanMX4), com delecdo do gene da aquagliceroporina
FPS1, foi obtida da EUROSCARF (European Saccharomyces cerevisiae Archive for

Functional Analysis — Johann Wolfgang Goethe University, Alemanha) e a linhagem
YNVWI (Aura3), com delecdo do transportador de ureia DUR3, foi gentilmente cedida
pelo Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR).
Ao longo do texto essas linhagens serdo referenciadas como AFPS1 ¢ ADUR3. Ambas
possuem o gendtipo Aura3, de maneira que sdo incapazes de crescer em meio deficiente de
uracila. Esse fenétipo foi complementado pelo plasmideo pYES2 (Invitrogen), que contém
0 gene ura3 como marca de selecdo e é induzivel por galactose.

Meio rico YPD (extrato de levedura 1%, peptona bacterioldgica 2% e glicose 2%)
foi utilizado para manutencdo e crescimento das leveduras ndo-transformadas. Para
manutencdo e crescimento das leveduras transformadas foi utilizado meio YNB sem
uracila (YNB 0,68%, Sigma-Aldrich Yeast Synthetic Drop-out Media Supplement 0,08% e
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glicose 2%), substituindo a glicose por rafinose 2% e galactose 1% para expressdo dos

genes de interesse. Para 0os meios sélidos foi adicionado agar a 2%.

3.9. Clonagem dos Genes de Aquaporinas em Leveduras

Iniciadores foram desenhados nas extremidades 5’ e 3’ de cada gene, com adi¢éo de
sitios de restricdo para clonagem e correta inser¢do no vetor de expressao (Tab. 3). Os
genes foram amplificados por PCR pela enzima Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen). As seguintes condic¢Ges foram utilizadas nas reacdes: 94 °C por 2 min
(desnaturagéo inicial), 35 ciclos a 94 °C por 30 s (desnaturacdo), 55 °C por 30 s
(anelamento) e 68 °C por 60 s (extenséo) e extenséo final a 68 °C por 5 min.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para amplificacdo de cDNAs completos.

Gene Iniciador Sequéncia

Senso GGCGGCTCGAGAAAAAAATGTCTGCGTACCGCAGCGCCATC

GmTIP1;9 .
Antisenso CGCCTCTAGATTAATAATAACTTCTGCGAAACCTCTGACGGCTA

Senso GGCGGGCGGCCGCAAAAAAATGGCTGGCATAGCATTC

GmTIP2;5 .
Antisenso  CGCGCCTCGAGTCAAAATTCAGTAGCGAGAGG

Senso TAACCAGCGGCCGCAACACAATGTCTGCAACCCGTAGATATTCTTTTGG

mTIP3;2
© S Antisenso TCGCCCTCGAGCTAGTAATCTTCAGGAGCCAAAGGTT

Senso TAACCAGCGGCCGCAACACAATGTCTGAGGGGACCAGCAGCC

GmNIP2;1 .
Antisenso TCGCCCTCGAGTCACACCAAGCATCTTTGGTC

Os cDNAs completos das aquaporinas de soja amplificados por PCR foram
clonados no vetor p-GEM-T Easy (Promega) e transformados em células competentes de
E. coli DH5a por choque térmico. As células foram plaqueadas em meio Luria Bertani
(triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 1,5%) com ampicilina 100 pg/mL
e, apos crescimento overnight das coldnias transformadas, o vetor foi purificado utilizando
um kit de purificacdo de DNA plasmidial (Ludwig Biotec) e os genes completos das
aquaporinas foram clivados do vetor p-GEM-T Easy com as enzimas de restricdo
apropriadas (Xhol e Xbal ou Notl e Xhol) e inseridos no mesmo sitio do plasmideo de
expressdo pYES2 (Invitrogen). O sequenciamento dos genes foi realizado através de
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servico prestado pela ACTGene Andlises Moleculares (Ludwig Biotec). Para
transformacdo das células de S. cerevisiae foi empregado, seguindo as instrucGes do
fabricante, o Yeast Transformation Kit (Sigma). Os transformantes foram selecionados em

meio de cultura na auséncia de uracila.

3.10. Complementacéo Funcional em Levedura

O ensaio de estresse osmatico foi realizado com células de S. cerevisiae AFPS1
expressando as aquaporinas de interesse ou contendo o pYES vazio (controle). As células
foram crescidas em meio liquido YNB por 18 h a 30 °C, diluidas para obtencdo de
absorbancia (600 nm) de 0,5 e foram feitas dilui¢Bes seriadas (1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000) e
plagueamento em meio sintético minimo sem uracila complementado com 1 M de NacCl.
Da mesma maneira, essa linhagem foi utilizada para verificar o transporte de peréxido de
hidrogénio e acido boérico pelas aquaporinas de soja, utilizando o0 mesmo meio de cultura
complementado com 2,5 mM ou 3,0 mM de H202 ou 20 mM de H3BOz. As diferengas nos

fenotipos foram registradas apds cinco dias de incubacao.

3.11. Espectroscopia de fluorescéncia (stopped-flow)

A permeabilidade a 4gua e ureia das aquaporinas de soja expressas em S. cerevisiae
foi analisada por espectroscopia de fluorescéncia pela técnica de interrupcdo brusca do
fluxo (stopped-flow), realizada no Laboratorio de Transporte Biologico, na Universidade
de Lisboa. Leveduras AFPS1 ou ADUR3 foram cultivadas em meio sintético minimo sem
uracila com galactose para inducdo da expressdao dos genes de aquaporinas. Células
transformadas com o pYES vazio foram utilizadas como controle. As células foram
lavadas trés vezes em solucdo com 1,4 M de sorbitol, pH 5,0, e ressuspendidas na mesma
solucdo (3 mL/g). Apos, foram incubadas em gelo por 90 min e entdo a 30 °C por mais 20
min com 100 puM do precursor ndo-fluorescente diacetato de 5-(6-)carboxifluoresceina
(CFDA). Essa molécula é intracelularmente hidrolisada liberando sua forma fluorescente
(excitacdo/emissdo: 492/517 nm), que ndo é capaz de permear a membrana e possui a
propriedade de autoextin¢do da fluorescéncia (self-quenching). Quando submetidas a um

choque osmotico, as células respondem alterando seu volume através da entrada ou saida
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de 4gua. Da mesma forma, quando sujeitas a um gradiente de concentragdo com um soluto
permeante, como glicerol ou ureia, a entrada ou saida desse soluto é acompanhada por
movimentos de 4agua, também provocando alteracbes do volume intracelular e,
consequentemente, variagfes na concentracdo do fluoréforo. Assim, uma diminuigdo do
volume induz a um aumento da concentragdo do fluoréforo, resultando em uma diminuicéo
da fluorescéncia que obedece a uma relacdo linear. Desse modo, os sinais de fluorescéncia
obtidos pelo aparato de stopped-flow podem ser convertidos em sinais de variacéo relativa
de volume celular.

Para caracterizar o transporte de agua e ureia das linhagens de S. cerevisiae
transformadas com as diferentes construcdes, as células equilibradas em uma solugdo com
1,4 M de sorbitol foram confrontadas com igual volume de diferentes solucGes
hiperosméticas em um equipamento de stopped-flow (HI-TECH Scientific PQ/SF-53) com
temperatura controlada e interface computacional (IBM PC/AT 80386). Para a anélise da
permeabilidade & agua, foram utilizadas as leveduras AFPS1 e 2,1 M de sorbitol como
solucdo hiperosmotica. Como a membrana celular é impermedvel ao sorbitol, o gradiente
osmético criado provoca um movimento de saida de &dgua da célula, resultando em uma
diminuicdo do volume celular e aumento da concentracdo do fluoréforo, o que implica na
diminuicdo da fluorescéncia. A cada sinal é feito o ajuste (fitting) de uma exponencial
simples, a partir do que a constante de velocidade do processo (k) pode ser obtida (equacéo
1). O coeficiente de permeabilidade (Pf), expresso em cm/s, pode ser estimado pela relacéo

linear com k (equacéo 2), de acordo com Soveral et al. (2007).

I = -AICD + ], Equagéo 1

Pr = K(Vo/A)(1/Vw(0SMout)w) Equacéo 2
Nas equacdes, Al representa a amplitude do sinal (unidades arbitrarias), t é o tempo

(s), = é o valor em que se atinge o estado estacionario (unidades arbitrarias); Vo é o

volume inicial das células (cm®), A ¢ a area das células (cm?), Vi € o volume molar da

agua (cm®mol) e (0Smow)» € a osmolaridade média final apos o choque osmético

(mol/cm3).
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Para analisar a permeabilidade das aquaporinas a ureia, as células de levedura
ADURS transformadas foram confrontadas com igual volume de uma solu¢do com 0,7 M
de sorbitol e 1,4 M de ureia. A permeabilidade relativa a ureia foi calculada utilizando o
declive (m) de cada sinal obtido, referente a entrada de ureia nas células. O m calculado
para as células controle foi considerado o valor 1 de permeabilidade relativa.

Os ensaios foram realizados nas temperaturas de 10, 18, 23, 28 e 33 °C. A energia
de ativacdo (E.) para o transporte de agua ou de ureia (equacdo 3), representada em
kcal/mol, foi avaliada a partir do declive obtido na representacdo grafica de Arrhenius

(In(Pf) ou In(m) em fungéo do inverso da temperatura 1/T).

Ea = SR/1000 Equacéo 3

S representa o coeficiente angular da reta (declive obtido na representacdo gréafica

de Arrhenius) e R ¢ a constante universal dos gases (kcal/mol).

3.12. Tratamento Estatistico

Né!
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4. Resultados e Discussao

Parte |

Identificacédo e Caracterizacdo Estrutural das Aquaporinas de Soja
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4.1.1. Identificacdo das Aquaporinas no Genoma da Soja

Estudos de identificacdo das familias de aquaporinas de plantas tém sido baseados
em metodos in silico. A soja possui seu genoma sequenciado (Schmutz et al. 2010), de
maneira que foi possivel realizar uma busca por sequéncias de aquaporinas nessa planta
através de BLAST utilizando MIPs de outros organismos como referéncia. As sequéncias
resultantes dessa pesquisa foram analisadas para verificacdo do tamanho das proteinas
dedizidas e da presenga dos dominios conservados no programa Geneious (Kearse et al.
2012). Proteinas truncadas ou que ndo apresentavam o0s dois motivos NPA foram
excluidas. As sequéncias restantes foram analisadas no servidor TMHMM para predicdo de
dominios transmembrana. Em um estudo comparativo dos programas disponiveis para
predicdo da topologia de proteinas transmembrana, o servidor TMHMM foi considerado o
programa de melhor desempenho (Méller et al. 2001). Foram excluidas as sequéncias que
ndo formaram de cinco a sete hélices na analise pelo servidor. Através da analise dos
modelos estruturais construidos (secdo 4.1.3), foi possivel confirmar a presenca das seis
hélices transmembrana nessas MIPs, mesmo nas poucas agquaporinas que apresentaram
cinco ou sete hélices nos resultados do TMHMM. Assim, foram identificados 66 genes
completos da familia das MIPs em soja. As sequéncias proteicas deduzidas variam entre
216 e 313 aminoacidos. InformacOes a respeito das aquaporinas identificadas, como
cédigos identificadores do Phytozome, tamanho das cadeias polipeptidicas e residuos de
aminoacidos conservados, estdo sumarizadas na tabela 4.

Através da comparacao entre as sequéncias de aminoacidos dessas aquaporinas com
MIPs vegetais previamente identificadas em outros organismos, foi possivel classificar as
aquaporinas de soja nas cinco subfamilias comumente observadas em plantas superiores.
As 66 aquaporinas encontradas dividem-se em 21 PIPs, 23 TIPs, 12 NIPs, 8 SIPs e 2 XIPs.
O numero de isoformas, apesar de ser maior que o encontrado em Arabidopsis e arroz, com
35 e 33 isoformas respectivamente (Johanson et al. 2001; Sakurai et al. 2005), &
comparével ao numero encontrado em outras plantas, como a couve chinesa, que apresenta
53 genes ndo-redundantes de aguaporinas (Brassica rapa; Tao et al. 2014), o algodoeiro,
que possui 71 isoformas (Gossypium hirsutum; Park et al. 2010), e Populus trichocarpa,

com 55 isoformas (Gupta e Sankararamakrishnan 2009).
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Tabela 4. Identificacdo e classificacdo dos genes de aquaporinas de soja, tamanho das sequéncias polipeptidicas deduzidas, discriminagédo
dos residuos de aminoacidos que fazem parte dos filtros seletivos e motivos NPA e nomenclatura proposta por Zhang et al. (2013).

|dentificagdo Subgrupo ;nggggg ?12 Filro Seletivo NPA Nomenclatura Observacdes
Phytozome aminoacidos H2 H5 LEL LE2 LB LE Zhang et al., 2013
Glyma03g14150.1 PIP1 285 F H T R NPA NPA GmPIP1;1
Glyma01g42950.1 PIP1 287 F H T R NPA NPA GmPIP1;3
Glymal1g02530.1 PIP1 287 F H T R NPA NPA GmPIP1;4
Glyma05g37730.1 PIP1 288 F H T R NPA NPA GmPIP1;5
Glyma08g01860.1 PIP1 290 F H T R NPA NPA GmPIP1;6
Glymal4g06680.1 PIP1 290 F H T R NPA NPA GmPIP1;7
Glymal1g35030.1 PIP1 290 F H T R NPA NPA GmPIP1;8
Glyma04g00450.1 PIP2 276 F H T R NPA NPA GmPIP2;1
Glyma06g00550.1 PIP2 279 F H T R NPA NPA GmPIP2;2
Glymallg20600.1 PIP2 287 F H T R NPA NPA GmPIP2;3
Glymal2g08040.1 PIP2 287 F H T R NPA NPA GmPIP2;4
Glymal2g29510.1 PIP2 288 F H T R NPA NPA GmPIP2;5
Glymal3g40100.1 PIP2 288 F H T R NPA NPA GmPIP2;6
Glyma03g33800.1 PIP2 287 F H T R NPA NPA GmPIP2;7
Glymal9g36530.1 PIP2 286 F H T R NPA NPA GmPIP2;8
Glyma02g08110.1 PIP2 286 F H T R NPA NPA GmPIP2;9
Glymal6g27130.1 PIP2 286 F H T R NPA NPA GmPIP2;10
Glymal6g27140.1 PIP2 286 F H T R NPA NPA GmPIP2;11
Glyma02g08120.1 PIP2 286 F H T R NPA NPA GmPIP2;12
Glymal0g35520.1 PIP2 297 F H T R NPA NPA GmPIP2;13
Glyma20g32000.1 PIP2 285 F H T R NPA NPA GmPIP2;14
Glyma02g10520.1 TIP1 253 H | A V NPA NPA GmTIP1;1
Glymal8g52360.1 TIP1 253 H I A V NPA NPA GmTIP1;2
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Tabela 4. Continuagéo.

