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RESUMO

Fitocistatinas sdo inibidores competitivos de proteases cisteinicas em plantas que
atuam principalmente na inibicdo de papainas. Entretanto, hd uma demonstracéo in vitro de
uma fitocistatina carboxi-estendida com capacidade de inibir também uma protease do tipo
legumaina. Em arroz existem 12 genes de fitocistatinas, mas apenas um deles (OcXIl),
possui a extensdo C-terminal. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho é compreender a
diversidade e os mecanismos de interacdo entre as fitocistatinas e suas proteases cisteinicas
alvo em arroz, com énfase nas implicacbes funcionais da OcXII. Neste trabalho, nds
demonstramos que, em arroz, os 12 genes de fitocistatinas tém um perfil de expresséo
génica diferenciado na germinacéo e em respostas ambientais, sendo Ocl, Oclll e OcXIl os
genes mais expressos. O peptideo recombinante, correspondente a extremidade C-terminal
da OcXIlI possui capacidade inibitéria de legumainas e ndo afeta a atividade das papainas.
Através do silenciamento transcricional da OcXIl, via RNAI, foram obtidas plantas com
atividades proteoliticas aumentadas tanto de papainas quanto legumainas, em adi¢do a um
fenotipo de crescimento inicial acelerado. O fendtipo oposto é observado em plantulas
crescendo em condigdes alcalinas. Plantas expressando o promotor OcXIl fusionado ao
gene repodrter gus demonstraram um perfil de ativacdo de OcXIl durante a germinacéo,
principalmente na regido do escutelo das sementes. Esta ativagdo de OcXIl permanece alta
guando as sementes sdo mantidas com niveis elevados de ABA e sob estresse alcalino.
Como alvos especificos de OcXIl, as legumainas estdo relacionadas com a biossintese de
componentes vacuolares e degradacdo de proteinas de armazenamento. Em arroz, nos
encontramos cinco diferentes loci para as legumainas. Analises filogenéticas e estudos de
expressao génica demonstraram uma maior associacao de Osaleg2 e Osaleg3 com tecidos
de semente, e OsalLegl, 4 e 5 com tecidos vegetativos. Também foram observadas formas
de splicing alternativo, com potencial de originar diferentes isoformas ativas de
legumainas. Em geral, nossos dados demonstram o envolvimento bifuncional da OcXIl nos
processos de germinacdo e defesa interagindo e inibindo a atividade de proteases
cisteinicas especificas, onde a regido N-term de OcXII inibe papainas, enquanto a C-term
inibe legumainas.



ABSTRACT

Phytocystatins are competitive inhibitors of cysteine proteases in plants, principally
inhibiting papain-like proteases activity. However, there is one in vitro demonstration that
a carboxy-extended phytocystatin can inhibit legumain-like proteases either. In rice there
are 12 phytocystatins genes, but only one (OcXIl) has the C-terminal extension. Thus, the
aim of this study is to understand the diversity and interaction mechanisms among
phytocystatins and its cysteine protease targets in rice, focusing on OcXIl functional
implications. In this work we demonstrated that in rice, the 12 phytocystatins genes have a
different gene expression profile during the germination and environmental responses,
while Ocl Oclll and OcXIl were the most expressed genes. A recombinant peptide
corresponding to the different C-terminus of OcXIl was produced and its inhibitory
capacity was confirmed against legumains without affecting the activity of papains. OcXIlI
transcriptional silencing, via RNAI, resulted in plants with increased proteolytic activity
for both papain and legumains, in addition to an accelerated initial growth phenotype. The
opposite phenotype is observed in seedlings growing under alkaline conditions. Plants
expressing the OcXIl promoter fused to gus reporter gene demonstrated an OcXIll
activation profile during germination, especially in the seed scutellum region. This OcXIllI
activation remains high when the seeds are kept at high ABA levels or under alkaline
conditions. As specific OcXIlI targets, legumains are related to the biosynthesis of vacuolar
storage components and protein degradation. In rice, we found 5 different loci for
legumains. Phylogenetic analyses and gene expression studies demonstrated a greater
association of Osaleg3 and Osaleg2 with seed tissues, while OsalLegl, 4 and 5 were more
abundant in vegetative tissues. Also alternatively spliced forms were observed, with the
potential to produce different isoforms of active legumains. Overall, our data demonstrate
the involvement of the bifunctional OcXIl in germination processes and defense,
interacting and inhibiting the activity of specific cysteine proteases, where its N-term
region inhibits papain, while the C-term inhibits legumains.