Identificacio Tamanho da Filtro Seletivo NPA Nomenclatura N
Phytozome Subgrupo sequéncia de H2 H5 LEL LE2 LB LE Zhangetal, 2013 Observacoes
aminoacidos
Glymal0g43680.1 TIP1 253 H I A V NPA NPA GmTIP1;3
Glymal1g15200.1 TIP1 253 H I A V NPA NPA GmTIP1;4
Glymal2g07120.1 TIP1 246 H I A V NPA NPA GmTIP1;5
Glymal3g40820.1 TIP1 253 H I A V NPA NPA GmTIP1;6
Glyma03g34310.1 TIP1 251 H I A V NPA NPA GmTIP1;7
Glymal9g37000.1 TIP1 251 H I A V NPA NPA GmTIP1;8
Glymal3g20940.1 TIP1 251 H V. A A NPA NPA GmTIP1;9
Glyma01g41670.1 TIP2 250 H I G R NPA NPA GmTIP2;1
Glymallg03690.1 TIP2 250 H I G R NPA NPA GmTIP2;2
Glyma07g02060.1 TIP2 249 H I G R NPA NPA GmTIP2;3
Glyma08g21730.1 TIP2 249 H I G R NPA NPA GmTIP2;4
Glymal3g43250.1 TIP2 248 H I G R NPA NPA GmTIP2;5
Glymal5g02090.1 TIP2 248 H I G R NPA NPA GmTIP2;6
Glyma19g04450.1 TIP2 238 H I G R NPA NPA GmTIP2;7
Glyma09g28930.1 TIP3 256 H I A L NPA NPA GmTIP3;1
Glymal6g33530.1 TIP3 256 H | A L NPA NPA GmTIP3;2
Glymal0g31750.1 TIP3 255 H I A R NPA NPA GmTIP3;3
Glyma20g35860.1 TIP3 255 H | A R NPA NPA GmTIP3;4
Glyma04g08830.1 TIP4 247 H I A R NPA NPA GmTIP4;1
Glyma06g08910.1 TIP4 247 H | A R NPA NPA GmTIP4;2
Glyma09g35860.1 TIPS 248 S V G C NPA NPA GmTIP5;1
Glyma05g29510.1 NIP1 271 W V A R NPA NPA GmNIP1;1
Glyma08g12660.1 NIP1 275 W V A R NPA NPA GmNIP1;2
Glymal3g29690.1 NIP1 274 W V A R NPA NPA GmNIP1;3
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Tabela 4. Continuacéo.

|dentificagdo Subgrupo ;nggr:]?ig ?12 Filro Seletivo NPA Nomenclatura Observacdes
Phytozome aminoacidos H2 H5 LEL LE2 LB LE Zhang et al., 2013
Glymal5g09370.1 NIP1 268 W V A R NPA NPA GmNIP1;4
Glyma08g12650.1 NIP1 272 W V A R NPA NPA GmNIP1;5 Nodulina-26
Glyma09g37280.1 NIP2 294 G S G R NPA NPA GmNIP2;1
Glymal8g49410.1 NIP2 296 G S G R NPA NPA GmNIP2;2
Glyma07g34150.1 NIP4 269 W V A R NPA NPA GmNIP4;1
Glyma02g41400.1 NIP4 216 W V A R NPA NPA PseudoNIP#1 Sugerimos o0 nome NIP4;2
Glymal0g36560.1 NIP5 291 A | G R NPS NPV GmNIP5;1
Glyma08g23230.1 NIP6 307 N | S R NPA NPV GmNIP6;1
Glymal5g00620.1 NIP6 305 T | G R NPA NPV GmNIP6;2
Glyma02g07680.1 SIP1 248 | | P F NPT NPA GmSIP1;1 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): T
Glymal6g26720.1 SIP1 246 | P F NPT NPA GmSIP1;2 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): T
Glymal9g28430.1 SIP1 249 vV V P N NPT NPA GmSIP1;3 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): M
Glymal6g04800.1 SIP1 249 vV V P N NPT NPA GmSIP1;4 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): M
Glymal2g10430.1 SIP1 240 N A P N NPS NPA GmSIP1;5 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): |
Glyma06g46340.1 SIP1 240 N A P N NPS NPA GmSIP1;6 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): |
Glyma03g27340.1 SIP2 231 S H G S NPL NPA PseudoSIP#2 Sugerimos 0 nome SIP2;1
Glyma19g30320.1 SIP2 237 S H G S NPL NPA PseudoSIP#3 Sugerimos o0 nome SIP2;2
Glymallg10360.1 XIP 271 V V V R SPV NPA GmXIP1;1 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): |
Glymal2g02640.1 XIP 313 V V A R NPI SPA GmXIP1;2 Residuo em H5 (Zhang et al., 2013): |
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O grande nimero de MIPs vegetais fica evidente especialmente se comparado as
treze isoformas presentes em mamiferos. Essa caracteristica deve resultar da necessidade
aumentada de absorcéo, fluxo e evaporacdo de agua pelas plantas, além da necessidade de
absorcdo e transporte de outras moléculas, como nutrientes que sdo substratos para essas
proteinas (Gomes et al. 2009). Segundo Forrest e Bhave (2007), a diversidade e
complexidade dessa familia de proteinas em plantas pode ser explicada, em parte, pela
propria natureza séssil desses organismos, inexisténcia de um sistema circulatorio e
presenca de um ndmero maior de compartimentos celulares em comparagdo aos animais.
Especificamente em soja, uma explicagdo possivel para o grande nimero de genes de
aquaporinas encontrados é o fato de essa espécie apresentar mais de um evento de
duplicacdo do genoma ao longo de sua histéria evolutiva, tendo o evento mais recente
ocorrido hé apenas treze milhdes de anos (Schmutz et al. 2010; Roulin et al. 2013).

Em 2013 foi publicado um artigo cientifico com a identificagdo e caracterizagao
dos genes de aquaporinas em soja (Zhang et al. 2013). Esses genes foram nomeados de
acordo com a regra vigente para nomenclatura de aquaporinas, baseada em homologia de
sequéncia e analise filogenética e, portanto, essa designacdo sera mantida no presente
trabalho (Tab. 4). Zhang et al. também identificaram, através de uma abordagem similar a
nossa, genes de 66 MIPs no genoma da soja. Porém, trés desses genes — Glymal8g42630
(PIP), Glyma02g15870 (NIP) e Glymal0g03870 (NIP) — ndo foram caracterizados na
nossa analise uma vez que a sequéncia proteica deduzida ndo inicia com o aminoacido
metionina. Contudo, trés outras sequéncias que avaliamos como genes de aquaporinas
potencialmente funcionais foram consideradas como pseudoaquaporinas pelos autores do
estudo em questdo. As justificativas para essa classificacdo ndo ficam claras no artigo.
Além disso, os autores identificaram 19 pseudoaquaporinas que tampouco foram
caracterizadas no presente estudo por se tratarem de sequéncias truncadas, sem a presenca
dos dominios conservados ou com regides transmembrana incompletas.

Em outro trabalho, publicado no mesmo ano, também foi realizada a identificacao
da familia de aquaporinas em soja (Deshmukh et al. 2013). A principal diferenga em
relacdo aos nossos resultados foi a identificacdo de mais trés sequéncias de NIPs,
Glymal4g35030, Glyma05929500 e Glymal4g07560, ndo caracterizados na presente
analise por apresentarem sequéncias truncadas. Zhang et al. (2013) também classificaram

esses genes como pseudoaquaporinas. Dentro de cada subfamilia, as aquaporinas ainda
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podem ser classificadas em diferentes subgrupos. Foram encontradas também algumas
discrepancias entre as pesquisas com relacdo a essa classificacdo, as quais serdo
especificadas ao longo do texto.

No presente estudo, a subfamilia das PIPs foi classificada nos dois subgrupos ja
conhecidos: foram encontradas sete aquaporinas pertencentes ao subgrupo PIP1 e quatorze
ao PIP2. Todos os representantes apresentam os motivos NPA canoénicos e o filtro seletivo
extremamente conservado, composto por Phe em H2, His em H5, Thr em LE1 e Arg em
LE2. Apesar do alto nivel de conservacgdo, as funcdes das PIPs variam na planta. Elas
podem apresentar respostas distintas na mediagdo do transporte de agua, com mecanismos
regulatorios modulados de acordo com o tipo de estresse aplicado, a duracdo do estresse e
0 6rgdo avaliado (Qian et al. 2015). Além disso, embora a maioria das PIPs tenha sido
inicialmente caracterizada pelo transporte exclusivo de agua, ja existem evidéncias do
transporte de outras substancias por alguns membros, como perdxido de hidrogénio e
dioxido de carbono (Uehlein et al. 2012; Bienert et al. 2014; Heinen et al. 2014). Além
desses substratos, Zhang et al. (2013) ainda constataram regides conservadas que indicam
0 possivel transporte de acido boérico e ureia. Um estudo recente, realizado através da
expressdo constitutiva da aquaporina GmPIP1;6 em plantas de soja, indicou seu
envolvimento na regulacdo do crescimento vegetativo e na tolerancia a alta salinidade
(Zhou et al. 2014).

As TIPs formam uma subfamilia mais diversa, caracterizada pelo transporte de um
espectro mais amplo de substratos, que pode ser dividida em 5 subgrupos (Johanson et al.
2001). No presente trabalho, a analise do genoma da soja revelou a presenca de nove
TIPs1, sete TIPs2, quatro TIPs3, duas TIPs4 e uma TIP5. Todas as TIPs, assim como as
PIPs, apresentam os dois motivos NPA candnicos conservados nas al¢as LB e LE, mas
verificam-se variagdes nos residuos de aminoacidos formadores do filtro seletivo (Tab. 4).
Apesar dessas variacOes, que devem elevar o numero de moléculas transportadas por essa
subfamilia, e da quantidade relativamente alta de membros, a anélise das SDPs realizada
por (Zhang et al. 2013) indica apenas o transporte de perdxido de hidrogénio e ureia por
essas proteinas.

Inicialmente, imaginava-se que as NIPs sO eram expressas na membrana
peribacteridide dos nodulos fixadores de nitrogénio de plantas leguminosas. Porém, NIPs

ja foram isoladas de diversas plantas ndo-leguminosas em diferentes localizacGes
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subcelulares (Liu et al. 2009). Nodulina-26, a aquaporina de soja mais bem caracterizada e
que da nome a subfamilia, pertence ao subgrupo NIP1, juntamente com outras quatro
aquaporinas. Ainda foram identificadas, no presente estudo, duas aquaporinas pertencentes
ao subgrupo NIP2, duas ao NIP4, uma ao NIP5 e duas assinaladas ao subgrupo NIPG6.
Subgrupos como NIP3 e NIP7, encontrados em outras espécies vegetais, ndo foram
identificados em soja. A auséncia de determinados subgrupos é comum e varia conforme o
organismo analisado. Além da Nodulina-26, permeavel a agua, glicerol e amonio (Dean et
al. 1999; Hwang et al. 2010), duas outras NIPs de soja j& foram caracterizadas: GmNIP2;1
e GmNIP2;2. Ambas transportaram silicio em um ensaio com odcitos de Xenopus e tém
sua expressao aumentada em soja de acordo com a concentracdo de silicato de potéssio na
solucdo nutritiva (Deshmukh et al. 2013).

A subfamilia das NIPs foi a que apresentou maior nimero de contradi¢Ges entre 0s
resultados do presente estudo e dos trabalhos publicados. Uma entre as duas NIPs4
identificadas, codificada pelo gene Glyma02g41400, foi categorizada por Zhang et al.
(2013) como pseudoNIP. Essa proteina, entretanto, apresenta as seis hélices
transmembrana esperadas e dois motivos NPA, entre outras caracteristicas estruturais bem
conservadas em aquaporinas, e também foi considerada potencialmente funcional na
analise realizada por Deshmukh et al. (2013). Portanto, sugerimos que ela seja designada
NIP4;2. Porém, Deshmukh et al. (2013) classificam as sequéncias de GmNIP4;1 e
GmNIP4;2 como NIPsl e GmNIP5;1, GmNIP6;1 e GmNIP6;2 como NIPs3. Essa
classificacdo difere da realizada por Zhang et al. (2013), cujos nossos resultados
corroboram.

As NIPs encontradas em soja exibem variabilidade tanto no filtro seletivo quanto na
sequéncia do segundo motivo NPA (Tab. 4). Tais variagdes podem permitir que os
membros dessa subfamilia sejam permeaveis a maultiplos substratos. Em conformidade
com essa observacao, as analises in silico realizadas por Zhang et al. (2013) revelam que
as NIPs de soja s@o potencialmente permeaveis a dgua, amonia, acido borico, peroxido de
hidrogénio, silicio e ureia.

A subfamilia das SIPs normalmente possui menos isoformas que as PIPs, TIPs e
NIPs. Neste trabalho, foram identificadas seis SIPs1 e duas SIPs2, com filtros seletivos
bastante heterogéneos (Tab. 4). Enquanto as SIPsl apresentam lle\Val\Asn em H2,

lle\Val\Ala em H5, Pro em LE1 e Phe\Asn em LE2, nas SIPs2 as posi¢des do filtro séo
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ocupadas por Ser em H2, His em H5, Gly em LE1 e Ser em LE2. Esses dados sdo distintos
dos apresentados por Zhang et al. (2013). Os autores sugerem que a segunda posi¢do do
filtro seletivo (H5) seja ocupada por Thr em vez de lle nas SIP1;1 e SIP1;2, Met em vez de
Val nas SIP1;3 e SIP1;4 e lle no lugar de Ala nas SIP1;5 e SIP1;6. Além disso, as duas
SIPs2 identificadas aqui e designadas SIP2;1 e SIP2;2 sdo consideradas como
pseudoaquaporinas por esses autores. Zhang et al. (2013) justificam essa definicdo
afirmando tratarem-se de sequéncias truncadas. Poréem, nossas analises confirmam a
presenca, nessas sequéncias, de todos os elementos que caracterizam uma aquaporina. A
identificacdo e caracterizagdo das sequéncias das oito SIPs de soja por Deshmukh et al.
(2013) sao congruentes com nossos resultados.

As XIPs foram descobertas mais recentemente e informacdes a respeito da estrutura
e funcdo desse subgrupo ainda sdo bastante escassas. Elas foram encontradas
primeiramente no musgo Physcomitrella patens (Danielson e Johanson 2008) e ndo estdo
presentes em Arabidopsis (Johanson et al. 2001) nem em couve chinesa (Tao et al. 2014).
Duas XIPs foram encontradas no genoma da soja e as quatro posic¢des do filtro seletivo séo
ocupadas por Val em H2, Val em H5, Val\Ala em LE1 e Arg em LE2 (Tab. 4). Esses
mesmos residuos de aminoacidos também foram identificados na analise de Deshmukh et
al. (2013), enquanto Zhang et al. (2013) sugerem que lle ocupe a posi¢do em H5, no lugar
da Val. Considerando que isoleucina e valina possuem cadeias laterais hidrofébicas e de
tamanho semelhante, essa mudanga provavelmente ndo implicaria em mudangas na
seletividade. Contudo, avalia¢des realizadas com base nas sequéncias de aminoécidos ndo
permitiram predizer a quais moléculas essas aquaporinas sdo permeaveis (Zhang et al.
2013).

Né&o foi possivel determinar, através das nossas analises, a qual subgrupo as XIPs
pertencem. Zhang et al. (2013), por meio de andlise filogenética, classificaram ambas
como XIP1, enquanto Deshmukh et al. (2013) categorizaram como XIP1 e XIP2. Um
alinhamento entre as duas sequéncias utilizando o ClustalW mostrou identidade superior a
69%, que é o valor normalmente encontrado entre XIPs de um mesmo subgrupo (Gupta e
Sankararamakrishnan 2009). A vista disso, mantivemos a classificacio e a nomenclatura
publicada por Zhang et al. (2013).

A tabela 5 apresenta uma comparacdo entre os motivos NPA encontrados em

aquaporinas de soja com 0s motivos encontrados em outras plantas, evidenciando a alta
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conservacdo dessa regido entre PIPs e TIPs. Somente em SIPs e XIPs e, com menos
frequéncia, em algumas NIPs, foi encontrada variacdo nos casos analisados. Por
representar uma regido importante para a seletividade, a modulacdo dos motivos NPA pode
levar a alteracBes na permeabilidade do canal, além de influenciar na oligomerizagdo
(lkeda et al. 2011).

Tabela 5. Comparacéo entre os motivos NPA encontrados nas MIPs de soja, Arabidopsis
(Johanson et al. 2001), algodoeiro (Park et al. 2010), P. trichocarpa (Gupta e
Sankararamakrishnan 2009) e couve chinesa (Tao et al. 2014).

Subgrupo Soja Arabidopsis Algodoeiro Populus Couve chinesa
LB LE LB LE LB LE LB LE LB LE
Plpl * * * * * * * * * *
PIP2 * * * o* * * * * * *
TIP1 * * * * * * * * * *
T|P2 * * * * * * *
T|P3 * * * * * * * *
TIP4 * * * o* * * * * * *
TIP5 * * * * * * * *
NIP1 * * * NPG * * NPG
N|P2 * * * * * * * *
NIP3 * o* NPS NPV * *
NIP4 * * * * * *
NIP5 NPS NPV NPS NPV NPS NPV NPS NPV
NIP6 * NPV * NPV *\NPT NPV\* * NPV
NIP7 NPS * NPS *
SIP1 NPT\NPS * NPT\NPC * DPA\NPT\* * NPT * NPT\NPC *
SIP2 NPL * NPL * NPL * NPL\NPV *
XIP1 SPVANPI * NPl * NPI\NPL *
XIP2 SPV *

* indica que ndo ha variacdo de sequéncia (NPA candnico);
Quadros vazios sinalizam os subgrupos ausentes em cada espécie.

4.1.2. Escolha do Molde para Modelagem Comparativa

A estrutura tridimensional das proteinas € muito importante para compreensao dos
mecanismos moleculares que permitem a elas o desempenho de suas funcdes.
Corroborando essa concepc¢do, a estrutura tridimensional € normalmente mais conservada
entre proteinas homologas do que a sequéncia de aminoacidos (Chothia e Lesk 1986). A
Unica aquaporina vegetal que teve sua estrutura tridimensional analisada através de
cristalografia de raios X foi a PIP de espinafre SoPIP2;1 (Tornroth-Horsefield et al. 2006).

Porém, a resolucdo dessa estrutura cristalografica é relativamente baixa: 3.9 A. Wallace e
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Roberts (2004) classificaram as aquaporinas de Arabidopsis baseando-se na andlise do
filtro seletivo de modelos tridimensionais dessas proteinas, construidos através da técnica
de modelagem por homologia. Como moldes, os autores utilizaram a GlpF de E. coli e a
AQP1 bovina, cujas estruturas cristalograficas possuem uma resolucéo de 2,2 A (Fu et al.
2000; Sui et al. 2001). As coordenadas atdmicas dessas trés estruturas foram testadas como
moldes para a construcdo de modelos tridimensionais das aquaporinas de soja.

Para que a modelagem seja precisa, € recomendado que haja pelo menos 30% de
identidade entre a sequéncia-alvo e o molde (Eswar et al. 2006). A GIpF apresentou, em
média, grau de identidade em torno de 23% com as sequéncias de aquaporinas de soja,
sendo que nenhuma das 66 sequéncias atingiu 30%. A AQP1 bovina apresentou em média
30% de identidade com as sequéncias de aquaporinas de soja e esse valor ndo ultrapassou
40%. Considerando a SoPIP2;1, o grau de identidade médio apresentado foi de 43% e
ficou acima de 60% para quase 1/3 dos membros (apéndice 1). O fato de algumas
aquaporinas ndo apresentarem o grau de identidade de sequéncia adequado com o molde
ndo é um fator extremamentecritico nesse caso, devido a notdria conservacdo estrutural
entre todas as MIPs caracterizadas. A validade dessa abordagem foi comprovada através da
modelagem por homologia da GlpF utilizando as coordenadas estruturais da AQP1 como
molde, e da modelagem da AQP1 utilizando a estrutura da GIpF como molde. As
sequéncias da GIpF e AQP1 apresentam 24% de identidade. A despeito disso, 0s
esqueletos carbdnicos dos modelos mostraram sobreposicdo razodvel com as estruturas
experimentais, com diferencas maiores nas algcas e alta sobreposicdo nas regibes em
contato com o poro (Wallace e Roberts 2004).

A utilizacdo dos diferentes moldes ndo acarretou mudancas na qualidade dos
modelos, segundo indicativos como 0 mapa de Ramachandran (Ramachandran et al. 1963).
A figura 5 traz um exemplo de modelagem de uma TIP de soja realizada com cada um dos
trés moldes. Os modelos apresentam estruturas tridimensionais extremamente semelhantes
e claramente sobreponiveis. As regifes mais variaveis sdo as alcas, 0 que era ja esperado
considerando que a modelagem de regifes de alcas estdo entre as etapas mais
problematicas dessa técnica (Santos Filho e Alencastro 2003). Porém, quando a AQP1 foi
utilizada como molde, o aminoéacido localizado na posicdo H2 do filtro seletivo apareceu
voltado para fora do canal em alguns modelos (Fig. 5, detalhe). Com base na inspecao

visual dos modelos e nos graus de identidade de sequéncia apresentados, SoPIP2;1 foi
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selecionada como molde para realizagdo da modelagem comparativa de todas as

aquaporinas identificadas em soja.

i

AL ‘1}- Y

Figura 5. Teste de moldes realizado para modelagem da aquaporina GmTIP1;4. Os
modelos estruturais gerados para GmTIP1;4 a partir dos moldes GlpF (azul), AQP1 (rosa)
e SoPIP2;1 (verde) sdo mostrados em duas perspectivas. A direita, a sobreposicdo dos trés
modelos. O detalhe mostra o residuo de histidina que ocupa a posicdo H2 do filtro seletivo
voltado para fora do poro. As imagens foram geradas com o programa PyMOL Molecular
Graphics System.

4.1.3. Analise Estrutural das Aquaporinas de Soja

A andlise dos modelos confirmou que as estruturas tridimensionais das aquaporinas
de soja sdo altamente conservadas entre as diferentes subfamilias. Todas as proteinas
identificadas apresentam seis hélices transmembrana conectadas por cinco algcas, com as
extremidades N- e C-terminais voltadas para o0 mesmo lado (Fig. 6). Desse modo, a
modelagem confirma que GmTIP4;2, GmSIP2;1 e GmSIP2;2, consideradas como
pseudoaquaporinas por Zhang et al. (2013), ndo possuem sequéncias truncadas e fazem
parte do conjunto de MIPs de soja. Os modelos apresentam a regido dos motivos NPA em
contato com o Iimen do poro e as cadeias laterais dos aminoacidos do filtro seletivo

voltados para dentro do canal, evidenciando uma modelagem bem-sucedida.
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Figura 6. Modelo tridimensional representativo das aquaporinas de soja. As cadeias
laterais dos aminodcidos dos motivos NPA estdo representadas. A) Vista paralela a
membrana. EXT, extracelular; CIT, citoplasmatico; N-TERM, N-terminal; C-TERM; C-
terminal. B) Vista perpendicular & membrana, desde o vestibulo citoplasmatico. As
imagens foram geradas com o programa PyMOL Molecular Graphics System.

Apesar da conformacdo geral ser muito conservada, a regido do filtro seletivo é
bastante variavel. A figura 7 traz uma comparacdo entre os 18 tipos distintos de filtro
seletivo encontrados nas aquaporinas de soja. Os residuos de aminoécidos formadores de
cada filtro serdo referidos ao longo do texto sempre na mesma ordem: H2-H5-LE1-LE2.
Nos modelos gerados para as aquaporinas SIP1;1-1;6 e para as XIPs, o0s residuos de
aminoacidos identificados por Zhang et al. (2013), ocupando a posi¢cdo H5 dos filtros
seletivos, ficam voltados completamente para fora do canal. J& os residuos identificados no
presente trabalho encontram-se voltados para dentro do poro nos modelos tridimensionais.
Dessa maneira, a avaliacdo dos modelos confirma a identidade do aminoacido presente em
H5, corroborando a analise das sequéncias realizada no presente trabalho e por Deshmukh
et al. (2013).

No caso da GmXIP1;1, Gnica MIP em soja que possui trés residuos de valina e um
de arginina formando o filtro seletivo, a regido do segundo residuo do filtro (H5) perde sua
estrutura secundaria, apresentando-se como uma regido de alca (Fig. 7). Além dessa XIP, o
grau variavel de identidade entre as sequéncias modeladas e 0 molde pode ter influenciado
as estruturas de GmSIP1;2, GmSIP1;4; GmSIP1;5 e GmSIP1;6, em que parte de um dos
motivos NPA também perde sua estrutura de alfa-hélice. Isso provavelmente reflete um

problema estrutural nos modelos, indicando que um ajuste manual do alinhamento-base
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aminoacido presente em cada posi¢do. As posicdes sao apresentadas conforme a figura 2C:
H5 a esquerda, embaixo; H2, LE1 e LE2 seguindo o sentido anti-horario. As imagens
foram geradas com o PyMOL Molecular Graphics System.
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para a modelagem seja necessario para a extensao das hélices nesses casos. Para evitar a
insercdo de algum viés nas estruturas, ndo houve manipulacdo seletiva de modelos
especificos. Todas as estruturas foram submetidas ao mesmo protocolo de modelagem,
avaliacdo e analise.