Capitulo |

- Introdugéo -



1. Inibidores de proteases cisteinicas

Existem diversos genes que codificam para proteases nos mais variados tipos de
organismos conhecidos, os quais sdo equipados com uma grande maquinaria proteolitica, a
fim de regular reversivel ou irreversivelmente o destino das proteinas em suas células. As
proteases sdo extremamente necessarias para 0s organismos, elas clivam ligacGes
peptidicas, degradam proteinas em aminoécidos, removem proteinas ndo funcionais e
participam na regulacdo de vias importantes em respostas ambientais, e de
desenvolvimento. Isto faz com que haja uma alta especificidade e uma fina regulacdo da
atividade da protease sobre seu substrato. A presenca de uma cisteina (Cys), como
nucledfilo, ativada por uma histidina (His), no sitio catalitico, caracteriza as proteases
cisteinicas (van der Hoorn, 2008). A atividade destas proteases é eficientemente regulada
através da inibicdo de seu sitio catalitico pela interacdo com inibidores de proteases
cisteinicas. Naturalmente, os organismos possuem inibidores de proteases cisteinicas
enddgenos, produzidos de acordo com sua necessidade fisiologica. Tais inibidores foram
caracterizados e denominados cistatinas (Barrett, 1981), sendo posteriormente incluidos no
banco de dados MEROPS, no cla IH e na familia 125.

1.1 Cistatinas

As cistatinas sdo inibidores competitivos de proteases cisteinicas que, interagindo
com o sitio ativo das enzimas-alvo, bloqueiam o acesso ao substrato. Embora sejam
consideradas inibidores competitivos, a afinidade por algumas proteases-alvo ¢é
extremamente elevada, tornando dificil a reversdo da inibicdo (Barrett, 1987).
Primeiramente isoladas e caracterizadas em animais (em clara de ovo de galinha (Fossum
and Whitaker, 1968)), a superfamilia das cistatinas esta envolvida na prote¢éo de células e
tecidos contra a atividade proteolitica de peptidases lisossomais liberadas em condigdes
normais de morte celular, ou ainda em situacdes de proliferacdo de células cancerigenas ou
parasitas e patogenos (Abrahamson et al., 2003).

A identificacdo de homologos de cistatinas em outros metazoarios levou-as a uma
subdivisdo em trés familias principais, de acordo com a homologia entre suas sequéncias,
presenca de pontes dissulfeto e a massa molecular da proteina. As cistatinas de tipo 1, ou
stefinas, possuem uma massa molecular de aproximadamente 11kDa, com apenas um

dominio inibitério e sem pontes dissulfeto; as de tipo 2, cistatinas propriamente ditas,



também apresentam um dominio inibitorio Unico, porém possuem massa molecular de
~15kDa com quatro residuos cisteinicos formando pontes dissulfeto; ainda as cistatinas de
tipo 3, ou kininogénios, possuem dominios inibitérios multiplos, possivelmente resultantes
de eventos de duplicacdo (Turk and Bode, 1991; Abrahamson et al., 2003; Benchabane et
al., 2010), que originam proteinas de altas massas moleculares (60-120kDa). Estes
inibidores de proteases caracterizam-se especificamente pela presenga de pelo menos um
dominio cistatina, o qual é formado por trés motivos proteicos conservados: (1) um residuo
de glicina (G) na regido amino-terminal; (2) o motivo QxVXG; e (3) um triptofano (W) na
regido carboxi-terminal, sendo que, estes dois ultimos motivos estruturais localizam-se no
primeiro e segundo loops entre as folhas-p da estrutura terciéria. Estes motivos proteicos
sdo 0s principais responsaveis pela atividade inibitéria das cistatinas, pois eles interagem
diretamente com o sitio ativo das enzimas-alvo, as proteases cisteinicas (Bode et al., 1988)
(Fig.1). Além disso, estes dominios sdo altamente conservados em termos de sequéncia e
estrutura uma vez que, as cistatinas sdo proteinas bastante antigas em termos evolutivos,

podendo ser encontradas em diversos organismos.
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Figura 1. Modelo estrutural de uma cistatina e sua interacdo com uma protease-alvo. A) visdo frontal e
lateral demonstrando as cinco folhas-p, a a-hélice e os dois loops inibitorios. B) visdo da cistatina interagindo
com a protease cisteinica modelo, a papaina. Reproduzido de Benchabane et al., 2010.

1.2 Fitocistatinas

Alguns anos apo6s a identificagdo de cistatinas em animais verificou-se que estes
inibidores de proteases cisteinicas também estavam presentes em plantas, através do
isolamento e caracterizacdo de uma cistatina em arroz, a oryzacistatina (Abe et al., 1987a).
Desta forma abriram-se precedentes para a busca destes inibidores de proteases nas mais
diversas especies de plantas e organismos distantemente relacionados, aumentando

expressivamente o numero de proteinas conhecidas. Com o aumento deste conhecimento,



pode-se verificar que as cistatinas de plantas apresentavam uma peculiaridade, elas
compartilhavam uma sequéncia caracteristica ndo encontrada nas demais cistatinas de
metazoarios. Assim, os inibidores de proteases cisteinicas em plantas foram denominados
fitocistatinas (PhyCys), diferindo das cistatinas animais pela presenca do motivo
conservado LARFAVDEHN em sua a-hélice amino-terminal, formando um cluster
evolutivo distinto e monofilético, com a caracteristica Gnica de que este motivo especifico
encontra-se sempre a uma distancia de 17 aminoacidos do dominio QxVxG (Margis et al.,
1998) (Fig.2).
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Figura 2. Organizacdo genética das stefinas, cistatinas e fitocistatinas. A estrutura de aminoéacidos
estd representada pelos boxes retangulares, com 0s motivos proteicos conservados identificados pelos
retdngulos hachurados, de acordo com a legenda especificada. Os aminoacidos cujos cédons sdo separados
por introns estdo indicados acima dos retdngulos, com seus respectivos tamanhos (bp). Ao lado esquerdo
encontram-se identificadas as familias de cistatinas (stefinas, cistatinas ou fitocistatinas (PhyCys)), assim
como a espécie de origem da proteina: Rno (Rattus norvegicus), Hsa (Homo sapiens), Osa (Oryza sativa),
Stu (Solanum tuberosum), Gma (Glycine max), Dca (Daucus carota) e Ath (Arabidopsis thaliana). Figura
retirada de Margis et. al 1998.

As fitocistatinas sdo desprovidas de sitios putativos de glicosilagdo, de residuos

cisteinicos, e de pontes dissulfeto. Entretanto, as pontes dissulfeto podem ser
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satisfatoriamente substituidas por outros tipos de interacfes moleculares que mantenham a
estrutura funcional da proteina, como interacfes hidrofobicas de residuos aromaticos
conservados que ocorrem entre as folhas antiparalelas p4-p5 e a conformagdo do loop2
(Margis et al., 1998). Apesar destas restricdes particulares as fitocistatinas, grande parte
das caracteristicas moleculares das cistatinas e fitocistatinas manteve-se através do
processo evolutivo dos eucariotos, uma vez que estes inibidores de proteases cisteinicas
estdo amplamente distribuidos entre animais e plantas. Apesar das divergéncias entre as
sequéncias de aminoacidos, as cistatinas de animais e as fitocistatinas possuem uma
estrutura terciéaria conservada, formada por cinco folhas-p antiparalelas ao redor de uma o-
hélice central (Turk and Bode, 1991). A conservacao da estrutura terciaria, assim como
dos motivos QxVXG e W nas estruturas de loop do inibidor, tanto em cistatinas quanto em
fitocistatinas, sugere um mecanismo inibitério conservado entre animais e plantas
(Benchabane et al., 2010).

As fitocistatinas podem ser subdivididas em trés grupos distintos, de acordo com
seu peso molecular e estrutura evolutiva. A maioria é incluida no grupo I, possuindo
aproximadamente 12-16kDa e apenas um dominio cistatina, com aproximadamente 100
residuos de aminoacidos. No grupo |Il, encontram-se as fitocistatinas com
aproximadamente 23kDa e além do dominio cistatina caracteristico na regido amino-
terminal, também possuem uma extensdo carboxi-terminal com um dominio similar a
cistatina, tendo assim ~200 residuos de aminoacidos. O terceiro grupo, contém as
fitocistatinas de ~80kDa, conhecidas como multicistatinas, uma vez que possuem diversos
dominios cistatinas repetidos (Margis-Pinheiro et al., 2008; Wang et al., 2008; Chu et al.,
2011).