Entre os filtros seletivos encontrados em soja, 0s mais frequentemente relatados em
vegetais superiores correspondem ao bem conservado filtro das PIPs (Phe-His-Thr-Arg),
de algumas TIPs (His-lle-Ala-Val, His-lle-Gly-Arg, His-lle-Ala-Arg) e de uma NIP (Trp-
Val-Ala-Arg). Todos esses filtros seletivos sdo encontrados em pelo menos seis espécies
de plantas vasculares (Johanson et al. 2001; Gupta e Sankararamakrishnan 2009; Reuscher
et al. 2013; Park et al. 2010; Venkatesh et al. 2013; Tao et al. 2014). Em contrapartida,
oito filtros seletivos, apresentados por onze aquaporinas em soja, nao foram encontrados na
literatura hoje disponivel em outras plantas superiores: His-Val-Ala-Ala, His-lle-Ala-Leu,
Ser-Val-Gly-Cys, Asn-lle-Ser-Arg, lle-lle-Pro-Phe, Asn-Ala-Phe-Asn, Val-Val-Val-Arg e
Val-Val-Ala-Arg.

Para alguns substratos, como ureia, ndo somente a sequéncia de aminoacidos, mas
também o tamanho do poro exercem uma importante influéncia na permeabilidade por
aquaporinas (Beitz et al. 2006). Para analisar a arquitetura interna dos poros, foi calculado
0 raio ao longo do canal das aquaporinas, baseando-se nos modelos estruturais construidos
e utilizando o programa Mole 2.0 (Sehnal et al. 2013). De maneira a validar a aplicacdo da
metodologia, foi realizada a analise dos perfis dos poros das estruturas cristalogréaficas da
AQP1 (Sui et al. 2001) e da GlpF (Fu et al. 2000). Foram gerados graficos com os valores
de raio ao longo dos dois canais (Fig. 8) e os dados foram comparados a literatura. Para
ambas as aquaporinas testadas, os valores encontrados foram muito semelhantes aos
valores publicados na literatura, calculados através de outras ferramentas de analise e
caracterizagéo de canais (de Groot e Grubmiller 2001; Wang et al. 2005; Beitz et al. 2006;
Newby et al. 2008). As semelhancas sdo ainda maiores na regido do filtro seletivo: a maior
discrepancia encontrada nessa regido entre os artigos analisados e o presente estudo foi de

aproximadamente 0,3 A.
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Figura 8. Raio ao longo do canal da AQP1 bovina e da GlpF de E. coli, calculado com o
programa Mole 2.0. A regido aproximada do filtro seletivo e dos motivos NPA esta
indicada nos graficos.

A figura 9 apresenta os graficos de raio ao longo do canal de 18 aquaporinas de
soja, cada uma com um filtro seletivo distinto. Apesar da variagdo na arquitetura dos poros,
as regides do filtro seletivo e dos motivos NPA s&o normalmente as regides mais estreitas
do canal. As aquaporinas de soja apresentam um didmetro que varia de 1,6 a 4,0 A
aproximadamente, sendo que os dois poros mais alargados correspondem a NIPs. Segundo
a andlise de Zhang et al. (2013), a subfamilia das NIPs foi a que apresentou maior nimero

de permeantes através da analise das SDPs.
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Figura 9. Raio ao longo do canal das aquaporinas de soja, calculado com o Mole 2.0. A
regido aproximada do filtro seletivo e dos motivos NPA esta indicada em cada grafico.
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E importante salientar que esses resultados representam uma imagem estatica dos
canais. As aquaporinas, quando inseridas nas membranas celulares, podem apresentar
modificacBes nos perfis. Um dos motivos para essa alteragdo sdo as mudangas que podem
ocorrer na posicdo das cadeias laterais de aminoécidos que contornam o poro. Além disso,
analises quantitativas devem ser avaliadas com cuidado, ja que sdo apenas aproximacoes
por serem baseadas em modelos estruturais de qualidades variadas (Sehnal et al. 2013). No
entanto, ensaios realizados com simulacfes de dinamica molecular para AQP1 humana
sugerem que a geometria do poro calculada a partir das simulagdes é muito similar a
geometria calculada a partir da estrutura cristalografica, indicando que esse canal seja

relativamente rigido (Aponte-Santamaria et al. 2010).
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Parte |1

Caracterizacdo Funcional de Quatro Aquaporinas de Soja
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4.2.1. Predicdo da Permeabilidade e Localiza¢do Subcelular

A identificacdo da familia de aquaporinas em soja e sua caracterizacdo, atraves da
analise das sequéncias de aminoacidos e das estruturas tridimensionais, foram os primeiros
passos para melhor compreensdo de suas potenciais funcgdes. Entretanto, para comecar a
elucidar o papel individual de cada aquaporina no transporte de nutrientes e fisiologia da
planta, sdo necessarios analises funcionais e estudos de expressdo. A interpretacdo dessas
funcdes na planta é bastante desafiadora, ja que as aquaporinas respondem a uma série de
fatores, variando sua expressdo de acordo com o tecido vegetal, o cultivar e o tipo e grau
de estresse. Para contornar essas questdes, a expressao heterologa tem sido extensivamente
utilizada para caracterizacdo dos membros dessa familia, mostrando-se uma abordagem
bastante simples (Kaldenhoff et al. 2007).

Quatro genes de aquaporinas pertencentes a subgrupos distintos — GmTIPL1;9,
GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 — foram amplificados e clonados em levedura. Essas
MIPs possuem dois motivos NPA canénicos, formados por Asn-Pro-Ala, porém diferem
quanto a composicdo do filtro seletivo. Dentro do subgrupo TIP1, GmTIP1;9 € o Unico
membro que possui a sequéncia His-Val-Ala-Ala em vez de His-lle-Ala-Val. Ndo foi
possivel encontrar, na literatura, esse filtro em aquaporinas de outras espécies, assim como
His-lle-Ala-Leu presente em GmTIP3;2. Além de semelhancas no diametro do canal, que
apresenta um minimo de aproximadamente 2,5 A (Fig. 9), os filtros seletivos das duas TIPs
também possuem um perfil parecido, onde prevalecem aminoacidos de cadeias laterais
hidrofébicas (Fig. 10). Em GlpF de E. coli, que possui um poro ligeiramente mais
alargado, dois residuos de aminoacidos com cadeias laterais hidrofébicas na regido do
filtro permitem a interacdo com o esqueleto hidrocarb6nico do glicerol, enquanto um
aminoacido hidrofilico forma ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxila dessa
molécula, permitindo sua rapida permeacdo (Wallace e Roberts 2004). Além de glicerol,
GIpF é também capaz de transportar ureia e tem baixa permeabilidade a agua (Borgnia e
Agre 2001). Considerando o didmetro dos poros e as semelhancas com GIpF na regido do
filtro seletivo, é possivel que GmTIP1;9 e GmTIP3;2 também apresentem seletividade para

pequenos solutos, como ureia.
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Figura 10. Comparacdo do filtro seletivo das quatro aquaporinas de soja clonadas em
levedura. Os modelos em cada projecdo estdo posicionados perpendicularmente a
bicamada lipidica e sdo vistos a partir do vestibulo extracelular. O restante da estrutura de
cada aquaporina foi ocultada para a melhor visualizagdo dos aminoacidos do filtro seletivo.
As cadeias laterais estdo coloridas de azul para béasico hidrofilico, amarelo para
hidrofdébico e branco para hidrofilico neutro. A letra representativa de cada aminoacido
aparece ao lado dos residuos. Imagens geradas com o uso do PyMOL Molecular Graphics
System.

A aquaporina de tulipa TgTIP1;1, apresentando a tétrade His-lle-Ale-lle ou com
mutacOes para His-lle-Ala-Val, é permeavel a dgua, aménio, peréxido de hidrogénio e
ureia, 0 que representa outra evidéncia sugestiva da capacidade de transporte desses
pequenos solutos por GmTIP1;9 e GmTIP3;2 em soja, considerando as semelhancas entre
os filtros seletivos e sua importancia para a permeabilidade. Interessantemente, quando
esses residuos sdo mutados para His-1le-Gly-Arg, tornando-se idénticos aos de GmTIP2;5,
essa aquaporina de tulipa perde a capacidade de transporte de ureia e peroxido de
hidrogénio. Esse filtro possui um perfil mais hidrofilico (Fig. 10) e é bastante comum,
revelado em Arabidopsis, tomate, Populus, algodoeiro, batata e couve chinesa (Johanson et
al. 2001; Gupta e Sankararamakrishnan 2009; Reuscher et al. 2013; Park et al. 2010;
Venkatesh et al. 2013; Tao et al. 2014). A aquaporina AtTIP2;1 de Arabidopsis possui essa
mesma composi¢do de aminoacidos nessa regido e foi caracterizada por transportar agua,
amonia e ureia (Liu, Ludewig, Gassert, et al. 2003; Klebl et al. 2003; Loque et al. 2005),
assim como TaTIP2;1 de trigo (Holm et al. 2005). VvTip2;2 de videira, também com os
mesmos residuos, € permeavel a agua, peroxido de hidrogénio e &cido borico (Sabir et al.
2014). Dessa maneira, € possivel inferir que GmTIP2,5 € possivelmente permeada por uma
série de substratos, porém, ndo somente essa tétrade de aminoacidos, mas também outros
residuos proximos que ndo necessariamente possuem contato com o limen do poro, devem
ser importantes para definir a seletividade, possivelmente por influenciar a posi¢do dos

primeiros.
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Entre as quatro aquaporinas funcionalmente caracterizadas neste trabalho,
GmNIP2;2 é a unica que ja foi submetida a um ensaio de transporte previamente. O
experimento foi realizado em odcitos de Xenopus, onde foi comprovado o transporte de
silicio por essa MIP (Deshmukh et al. 2013). N&o foi testada a permeabilidade a nenhuma
outra molécula. O filtro seletivo identificado em GmNIP2;2 (Gly-Ser-Gly-Arg) apresenta
somente residuos hidrofilicos na sua composicdo (Fig. 10) e ja foi encontrado em NIPs de
Populus, tomate e algodoeiro (Gupta e Sankararamakrishnan 2009; Reuscher et al. 2013;
Park et al. 2010). Além dessa particularidade, essa aquaporina exibe um dos canais mais
alargados nessa regido dentre todas as MIPs de soja (Fig. 9), com 5,0 A de diametro,
decorrente da presenca dos dois residuos de glicina e da serina, que estdo entre os menores
aminoacidos encontrados. A regido mais estreita do poro dessa MIP fica proxima aos
motivos NPA, com aproximadamente 3,5 A. Um estudo com CpNIP1 de abobrinha,
relevou o transporte de ureia por essa aquaporina (Klebl et al. 2003). Através de uma
analise da sequéncia de aminoacidos publicada por esses autores, identificamos o0s
aminoacidos Gly-Ser-Gly-Arg como formadores do filtro seletivo de CpNIP1, os mesmos
presentes em GmNIP2;2. Esse filtro seletivo também foi observado em NIPs de arroz e
algodoeiro permeaveis a agua, ureia, acido borico e &cido silicico (Katsuhara et al. 2014).

A inspecdo pelas posicbes determinantes de especificidade (SDPs) sugerem que
GmTIP1;9 e GmTIP2;5 podem transportar peroxido de hidrogénio, enquanto GmTIP3;2 e
GmNIP2;2 possivelmente transportem ureia (Zhang et al. 2013). SDPs para amonia, acido
borico, dioxido de carbono e &cido silicico ndo foram encontradas em nenhuma dessas
aquaporinas.

A localizagcdo subcelular dessas proteinas ainda ndo é conhecida. A tabela 6
compara a predigédo da localizagdo subcelular das aquaporinas de soja realizada com 0 uso
de diversos servidores. Considerando as divergéncias existentes entre os resultados, ndo é
possivel predizer, de maneira definitiva, em quais membranas essas MIPs estdo inseridas.
Os resultados mais homogéneos referem-se a GmNIP2;2, indicando sua localizacdo na
membrana plasmatica e/ou na membrana do cloroplasto. Cabe ressaltar que, para algumas
aquaporinas, a formacdo de heterotetrdmeros pode modular sua localizagdo na célula
(Zelazny et al. 2007).
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Tabela 6. Predicdo da localizagdo subcelular das aquaporinas de soja realizada através de
diferentes servidores.

Este trabalho Zhang et al. (2013) Deshmukh et al. (2013)
Cloroplasto! Reticulo Endoplasmatico® Citoplasma®
Va 2 7= 6
GmTIPL:9 Vacuolo Membrana Plasmatica
Vacuolo®
Rota Secretdria*
Nucleo? Membrana Plasméatica®  Vacuolo®
Va 2 7= 6
GmTIP2:5 Vacuolo Membrana Plasmatica
Vaculolo®
Rota Secretdria*
Cloroplasto! Mitocondria® Citoplasma®
Va 2 7= 6
GmMTIP3:2 Vacuolo Membrana Plasmatica
Vacuolo®
Rota Secretdria*
Cloroplasto! Extracelular® Membrana Plasmatica®
4472 Ati b
GMNIP2:2 Membrana Plasmatica Membrana Plasmatica
Membrana Plasmatica® Cloroplasto’

Cloroplasto?

Servidores utilizados para a predi¢do da localizacdo subcelular: 1, BaCelLo; 2, LocTree3;
3, MemLoci; 4, Protein Prowler; 5, WoLF PSORT; 6, CELLO; 7, TargetP.

Independentemente da localizagdo na célula vegetal, é possivel o estudo de
aquaporinas recombinantes em S. cerevisiae, ja que pelo menos parte da proteina expressa
é destinada a membrana plasmatica da levedura (Klebl et al. 2003; Wudick et al. 2009).
Né&o foi definido até hoje um limiar para o nivel de expressdo de aquaporinas na membrana
dessas células que permita a observagédo de sua atividade. Para as NtAQP1 e NtPIP2;1 de
tabaco, foi constatado que somente 4,1% e 2,1% do total de proteina expressa foi destinada
a membrana da célula, respectivamente, mas essa quantidade foi suficiente para facilitar o
transporte de dioxido de carbono pela NtAQP1 e agua pela NtPIP2;1 (Otto et al. 2010). A
expressao heterdloga de aquaporinas em levedura para ensaios de caracterizacdo funcional
ja foi validada por diversos autores (Klebl et al. 2003; Pettersson et al. 2006; Otto et al.
2010; Noronha et al. 2014; Katsuhara et al. 2014; Heinen et al. 2014).
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4.2.2. Ensaio de Estresse Osmotico

Para saber se esses genes identificados em soja codificam aquaporinas funcionais,
foi realizado um ensaio de complementacéo funcional em uma linhagem de S. cerevisiae
com delecdo do gene da aquagliceroporina FPS1, que esta envolvida na osmorregulacéo da
levedura. Quando células sdo expostas a um choque hiperosmotico, encolhem devido a
perda de dgua. Para compensar esse efeito, a levedura acumula glicerol atraves das rotas de
sintese de glicerol e do fechamento do canal FPS1 (Hohmann 2002). Células com delecéo
do gene da aquagliceroporina FPS1 sdo capazes de crescer normalmente em meio
hiperosmotico. A expressdo heteréloga das quatro aquaporinas testadas afetou o

crescimento sob esse estresse, confirmando a funcionalidade dos canais (Fig. 11).

Controle TIP1;9 TIP2:5

YNB +
NaCl 1 M

Figura 11. Ensaio de estresse osmotico em S. cerevisiae expressando as aquaporinas de
soja GmTIPL;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou transformada com o pYES vazio
(controle). Dilui¢Ges seriadas das culturas de células (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000) foram
plagueadas em meio solido suplementado com 1 M de NaCl. As placas foram incubadas a
28 °C por 3 dias.

A sensibilidade a alta concentracdo de soluto fora da célula pode ser explicada
através do transporte de agua pelas MIPs, o que causaria uma perda mais rapida e
descontrolada de &gua para o meio, como foi sugerido para a aquaporina de abobrinha
CpNIP1 (Klebl et al. 2003). Alternativamente, a sensibilidade a alta osmolaridade externa
pode ser devida ao efluxo de glicerol através das aquaporinas, 0 que impediria que a
levedura concentrasse esse osmolito internamente (Pettersson et al. 2006). Esses resultados
confirmam que as quatro aquaporinas de soja expressas em levedura localizam-se, pelo

menos em parte, na membrana plasmatica dessas células.
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4.2.3. Ensaios de Toxicidade

Para compreender mais a respeito das possiveis fun¢@es dessas aquaporinas na soja,
foram realizados ensaios para verificar se elas poderiam transportar outras substancias ja
descritas na literatura como substratos para as MIPs vegetais. O perdxido de hidrogénio
(H202) é uma espécie reativa de oxigénio que pode causar danos a uma variedade de
moléculas bioldgicas. Por outro lado, também faz parte da regulacéo de diversos processos
fisiologicos em plantas, como fotossintese, abertura de estématos, ciclo celular,
modificacBes na parede celular, senescéncia, entre outros (Petrov e Van Breusegem 2012).
Diversas aquaporinas ja foram caracterizadas pelo transporte de H>Og, incluindo PIPs de
milho e videira (Bienert et al. 2014; Sabir et al. 2014), TIPs de Arabidopsis, tulipa e
videira (Bienert et al. 2014; Azad et al. 2012; Sabir et al. 2014) e NIPs de arroz (Katsuhara
et al. 2014). Para verificar se as aquaporinas de soja sdo capazes de transportar essa
molécula, as células de levedura transformadas com essas aquaporinas ou com o plasmideo
vazio foram expostas a um meio com duas concentragdes de H.0 (Fig. 12). Aquaporinas
permeaveis a H20, aumentam o influxo dessa molécula para dentro das células da levedura
e desencadeiam a morte celular ou inibicdo do crescimento.

A levedura expressando GmTIP2;5 mostrou-se extremamente sensivel,
evidenciando o transporte de peréxido de hidrogénio por essa aquaporina e indicando,
possivelmente, maior eficiéncia em comparacdo com as outras MIPs de soja testadas. As
células expressando as aquaporinas GmTIP1;9, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 foram menos
sensiveis, porém, a sensibilidade aumentou de maneira dose-dependente. O transporte
dessa molécula por GmTIP1;9 e GmTIP2;5 confirma a predicéo realizada por Zhang et al.
(2013) através das SDPs. O transporte de H>O: através das aquaporinas para dentro do
vacuolo poderia ser importante para a detoxificacdo da planta (Azad et al. 2012). Porém,
considerando que nao existe confirmacdo de que essas TIPs estejam localizadas no
vacuolo, sdo necessarios mais estudos para compreender o papel fisiolégico do transporte
de H20- por essas aquaporinas em soja.

59



Controle TIP1:.9 TipP2:5

YNB -
H,0,2,5 mM

YNB + A . P .
H,0,2,5 mM : E o 7
YNB + ;
H,0,3 mM Y . oy

Figura 12. Ensaio de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio em S. cerevisiae
expressando as aquaporinas de soja GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou
transformada com o pYES vazio (controle). Dilui¢cBes seriadas das culturas de células
(2:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) foram plaqueadas em meio sélido suplementado com 2,5
mM ou 3,0 mM de H20.. As placas foram incubadas a 28 °C por 3 dias.

O boro € um micronutriente essencial para as plantas, envolvido nos mais diversos
processos fisioldgicos, como metabolismo de &cidos nucleicos, carboidratos e proteinas e é
necessario como componente da parede celular (Tanaka e Fujiwara 2008). Como todas as
células possuem a parede celular estruturalmente semelhante, o boro precisa ser
eficientemente distribuido em todos os tecidos vegetais. Além disso, esse elemento é
toxico em altas concentracfes (Reid 2014). As plantas absorvem o boro do solo na forma
de &cido borico (HsBOs). AtNIP5;1 e AtNIP6;1 de Arabidopsis (Takano et al. 2006;
Tanaka et al. 2008), HvPIP1;3 e HVPIP1;4 de cevada (Fitzpatrick e Reid 2009), OsNIP2;1
e Os NIP2;2; de arroz (Mitani et al. 2008) e VVTIP1;1 e VVTIP2;2 de videira (Sabir et al.
2014) foram caracterizadas como transportadores de acido bérico. No presente estudo,
nenhuma das aquaporinas mostrou-se permeavel ao acido boérico nas duas concentracGes
utilizadas no ensaio (Fig. 13). Concentragbes maiores foram testadas, mas causaram

toxicidade as células controle.
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Figura 13. Ensaio de sensibilidade ao boro em S. cerevisiae expressando as aquaporinas
de soja GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou transformada com o pYES
vazio (controle). Diluigdes seriadas das culturas de células (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000)
foram plagueadas em meio solido suplementado com 20 mM de HzBOs. As placas foram
incubadas a 28 °C por 3 dias.

4.2.4. Quantificacdo do Transporte de Agua

A descoberta das aquaporinas estabeleceu as bases moleculares para a
permeabilidade passiva das membranas vegetais a agua (Maurel 1997). Hoje, as
caracteristicas do transporte de agua por aquaporinas sdao amplamente utilizadas para
explicar as propriedades hidraulicas desses organismos (Li et al. 2014). Existem evidéncias
da participacdo das aquaporinas em processos fundamentais como divisdo e expansédo
celular, que requer a absorcdo continua de dgua para manutencdo da pressdao de turgor,
absorcdo de agua pelas raizes, osmorregulacdo e transpiracdo (Chaumont e Tyerman
2014).

Para quantificar a capacidade de transporte de agua das TIPs caracterizadas, foi
mensurado o coeficiente de permeabilidade osmotica da &gua (Pf) em leveduras
transformadas com GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 ou com o plasmideo vazio
(controle). Os ensaios foram realizados em condicOes hipertdnicas por espectroscopia de
fluorescéncia, empregando a técnica de interrupcdo brusca do fluxo (stopped-flow). A
estimativa do transporte de agua através dessa técnica utilizando células intactas de S.
cerevisiae ja foi bem estabelecida (Soveral et al. 2007; Leitdo et al. 2012; Sabir et al.
2014). As alteracOes de volume em funcdo do tempo para as diferentes populagbes de
células submetidas ao mesmo choque osmoético foram monitoradas como mudancas na

intensidade da fluorescéncia e estdo representadas na figura 14. As leveduras expressando
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as TIPs de soja atingem o equilibrio mais rapidamente que as leveduras controle, indicando
que a expressao dessas aquaporinas aumenta a permeabilidade da célula a agua a 10 °C. O
aumento na permeabilidade em consequéncia da presenca de aquaporinas € mais relevante
em baixas temperaturas, visto que nessas condi¢des a bicamada lipidica é mais rigida e
menos permeavel (Soveral et al. 2006). A expressao heterdloga de GmTIP1;9, GmTIP2;5 e
GmTIP3;2 levou a um aumento na permeabilidade de, respectivamente, 79%, 134% e 43%

em relacdo ao controle (Tab. 7).
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Figura 14. Ensaios de stopped-flow com leveduras expressando as aquaporinas de soja
(GmTIPL;9, GmTIP2;5 e GmTIP3;2) ou transformadas com o pYES vazio (controle) a
temperatura de 10 ° C. A) Sinais tipicos obtidos ap0s o choque osmotico. B) Coeficientes
de permeabilidade a agua (Pf a 10 °C). Os dados exibidos representam média + desvio
padrdo de quatro sinais.

O fluxo da agua através das membranas celulares é a soma da passagem das
moléculas por duas vias paralelas: difusdo pela bicamada lipidica (energia de ativacdo mais
alta) ou difusdo através de poros (energia de ativacdo mais baixa). Portanto, a energia de
ativacdo (Ea) resultante para o transporte de agua dependera da contribuicdo relativa de
cada via para o fluxo total (Soveral et al. 2006). Valores mais altos de Ea sugerem que o
trajeto através dos lipideos é o que predomina, enquanto valores mais baixos indicam a
presenca de aquaporinas que facilitam o transporte de &gua. Diferencas de mais de 2
kcal/mol s@o consideradas significativas. Para estimar os valores de Ea, 0s ensaios foram
realizados em intervalos de temperatura variando dos 10 °C aos 33 °C e foram estimados

os declives das representacdes graficas de Arrhenius (Fig. 15).
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Figura 15. Energia de ativagdo (Ea) para o transporte de agua em leveduras expressando as
aquaporinas de soja (GmTIPL;9, GmTIP2;5 e GmTIP3;2) ou transformadas com o pYES
vazio (controle). A) Gréfico de Arrhenius do Py calculado para temperaturas entre 10 e 33
°C, onde T e a temperatura em Kelvin. B) Ea calculada a partir do declive exibido no
grafico de Arrhenius.

O valor de E, obtido para o controle foi de 15,3 kcal/mol, compativel com um fluxo
de agua ocorrendo essencialmente através da bicamada lipidica (Soveral et al. 2007). A
permeabilidade da bicamada depende ndo somente da temperatura, mas também da
composicdo de lipideos da membrana, de maneira que esses valores podem variar
conforme o modelo considerado (Nehls e Dietz 2014). A expressdo de GmTIP1;9,
GmTIP2;5 e GmTIP3;2 causou uma reducdo na Ea de, respectivamente, 5,0, 2,5 e 3,3
kcal/mol, demonstrando que o transporte de agua € menos dependente da temperatura

nessas células em comparacéo com o controle (Tab. 7).

Tabela 7. Permeabilidade e energia de ativacdo para o transporte de agua em S. cerevisiae
expressando as aquaporinas de soja.

Coeficiente de Permeabilidade (P;) (cm/s)x10* Energia de ativagdo (E) (kcal/mol)

Controle 0,78 £ 0,034 15,3
GmTIP1;9 1,40 £ 0,08 10,3
GmTIP2;5 183+£0,14 12,8
GmTIP3;2 1,12 +£0,13 12,0

A expressdo das MIPs de videira VVPIP2;1, VVTIPL;1, VVTIP2;1 e VVTIP2;2 em
levedura leva a uma reducdo das energias de ativacdo entre 3,25 e 5,7 kcal/mol (Leitao et

al. 2012; Sabir et al. 2014). Apesar de ndo haver diferenga expressiva nas energias de

63



ativagdo, a diferenca entre os valores de P; das aquaporinas de soja e de VVTIP2;1
(Pf=8,0+0,7*10"* cm/s; Leitdo et al. 2012) em baixas temperaturas é consideravel. Valores
de P; menos expressivos podem indicar uma menor eficiéncia no transporte de agua por
esses canais ou ser consequéncia de niveis de expressdo mais baixos na membrana da
levedura. Ainda assim, os dados preliminares apresentados indicam que todas as

aquaporinas testadas sdo funcionais para o transporte de agua.