Desta forma, as fitocistatinas sdo os inibidores de proteases cisteinicas de plantas,
equivalentes as cistatinas de animais. Grande parte de suas funcBes ja sdo conhecidas,
entretanto ainda ha muito para ser descoberto e compreendido funcionalmente. Em plantas,
0s mecanismos mais estudados envolvem o controle de varios processos fisioldgicos e
celulares de protedlise endogena até a inibicdo de proteases cisteinicas exdgenas,
secretadas por parasitas e patégenos (Grudkowska and Zagdanska, 2004; Dutt et al., 2010;
Kunert et al., 2015). Entretanto, ainda existem inimeras lacunas sobre quais as proteases e

qual a eficiéncia inibitoria que as fitocistatinas exercem sobre elas em diferentes situacoes.
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2. Inibicdo de proteases cisteinicas por cistatinas e fitocistatinas

Evolutivamente conservadas, cistatinas e fitocistatinas sdo inibidores de proteases
cisteinicas (Kordis and Turk, 2009). Os alvos primarios destes inibidores sdo proteases da
familia C1A, composta principalmente por proteases do tipo papainas (papainas,
catepsinas, quimopapaina, bromelaina, ficaina, entre outras) (Bode et al., 1988; Arai et al.,
1991; Martinez et al., 2009). A inibicdo destas proteases resulta da interacdo forte e
reversivel com as cistatinas, atraves do contato direto de trés partes do inibidor (os dois
loops inibitérios e o segmento amino-terminal) (Figl), conforme descrito no primeiro
modelo de interacdo de cistatinas com suas proteases-alvo (Bode et al., 1988). As enzimas
do tipo papainas tem uma estrutura tridimensional muito similar entre si, com dois lobos
conectados em forma de “V”, compostos por a-hélices e folhas-p formando um sulco onde
se localiza o sitio ativo da protease, contendo os residuos cataliticos Cys-His (Turk and
Turk, 2001). Os dois loops inibitérios das cistatinas interagem competindo e se ligando
diretamente a este sitio ativo nas enzimas do tipo papainas (Turk et al., 1998). Este tipo de
inibicdo tem sido bastante estudada, existindo uma infinidade de trabalhos sobre este
mecanismo inibitdrio e efeitos em diferentes organismos (Barrett, 1981; Abe et al., 1988;
Machleidt et al., 1989; Arai et al., 1991, 2002; Bjork et al., 1994; Ohtsubo et al., 2005;
Hong et al., 2008; Wang et al., 2008; Hwang et al., 2009; Martinez et al., 2009; Martinez
et al., 2012; Diaz-Mendoza et al., 2014).

Adicionalmente, demonstrou-se mais recentemente que algumas cistatinas animais
também conseguiam inibir proteases de uma familia bastante diferente das papainas
(familia C1A), as legumainas que pertencem a familia C13. Estas duas familias de
proteases apresentam arranjos diferenciados em seus sitios cataliticos, além de motivos
diferentes formando os sitios ativos, com estruturas tridimensionais divergentes.
Alternativamente as proteases do tipo papainas, as legumainas estdo mais relacionadas
estruturalmente e funcionalmente com enzimas relacionadas as caspases, que sdo proteases
aspartato-especificas (Chen et al., 1998). Outra evidéncia sugere um mecanismo inibitorio
diferente para as legumainas, uma vez que elas ndao sdo inibidas pelo maior inibidor das
enzimas do tipo papainas, o E-64 (Chen et al., 1997), suportando a teoria de que a
topologia do sitio ativo das legumainas ¢ diferente da observada em papainas. Assim, em