4.2.5. Quantificacdo do Transporte de Ureia

Para verificar a capacidade de transporte de ureia pelas aquaporinas de soja
GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 foi utilizada uma linhagem de S.
cerevisiae com delecdo do transportador de ureia endégeno DUR3. Células expressando as
aquaporinas de interesse ou o0 plasmideo vazio foram submetidas a um ensaio de stopped-
flow utilizando uma solugdo com ureia 1,4 M. O emprego dessa técnica para verificacdo da
permeabilidade a ureia foi realizado, em outros estudos, com eritrocitos ou vesiculas
isoladas de células animais (Zhao et al. 2007; Mathai e Zeidel 2007). Esse é o primeiro
relato do uso de leveduras intactas para medir a permeabilidade a ureia através de stopped-
flow. A figura 16 mostra os registros tipicos do experimento para cada populacdo de
células em duas temperaturas distintas. Num primeiro momento observa-se a saida de agua
do interior da célula devido ao gradiente osmético e, logo a seguir, a entrada da ureia a
favor do seu gradiente de concentragéo.

Visto que os sinais ndo estabilizam durante o tempo de aquisi¢do, ndo é possivel
ajustar uma exponencial aos tracados e derivar o k. Por conseguinte, para medir a
permeabilidade relativa a ureia foi utilizado o declive (m) de cada curva referente a entrada
de ureia nas células. Quanto maior a permeabilidade ao soluto, maior é a velocidade de
entrada e, portanto, maior o declive dos sinais de fluorescéncia. A figura 17 compara 0s

valores de permeabilidade relativa obtidos a 10 °C e a 23 °C.
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Figura 16. Sinais de fluorescéncia tipicos obtidos para as cinco populagbes de células
previamente equilibradas em 1,4 M de sorbitol e repentinamente expostas a uma solucéo
com 0,7 M de sorbitol e 1,4 M de ureia a (A) 10 °C e (B) 23 °C.
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Figura 17. Permeabilidade relativa & ureia calculada a partir do declive dos sinais de
fluorescéncia das leveduras expressando as aquaporinas de soja (GmTIP1;9, GmTIP2;5,
GmTIP3;2 e GmNIP2;1) em comparacao as leveduras transformadas com o pYES vazio
(controle) a (A) 10 °C e (B) 23 °C. Os dados exibidos representam média + desvio padrao
de quatro sinais.

Existe uma clara diferenca na velocidade do transporte de ureia entre leveduras
controle e as leveduras expressando as aquaporinas de soja, especialmente em temperaturas
mais baixas. Para confirmar que a diferenca observada € devido ao transporte atraves dos
canais, os valores de m obtidos em cinco temperaturas foram utilizados para determinar a

Ea para o transporte de ureia (figura 18).
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Figura 18. Energia de ativacdo (E.) para o transporte de ureia em leveduras expressando as
aquaporinas de soja (GmTIP1;9, GmTIP2;5, GmTIP3;2 e GmNIP2;2) ou transformadas
com o pYES vazio (controle). A) Grafico de Arrhenius dos valores de m calculados para
temperaturas entre 10 e 33 °C, onde T € a temperatura em Kelvin. B) Ea para o transporte
de ureia calculada a partir do declive exibido no grafico de Arrhenius.
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A expresséo das quatro aquaporinas de soja levou a uma redugéo na energia de
ativacdo necessaria para o transporte de ureia nessas leveduras em comparagdo com o
controle. Os dados preliminares aqui apresentados indicam que GmTIP1;9, GmTIP2;5,

GmTIP3;2 e GmNIP2;2 permitem a passagem de moléculas de ureia.

4.2.6. Analise das Especificidades Estabelecidas para as Aquaporinas de Soja

A despeito das diferencas marcantes relacionadas & composicdo de aminoacidos e
polaridade do filtro seletivo e a dimensdo dos canais, as quatro aquaporinas
funcionalmente caracterizadas nesse trabalho apresentaram especificidades extremamente
semelhantes. Apesar de haver diferencas no grau de sensibilidade ou permeabilidade as
moléculas testadas em leveduras transformadas com cada aquaporina, ndo € possivel
discernir se essa observacdo € decorrente de eficiéncias de transporte distintas ou €
consequéncia de niveis de expressao possivelmente desiguais na membrana celular. Essa
questdo podera ser resolvida através da fusdo dessas proteinas com uma molécula
fluorescente, como GFP, que permita acessar suas localizagcdes na levedura e comparar
niveis de expressao.

As regides consideradas de maior importancia para a seletividade das aquaporinas
sdo, normalmente, o filtro seletivo e os motivos NPA. De acordo com essa observacéo, as

analises realizadas a partir dos modelos estruturais revelaram que, de modo geral, esses sao
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0s pontos mais estreitos do canal. Como mencionado anteriormente, os valores de raio
calculados sdo somente aproximacdes, por apresentarem como base modelos estruturais de
qualidades variadas. Além disso, existe a possibilidade desses poros, quando inseridos na
membrana, apresentem certa flexibilidade, variando ligeiramente suas dimensdes. Outro
fator importante refere-se a orientagdo das cadeias laterais dos aminoacidos em contato
com o lumen do poro. Os modelos passaram por etapas de minimizacdo de energia como
parte do protocolo de modelagem, o que pode alterar orientacGes desfavoraveis para as
cadeias laterais em relagdo ao cristal. Ainda assim, uma série de conformacdes sdo
possiveis e podem influenciar a medida do canal. Corroborando essa concepcéo, Dynowski
et al. (2008) postulam que ndo somente a natureza dos residuos componentes do filtro
seletivo, mas também sua exata posicao e orientacdo parecem ser criticas para o transporte.
A obtengdo de diferentes conférmeros de aquaporinas por dindmica molecular poderia
responder com maior precisdo questdes a respeito das dimensdes dos poros. A principal
dificuldade referente a essa estratégia € o alto custo computacional para realizacdo de
multiplas simulagdes de proteinas inseridas em membranas.

Apesar de todos os fatores mencionados, a determinagéo do perfil de raio ao longo
dos canais mostrou-se uma abordagem adequada para predicdo da permeacgdo de ureia
através aquaporinas: GmTIP3;2 é permeavel a ureia, a maior molécula testada (2,62 A;
Hove e Bhave 2011), apresentando raio minimo de 2,4 A na regido do filtro.
Diferentemente do que acontece para outros substratos, a grande diversidade de
aquaporinas capazes de transportar ureia torna dificil a identificacdo de uma assinatura de
sequéncia que seja indicativa dessa atividade (Hove e Bhave 2011). Além disso, a
hidrofobicidade do poro, por si s6, também ndo é suficiente para determinar a
permeabilidade a essa molécula em MIPs (Kojima et al. 2006). Estudos in vitro e in silico
com mutantes da AQP1 e da SoPIP2;1 apontam o tamanho do poro como fator mais critico
para a capacidade de transporte de ureia (Beitz et al. 2006; Dynowski et al. 2008). A
heterogeneidade de filtros seletivos das quatro aquaporinas de soja caracterizadas por esse
transporte confirma essas observagoes.

Nenhuma das aquaporinas caracterizadas permitiu a passagem de acido bdrico,
ainda que essa molécula seja bastante similar & ureia em termos de tamanho (2,57 A; Hove
e Bhave 2011), indicando que o tamanho do poro ndo é suficiente para predizer a

permeabilidade ao acido bdérico. Nesse caso, a polaridade do filtro também é importante
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para criagdo de um ambiente hidrofilico adequado para esse transporte (Hove e Bhave
2011). Considerando que GmTIP2;5 e GmTIP3;2 possuem tanto polaridade como
dimens@es apropriadas nessa regido, € possivel deduzir que existam ainda outras areas da
proteina importantes nesse processo.

A molécula de perdxido de hidrogénio possui varias caracteristicas fisico-quimicas
muito semelhantes a agua, como tamanho, propriedades eletroquimicas e capacidade de
formacéo de ligacGes de hidrogénio, o que a torna uma forte candidata a substrato tipico
para aquaporinas (Bienert et al. 2014). Em conformidade com essas propriedades, as
quatro aquaporinas de soja mostraram alguma permeabilidade tanto a dgua quanto ao
perdxido de hidrogénio.

Os ensaios funcionais confirmaram as predi¢cGes baseadas na andlise das SDPs
realizadas por (Zhang et al. 2013), em que o transporte de peréxido de hidrogénio foi
previsto para GmTIP1;9 e GmTIP2;5, e o transporte de ureia para GmTIP3;2 e GmNIP2;2.
Porém, ndo foi possivel predizer, unicamente atraves das SDPs, o transporte de peroxido
de hidrogénio e de ureia para todas as aquaporinas, indicando que resultados negativos,
nesse caso, devem ser considerados com cautela. No caso de GmNIP2;2, a verificagdo das
SDPs tampouco foi capaz de prever o transporte de silicio demonstrado in vitro por
Deshmukh et al. (2013).

Para que as estratégias de predicdo de transporte sejam mais precisas, € importante
a obtencdo das estruturas cristalograficas de outras subfamilias de aquaporinas vegetais
além da PIP, de maneira a permitir modelagens mais acuradas e simulagfes de dindmica
molecular da permeacdo dos diversos substratos descritos para essas proteinas. Atraves
dessa abordagem, sera possivel a identificacdo dos residuos mais importantes para a
passagem de cada molécula e a caracterizacdo das interacBes que ocorrem durante o

transporte, sejam elas interacGes proteina-proteina ou proteina-substrato.
4.2.7. Perfil de Expressdao em Soja
O perfil de expressdo das aquaporinas GmTIP1;9 e GmTIP2;5 foi analisado em

plantas de soja cultivadas em hidroponia até o periodo de um més. Iniciadores especificos

foram desenhados para cada uma, de maneira que somente uma banda, do tamanho
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esperado (344 pares de base para GmTIP1;9 e 521 pares de base para GmTIP2;5) é

observada nos géis (Fig. 19).
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Figura 19. Perfil de expressdo de aquaporinas de soja. (A) Gene controle (actina), (B)
GmTIP1;9 e (C) GmTIP2;5. M, Marcador molecular; 1, Semente quiescente; 2, Semente
germinada; 3, Radicula de trés dias; 4, Hipocdtilo de trés dias; 5, Cotilédone de trés dias; 6,
Raiz de sete dias; 7, Caule de sete dias; 8, Folha de sete dias; 9, Raiz de um més; 10, Caule
de um més; 11, Folha de um més. Os valores a esquerda indicam o numero de pares de
bases relacionados a respectiva banda do marcador molecular.

GmTIPL1;9 aparece como um proteina ubiqua, com expressao similar em todas as
amostras avaliadas. Esse resultado confirma a andlise de Deshmukh et al. (2013), que
averiguaram o perfil de expressdo das aquaporinas em soja utilizando dados de
transcriptoma e microarranjo, mas contrasta com as observacgdes de Zhang et al. (2013),

que demonstram que esse gene é expresso somente em caule e folhas. E importante



ressaltar que esses autores, além de ndo empregarem o sistema hidrop6nico para o cultivo
das plantas de soja, utilizaram o cultivar Sudou 3, enquanto no presente estudo utilizamos
Williams 82. Deshmukh et al. (2013) ndo deixam claro qual o cultivar utilizado nas
andlises. Diferencas na expressao de aquaporinas entre cultivares ja foi demonstrada para
outras espécies, como péssego (Prunus persica; Yooyongwech et al. 2008) e morango
(Fragaria x ananassa; Alleva et al. 2010).

GmTIP2;5 também aparece em todos os tecidos, porém foram encontradas
diferencas nos niveis de expressdo entre as amostras analisadas. Observa-se maior
expressdo desse gene em folhas e caule, e essa expressdo diminui ao longo do
desenvolvimento da planta. Também foi encontrada maior expressdo na semente
germinada do que na semente quiescente. Esse perfil corrobora os dados obtidos por
Deshmukh et al. (2013), em que nédo é detectada expressao de GmTIP2;5 em sementes de
42 dias ap6s o florescimento, mas é observada em estagios anteriores do desenvolvimento
da semente, e menor expressdo é encontrada em raizes em comparacdo com folhas.

Analises do perfil de expressao das aquaporinas GmTIP3;2 e GmNIP2;2 estdo em
andamento. Estudos de qPCR indicam que GmNIP2;2 est4 presente nas raizes de soja de
trés cultivares distintos (Deshmukh et al. 2013), incluindo Williams 82. Outros 6rgdos nao
foram avaliados pelos autores, mas dados de transcriptoma determinam maior expressao
em raizes, nddulos, folhas e flores, e uma pesquisa em bases de dados de microarranjo
apontam sua expressdo na epiderme da soja. Para GmTIP3;2, resultados de transcriptoma
indicam sua expressdo apenas em sementes (Deshmukh et al. 2013).
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Parte 111

Envolvimento das Aquaporinas no Metabolismo de Ureia
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4.3.2. Envolvimento das Aquaporinas no Metabolismo de Ureia

A grande maioria dos estudos referentes a aquisicdo de nitrogénio pelas plantas séo
focados na absorcdo e assimilagéo de nitrato ou amonio (Nacry et al. 2013). Somente nos
altimos anos, os aspectos relacionados ao transporte de ureia comegaram a receber mais
atencdo. A absorcdo de ureia pelas células vegetais como uma molécula intacta ja foi
demonstrada anteriormente (Kojima et al. 2007) e independe do status nutricional da
planta (Mérigout, Lelandais, et al. 2008). Plantas de Arabidopsis previamente cultivadas na
presenca de ureia, quando expostas a uma solucdo nutritiva contendo ureia marcada com
nitrogénio-15, absorvem essa molécula de maneira mais eficiente que plantas previamente
cultivadas em outras fontes de nitrogénio. Esse dado sugere que a exposicado das raizes a
ureia deve levar a um aumento da expressdo de transportadores responsaveis pela sua
absorcdo (Mérigout, Lelandais, et al. 2008).

O unico transportador de ureia que teve sua importancia comprovada para fisiologia
da planta foi a proteina DURS3, identificada na membrana plasmatica de células de raizes
de Arabidopsis (Kojima et al. 2007). Utilizando a sequéncia de AtDURS3, foi identificado
no genoma da soja um homodlogo dessa proteina. Uma analise através do servidor
TMHMM prediz a existéncia de 15 heélices transmembrana em ambas as proteinas, que
apresentam 78,2% de identidade. Linhagens de Arabidopsis que ndo possuem o gene de
DURS funcional ndo crescem bem em baixas concentracdes de ureia como a Unica fonte de
nitrogénio, demonstrando a importancia desse transportador de alta-afinidade para a
assimilacao desse nutriente. Porém, em concentragfes acima de 1 mM, o crescimento das
plantas € menos prejudicado pela mutacdo. Além disso, a quantidade de ureia nas raizes
das plantas mutantes diminui drasticamente, em relagcéo ao controle, quando cultivadas em
solucdo nutritiva contendo até 100 uM de ureia. Mas, quando a solucdo é suplementada
com concentracdes acima de 1 mM, essa diferenca é significativamente menor, sugerindo a
contribuicdo de sistemas de transporte de baixa afinidade, como aquaporinas, para a
absorcdo da ureia presente no meio externo.

Para investigar a participacdo das aquaporinas de soja permeaveis a ureia na
absorcdo e transporte dessa molécula na planta, foi utilizada uma abordagem baseada em
PCR quantitativo. Plantas de soja foram cultivadas em solucdo nutritiva contendo sulfato

de amonio ou ureia como a unica fonte de nitrogénio, com o proposito de investigar
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possiveis diferengas, entre os dois tratamentos, na expressdo génica das MIPs. A
estabilidade da ureia em solu¢@es nutritivas foi testada anteriormente, demonstrando que a
hidrolise dessa molécula nessas condigdes é praticamente nula (Mérigout, Gaudon, et al.
2008; Kutman et al. 2014).

Nao foram observadas diferencas fenotipicas entre os tratamentos (Fig. 20). Em
Arabidopsis, as plantas cultivadas em ambas as condi¢Ges apresentam sinais de deficiéncia
de nitrogénio e um perfil muito similar de aminoacidos nas raizes (Mérigout, Lelandais, et
al. 2008). Além disso, existem evidéncias de que o amdnio derivado internamente atraves
da clivagem da ureia é utilizado da mesma maneira que o aménio absorvido pela planta do
ambiente externo. Tais semelhancas devem minimizar a complexidade dos processos
avaliados e, portanto, diminuir as chances de equivocos na interpretacdo dos resultados,
que ocorreriam mais facilmente caso outras rotas metaboélicas fossem ativadas, como

ocorre, por exemplo, com o uso de nitrato (Mérigout, Lelandais, et al. 2008).
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Figura 20. e soja cultivadas em (A) ureia e (B) sulfato de amonio.

Os transcritos de GmTIP1;9, GmTIP3;2 e GmNIP2;2 tiveram sua expressao
significativamente aumentada em raizes de soja no primeiro dia de tratamento com ureia
(Fig. 21). Esse padrdo sugere uma adaptacdo da planta & nova fonte de nitrogénio
fornecida, de maneira a absorver mais eficientemente a ureia presente na solugdo nutritiva
e a lidar com a necessidade de transporte dessa molécula através das membranas
intracelulares. O aumento da expressao de GmNIP2;2 na parte aérea da soja, observado no
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sétimo dia de tratamento, indica uma possivel fungdo no traslado da ureia entre os 6rgdos
da planta. O transporte de ureia da raiz para a parte aérea foi observado em plantas de
arroz, abobrinha e soja cultivadas em privacdo de niquel, elemento necessario para a
ativacdo da urease, causando o acimulo de grande quantidade de ureia na parte aérea
dessas plantas (Gerendas e Sattelmacher 1997; Gerendas et al. 1998; Kutman et al. 2014).
Em trigo cultivado em hidroponia na presenca de ureia, a concentracdo dessa molécula
também aumenta progressivamente na parte aérea (Merigout, Gaudon, et al. 2008). Entre
as quatro aquaporinas testadas, GmTIP2;5 foi a Unica que ndo teve sua expressdo afetada,
sugerindo que, apesar de ser permeavel a ureia, essa aquaporina desempenhe outras
funcGes em soja ou tenha sua expressdao regulada em condicBes, 6rgaos ou estagios de
desenvolvimento ndo testados nesse estudo. N&o é possivel afirmar se essas aquaporinas
estdo envolvidas no transporte através da membrana plasmética ou entre as diversas
organelas vegetais. Segundo as predi¢Ges realizadas através dos diferentes servidores,
engquanto GmNIP2;2 tem mais probabilidade de estar inserida na membrana plasmatica, a
localizacdo das TIPs caracterizadas parece estar mais relacionada a membranas
intracelulares. Foi proposto que a compartimentalizacdo da ureia no vacuolo pode ser
benéfica para estocar transientemente ou detoxificar um excesso de ureia que, do contrario,
seria acumulada no citoplasma. Corroborando essa hipotese, a ureia borrifada como
fertilizante em folhas de batata permanece internamente nos tecidos ap6s 36 horas, apesar
da presenca de urease suficiente no citoplasma para que a degradagdo ocorresse em apenas
algumas horas (Witte 2011). Mais estudos sdo necessarios para determinar o perfil de
expressdao e a localizacdo subcelular das aquaporinas testadas, de maneira a melhor
compreender suas fun¢des no metabolismo de ureia na soja.

O transporte de ureia através de membranas celulares é essencial em muitos
processos fisioldgicos e, portanto, deve requerer diferentes tipos de transportadores (Gu et
al. 2012). Para verificar se existe variacao da expressdo de outras isoformas de aquaporinas
que podem apresentar essa funcdo, foram desenhados iniciadores especificos para
amplificacdo do cDNA de MIPs de soja que apresentam altos niveis de similaridade com
aquaporinas transportadoras de ureia de outras espécies vegetais: NtAQP1 (Eckert et al.
1999), ZmPIP1;5b (Gaspar et al. 2003), CpNIP1 (Klebl et al. 2003), AtTIP1;1, AtTIP1;2,
AtTIP2;1 e AtTIP4;1 (Liu, Ludewig, Gassert, et al. 2003), AtNIP6;1 (Wallace e Roberts
2005), AtTIP1;3 e AtTIP5;1 (Soto et al. 2008) e OsNIP2;1 (Mitani et al. 2008).
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Figura 21. Expressdo relativa dos transcritos de aquaporinas de soja em raizes e parte
aérea de plantulas cultivadas em ureia como Unica fonte de nitrogénio. Plantulas foram
cultivadas por 7 dias em uma solucdo com sulfato de amonio e entdo submetidas a solugéo
nutritiva com ureia por um, trés ou sete dias. A quantidade inicial de RNA em cada
amostra foi normalizada com os genes controle MTP e Fbox. Os dados séo relativos aos
niveis de expressao na planta controle (cultivada em sulfato de amonio), que foram fixados
em 1. As barras representam média + desvio padrdo. * indicam médias estatisticamente
diferentes do controle (p < 0,05). Os experimentos foram realizados em quadruplicatas.

Quando a soja € cultivada em ureia como a Unica fonte de nitrogénio, as diferentes
isoformas de aquaporinas apresentam padrdes de regulacdo distintos (Tab. 8 e Fig. 22).
Contudo, de maneira geral, os niveis de transcritos sofrem um aumento em relacdo ao
controle, tanto em raizes quanto na parte aérea, indicando o envolvimento desses canais no
metabolismo de ureia na planta. Entre as alteragdes mais significativas, estd 0 aumento da
expressdo de GmNIP2;1 em raizes e de GmTIP4;2 na parte aérea. Considerando a elevada
identidade de sequéncia entre GmNIP2;1 e GmNIP2;2 (96,9%) e a presen¢a dos mesmos
residuos no filtro seletivo, motivos NPA e SDPs, é muito provavel que GmNIP2;1 também

seja permeavel a ureia.
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Figura 22. Expressdo relativa dos transcritos de aquaporinas de soja em raizes e parte
aerea de plantulas cultivadas em ureia como Unica fonte de nitrogénio. Plantulas foram
cultivadas por 7 dias em uma solucdo com sulfato de aménio e entdo submetidas a solucédo
nutritiva com ureia por um, trés ou sete dias. A quantidade inicial de RNA em cada
amostra foi normalizada com os genes controle MTP e Fbox. Os dados sédo relativos aos
niveis de expressdo na planta controle (cultivada em sulfato de aménio), que foram fixados
em 1. As barras representam média + desvio padrdo. * indicam médias estatisticamente
diferentes do controle (p < 0,05). Os experimentos foram realizados em quadruplicata.

Ha alguns anos, imaginava-se que a ureia era um substrato pouco comum para
aquaporinas. Porém, em animais vertebrados, de 21 aquaporinas testadas, 15 transportam
ureia e, em plantas, de 20 aquaporinas testadas, 17 apresentam essa propriedade, incluindo
PIPs, TIPs e NIPs (Perez Di Giorgio et al. 2014). Assim como foi proposto para a
caracteristica permeabilidade a 4gua (Kaldenhoff et al. 2007), esse sistema deve garantir o
ajuste fino do transporte de ureia na planta, com diferencas nas localizagdes subcelulares,
tecidos e 6rgdos e na regulacdo da expressdo sob diversas circunstancias. Um estudo
realizado com a aquaporina permeavel a ureia AtTIP4;1 apresenta uma evidéncia que

sustenta essa hipdtese. Essa MIP, quando superexpressa, aumenta a absorcdo dessa
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molécula em folhas embebidas em uma solugdo com ureia marcada com carbono-14, mas,
quando silenciada, ndo causa reducdo do transporte em comparacdo com folhas controle,
indicando que exista redundancia funcional para compensar a falta desse homélogo (Kim
et al. 2008). Outros estudos baseados em plantas nocaute para aquaporinas individuais
também mostram-se de dificil interpretacdo, jA& que nenhum fendtipo obvio foi
demonstrado para esses mutantes. Entre as hipoteses que explicam esses resultados,
podemos citar a grande diversidade de genes de aquaporinas e possiveis mecanismos de
compensagdo entre homdlogos proximos (Chaumont e Tyerman 2014). O aumento da
expressdo em resposta a presenca de ureia observado em quatorze aquaporinas de soja gera

mais uma evidéncia a favor dessa hipotese.

Tabela 8. Expressdo relativa dos transcritos de aquaporinas de soja em raizes e parte aérea
de plantulas cultivadas em ureia como Unica fonte de nitrogénio.

Raiz Parte aérea
1dia 3 dias 7 dias 1dia 3 dias 7 dias
GmNIP2;1 15,80+3,78 4,76+1,02 11,44+2,44  0,95+0,17 1,49+0,17 6,35+1,47
GmPIP1,1 1,32+0,28 0,49+0,12 13,15+5,97  0,74+0,15 2,02+0,36 0,82+0,13
GmPIP1;6 1,95+0,24 1,46+0,24 1,69+0,40 0,99+0,09 4,69+1,42 4,13+1,09
GmTIP1;4 1,55+0,24 1,24+0,21 6,76 +1,51 0,34+0,04 3,61+0,94 0,90+0,16
GmTIP1;6 2,47+0,78 0,83+0,20 4,82+1,84 0,35+0,06 4,57+1,58 5,94+1,97
GmTIP1;7 5,49+0,72 3,44+0,73 3,94+0,86 0,88+0,09 3,13+0,84 4,56+1,38
GmTIP1;8 9,66+1,77 3,16+0,74 2,05+0,58 1,28+0,24 4,97+1,31 2,16+0,59
GmTIP2;3 2,77+0,42 1,18+0,25 3,62+0,88 1,24+0,24 3,98+0,82 2,66+0,63
GmTIP2;4 8,80+3,52 2,33+0,43 1,90+0,40 1,42+0,24 2,58+0,37 3,32+0,87
GmTIP2;7 2,55+0,84 2,72+0,61 22,36+5,59 1,67+0,39 1,80+0,31 0,70+0,17
GmTIP4;1 2,26+0,45 1,68+0,19 0,48+0,09 0,90+0,17 1,68+0,19 1,96+0,39
GmTIP4;2 6,98+2,90 0,77+0,27 2,36+0,58 5,51+2,09 14,10+4,86 28,03+8,31

Plantulas foram cultivadas por 7 dias em uma solu¢do com sulfato de aménio e entdo
submetidas a solugdo nutritiva com ureia por um, trés ou sete dias. A quantidade inicial de
RNA em cada amostra foi normalizada com os genes controle MTP e Fbox. Os dados séo
relativos aos niveis de expressdo na planta controle (cultivada em sulfato de aménio), que
foram fixados em 1. Os numeros representam média + desvio padrdo da razdo entre
expressdo nas plantas crescidas em ureia em relacdo as plantas crescidas em sulfato de
amonio. Os experimentos foram realizados em quadruplicada. Valores em azul ou
vermelho indicam, respectivamente, diminui¢cdo ou aumento da expressdo em comparagéo
com a planta controle, considerando os limites de 0,5 e 2,0.

Para verificar uma possivel relacdo entre os niveis de expressao das aquaporinas

envolvidas no metabolismo de ureia e as ureases, foram desenhados iniciadores especificos
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para as isoformas de urease presentes em soja. N&o houve diferenga significativa na
expressao dos genes de urease ubiqua (Fig. 23). A urease embrido-especifica foi detectada
somente na raiz de 3 dias e nenhuma diferenca nos niveis de expressdo entre 0s

tratamentos foi observada.
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Figura 23. Expressdo relativa dos transcritos da urease ubiqua de soja em raizes e parte
aerea de plantulas cultivadas em ureia como Unica fonte de nitrogénio. Plantulas foram
cultivadas por 7 dias em uma solucdo com sulfato de aménio e entdo submetidas a solucéo
nutritiva com ureia por um, trés ou sete dias. A quantidade inicial de RNA em cada
amostra foi normalizada com os genes controle MTP e Fbox. Os dados sdo relativos aos
niveis de expressdo na planta controle (cultivada em sulfato de aménio), que foram fixados
em 1. As barras representam média + desvio padrdo. * indicam médias estatisticamente
diferentes do controle (p < 0,05). Os experimentos foram realizados em quadruplicata.

&

Resultados similares foram obtidos em um estudo de transcriptoma com plantas de
Arabidopsis cultivadas em ureia, em comparagdo ao cultivo em nitrato de aménio
(Mérigout, Lelandais, et al. 2008). Em arroz e batata, tampouco foram encontradas
evidéncias para 0 aumento da atividade ureasica apos cultivo em solu¢do com ureia ou
fertilizacdo foliar (Witte et al. 2002; Cao et al. 2010), indicando que as células vegetais
possuem urease suficiente para processar a ureia importada, mesmo em altas concentracgoes
externas (Witte 2011). O unico indicio relatado de que a atividade ureasica pode ser
controlada, nesses casos, foi 0 aumento da expressdo da proteina acesséria UreG,
necessaria para a ativacdo da urease, em Arabidopsis cultivada em sistema hidropdnico
contendo somente ureia como fonte de nitrogénio (Mérigout, Lelandais, et al. 2008).

Considerando que a urease estd presente em niveis suficientes para lidar com a

degradacéo da ureia transportada, outros processos devem limitar o crescimento de plantas
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quando cultivadas em ureia como a Unica fonte de nitrogénio. A razdo pela qual essas
plantas apresentam sinais de deficiéncia de nitrogénio nessas condi¢fes ainda néo é clara e
gera controvérsias na literatura. Enquanto alguns estudos apontam, como a principal causa
desses sintomas, uma absorcédo e/ou assimilacdo menos eficiente, mas ainda ativa, dessa
forma de nitrogénio (Mérigout, Lelandais, et al. 2008), outros sugerem que a reduzida
performance das plantas nessas condi¢fes seja consequéncia de um desequilibrio na
distribuicdo do nitrogénio apos a sua assimilacdo (Cao et al. 2010).

Mais estudos precisam ser realizados para ampliar a compreensdo acerca do
metabolismo de ureia em plantas. Os resultados aqui apresentados confirmam o
envolvimento das aquaporinas nesse processo, demonstrando, além da sua permeabilidade
a ureia, sua capacidade de responder a disponibilidade dessa substancia. Esses dados
apontam as aquaporinas como promissores alvos para engenharia genética e para o

desenvolvimento de estratégias que visem o melhoramento da producéo agricola.
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5. Conclusdes e Perspectivas

Nesse estudo, identificamos a presenca de 66 genes completos de aquaporinas no
genoma da soja, divididos em 5 subfamilias. A familia de MIPs em soja possui nimero
expressivo de membros e é bastante diversificada, o que deve garantir a capacidade da
planta em realizar o transporte de moléculas importantes, como agua e nutrientes, e
responder a diferentes alteracdes do ambiente. Nossos resultados corroboram em grande
parte os resultados obtidos por Zhang et al. (2013) e Deshmukh et al. (2013). Algumas
divergéncias residem no numero de genes identificados, na identificacdo de residuos
conservados e na classificacdo das sequéncias em subgrupos.

Apesar do aumento do numero de aquaporinas de plantas funcionalmente
caracterizadas nos Ultimos anos, pouco se sabe sobre as bases moleculares do transporte de
diferentes solutos, o que torna dificil a predicdo das fungdes desses canais. A analise das
sequéncias e das estruturas tridimensionais das MIPs de soja apresentada nesse estudo,
juntamente com a identificacdo das moléculas que podem ser transportadas por cada
aquaporina, pode contribuir para a geracdo de estratégias mais claras de predi¢do das suas
especificidades. A estrutura cristalografica de membros de outras subfamilias, além da PIP,
e simulacbes de dindmica molecular da permeacdo de agua e solutos para esses canais
também sdo importantes para aprimorar o conhecimento acerca das bases moleculares do
transporte de moléculas realizado por essa familia tdo variada de proteinas.

A abordagem mais utilizada para a compreensdo dos papéis das MIPs em plantas é
a caracterizacdo individual de membros. As aquaporinas GmTIP1;9, GmTIP2;5,
GmTIP3;2 e GmNIP2;2 foram submetidas a um ensaio de complementacdo em leveduras,
confirmando a funcionalidade dos canais. O transporte de solutos biologicamente
relevantes, como perdxido de hidrogénio e acido bdrico, esta bem estabelecido na literatura
e tem vinculado as aquaporinas a diversas funcfes, como respostas a estresse oxidativo e
nutricdo mineral. Nesse trabalho, atraves de um teste de sensibilidade em leveduras,
mostramos a capacidade de transporte de perdxido de hidrogénio das quatro aquaporinas
testadas, porém nenhuma mostrou-se permeavel ao acido borico. Além disso, dados
preliminares de espectroscopia de fluorescéncia utilizando células intactas de S. cerevisiae
indicam que GmTIP1;9, GmTIP2;5 e GmTIP3;2 sdo capazes de transportar agua. Para

mensurar essa capacidade, 0s ensaios serdo repetidos e as proteinas serdo fusionadas a uma
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molécula fluorescente, como GFP, de maneira a quantificar os niveis de expressdo das
aquaporinas na membrana da levedura. Cinco aquaporinas de outros subgrupos ja foram
clonadas e seréo submetidas a ensaios funcionais.

O uso de ureia como fertilizante nitrogenado ocorre mundialmente em sistemas
agricolas, inclusive em soja. Apesar disso, poucos transportadores responsaveis pela
absorcdo/transporte dessa molécula foram caracterizados em plantas e ndo ha relato da
caracterizagcdo de nenhum transportador de ureia em soja. No presente estudo, quatro genes
de aquaporinas permeaveis a ureia foram identificados atraves da técnica de stopped-flow.
Esses ensaios também serdo repetidos com a fusdo dos genes a GFP, permitindo a
comparacdo entre os niveis de expressao na membrana plasmatica da levedura. Para
acessar a possivel relacdo das aquaporinas de soja com o metabolismo de ureia na planta,
foi utilizada uma abordagem baseada em PCR quantitativo. Os transcritos de GmTIPL1;9,
GmTIP2;5 e GmTIP3;2 apresentaram alteracfes em resposta & presenca da ureia na
solucdo nutritiva, especialmente em raizes no primeiro dia de tratamento, indicando seu
envolvimento no metabolismo de nitrogénio associado a ureia. Além disso, outras doze
MIPs tém sua expressdo aumentada nessas condicOes, tanto nas raizes quanto na parte
aérea. Tais resultados, juntamente com a identificacdo de um homologo de DUR3 no
genoma da soja, sugerem a existéncia de um complexo sistema de transporte que permite
que a planta capture e transporte o nitrogénio sob variadas concentragdes de ureia no meio.

Ampliar o conhecimento acerca da estrutura, funcdo e regulacdo das aquaporinas
transportadoras de ureia em plantas ira permitir, além do aprofundamento de questdes
basicas relacionadas ao transporte e metabolismo de ureia em plantas, a elaboracdo de
estratégias para utilizacdo mais eficiente da ureia como fertilizante nitrogenado,

diminuindo os custos para a producgdo agricola e para 0 meio ambiente.
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Apéndice 1

Identidade entre as sequéncias de aquaporinas de soja e as sequéncias de GlpF, AQP1

bovina e SoPIP2;1. Os alinhamentos foram realizados com o ClustalW.

Aquaporina GlpF AQP1 SoPIP2;1
GmPIP1;1 22,20% 34,30% 64,80%
GmPIP1;3 21,90% 32,30% 66,30%
GmPIP1;4 21,60% 32,60% 66,30%
GmPIP1;5 22,10% 32,80% 67,80%
GmPIP1;6 21,90% 32,60% 67,30%
GmPIP1;7 23,40% 33,40% 64,40%
GmPIP1;8 23,40% 32,50% 65,10%
GmPIP2;1 24,40% 34,70% 85,10%
GmPIP2;2 23,60% 32,70% 83,00%
GmPIP2;3 24,70% 34,70% 76,70%
GmPIP2;4 24,70% 34,40% 76,70%
GmPIP2;5 24,00% 33,90% 76,10%
GmPIP2;6 23,40% 34,50% 74,70%
GmPIP2;7 23,20% 33,60% 73,20%
GmPIP2;8 23,30% 33,70% 74,50%
GmPIP2;9 23,50% 34,60% 75,00%
GmPIP2;10 23,80% 34,60% 74,30%
GmPIP2;11 23,50% 34,30% 74,70%
GmPIP2;12 23,80% 33,70% 75,00%
GmPIP2;13 22,80% 34,70% 74,40%
GmPIP2;14 23,00% 35,90% 77,20%
GmTIP1;1 22,50% 34,80% 33,50%
GmTIP1;2 22,50% 34,80% 32,70%
GmTIP1;3 21,80% 31,00% 31,50%
GmTIP1;4 21,70% 33,90% 34,00%
GmTIP1;5 22,80% 32,50% 32,30%
GmTIP1;6 22,40% 33,60% 33,50%
GmTIP1;7 22,40% 32,60% 32,70%
GmTIP1;8 23,10% 31,90% 31,70%
GmTIP1;9 21,90% 29,00% 33,10%
GmTIP2;1 25,00% 33,00% 33,50%
GmTIP2;2 24,20% 34,10% 34,20%
GmTIP2;3 22,30% 35,00% 35,90%
GmTIP2;4 22,30% 35,00% 36,30%
GmTIP2;5 22,90% 33,30% 35,90%
GmTIP2;6 22,90% 33,70% 37,30%
GmTIP2;7 22,20% 31,90% 34,90%

95



Apéndice 1 - continuacgao

Identidade entre as sequéncias de aquaporinas de soja e as sequéncias de GlpF, AQP1

bovina e SoPIP2;1. Os alinhamentos foram realizados com o ClustalW.

Aquaporina GlpF AQP1 SoPIP2;1
GmTIP3;1 22,80% 33,00% 32,30%
GmTIP3;2 22,10% 33,30% 31,90%
GmTIP3;3 25,50% 34,20% 34,20%
GmTIP3;4 24,80% 32,00% 33,50%
GmTIP4;1 23,50% 33,00% 29,40%
GmTIP4;2 23,90% 32,60% 29,80%
GmTIP5;1 21,00% 24,60% 26,30%
GmNIP1;1 26,10% 22,40% 26,80%
GmNIP1;2 26,00% 25,70% 26,40%
GmNIP1;3 27,50% 25,60% 26,60%
GmNIP1;4 26,10% 25,80% 26,10%
GmNIP1;5 25,20% 24,30% 26,00%
GmNIP2;1 23,60% 24,40% 23,80%
GmNIP2;2 23,40% 23,50% 23,00%
GmNIP4;1 27,80% 24,10% 25,70%
GmNIP4;2 28,50% 26,20% 26,00%
GmNIP5;1 21,70% 23,30% 23,90%
GmNIP6;1 21,40% 21,70% 23,50%
GmNIP6;2 23,60% 22,70% 24,90%
GmSIP1;1 20,90% 20,00% 22,30%
GmSIP1;2 19,20% 21,40% 22,50%
GmSIP1;3 20,10% 20,10% 19,80%
GmSIP1;4 19,40% 19,10% 19,80%
GmSIP1;5 18,90% 19,50% 20,40%
GmSIP1;6 19,20% 18,10% 21,10%
GmSIP2;1 17,00% 20,90% 16,60%
GmSIP2;2 18,50% 20,30% 19,10%
GmXIP1;1 14,10% 22,40% 23,50%
GmXIP1;2 18,50% 24,90% 24,30%
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