1991, um primeiro estudo demonstrou que a cistatina C de humanos era capaz de inibir
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legumainas da mesma forma que ela inibe proteases da familia C1, com alta afinidade em
uma ligagdo competitiva e reversivel (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Entretanto, o
mecanismo de inibicdo de legumainas por cistatinas € bastante diferente da inibicdo de
papainas, sendo que, para que as legumainas sejam inibidas, é necessaria a interacdo com o
residuo de asparagina (Asn) localizado no segmento de loop que conecta a a-hélice
principal da estrutura da cistatina com a primeira folha-p (Fig3). Desta forma, constatou-se
que existiam algumas cistatinas com capacidade bifuncional de atuacéo, inibindo proteases
do tipo papainas e também proteases do tipo legumainas, através de dois sitios inibitorios
independentes da cistatina (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Em algumas situacdes pode
até ocorrer uma inibicdo simultanea dos dois tipos de proteases e formando um complexo

ternario papaina-cistatina-legumaina.

Sitio inibitdrio de
proteases do tipo
SENEINES

Figura 3. Representacdo da esturura da cistatina C animal, com seus dominios inibitorios. A
estrutura tridimensional é baseada na estrutura descrita para a cistatina da clara de ovo de galinha. A regido
da cistatina que constitui o sitio inibitério responsavel pela inibicdo das proteases do tipo papainas esta
identificada pela regido circulada, com os motivos G, QxVxG e W. Proximo a a-hélice da estrutura estdo
identificados os a&tomos que compde o residuo de asparagina (Asn), responsavel pela inibigdo de proteases do

tipo legumainas. Figura adaptada de (Alvarez-Fernandez et al., 1999).

Assim como as cistatinas, algumas fitocistatinas sao diferenciadas dentro da mesma
familia inibidores de proteases cisteinicas. As plantas possuem copias variadas de genes de
fitocistatinas, mas na maioria das espécies de Viridiplantae analisadas at¢ o momento,
pode-se encontrar pelo menos uma copia de fitocistatina que possua uma extensao carboxi-
terminal, com o motivo SNSL conservado (Martinez and Diaz, 2008). Em 2007, Martinez

et al., descreveram a similaridade deste dominio SNSL com aquele dominio da cistatina
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humana, importante para a inibicdo de proteases do tipo legumainas em plantas. De forma
bastante conservada com as cistatinas bifuncionais, a extenséo carboxi-terminal das
fitocistatinas possui o0 residuo de asparagina (Asn) na regido do loop logo apds a a-hélice
principal da estrutura terciaria, e é este residuo de asparagina que confere a capacidade
inibitoria de legumainas a extensdo C-terminal das fitocistatinas. Isto tudo foi demonstrado
in vitro, onde a fitocistatina carboxi-estendida de cevada foi capaz de inibir a atividade da
legumaina humana, além de inibir a atividade de proteases tipo legumainas em extratos
proteicos de cevada (Martinez et al., 2007).

Os estudos realizados até 0 momento serviram para estabelecer a funcionalidade das
cistatinas e fitocistatinas como inibidores de proteases cisteinicas do tipo papainas, levando
a um amplo conhecimento sobre estas interacdes. Entretanto, os estudos sobre a capacidade
inibitdria de legumainas ainda sdo escassos, limitando-se a poucos estudos in vitro
(Martinez et al., 2007; Santos-Silva et al., 2012). Tendo em vista a importancia das
proteases cisteinicas de ambas as familias C1A e C13 para 0s organismos, aqui com
interesse especifico em plantas, torna-se importante a ampliacdo do conhecimento sobre as
fitocistatinas como inibidores bifuncionais enddgenos destes dois tipos de proteases

cisteinicas.

2.1  Proteases do tipo Papainas em plantas

O numero de proteases cisteinicas da familia CLA em plantas é bastante elevado,
estando em quantidades mais reduzidas apenas em algas e outras plantas mais basais
(Martinez and Diaz, 2008). As atividades desempenhadas pelas proteases do tipo papainas
estdo relacionadas a diversos processos fisioldgicos importantes nas plantas vasculares
(Beers et al., 2004), destacando-se sua atuacao sobre proteinas intracelulares, processando,
modificando e remobilizando proteinas de armazenamento durante a germinacdo das
sementes (Watanabe et al., 1991; Lepelley et al., 2012), durante a senescéncia ou morte
celular programada (Beers et al., 2000; Hayashi et al., 2001; Wan et al., 2002; Diaz-
Mendoza et al., 2014), ou ainda, em situacdes de estresse (Khanna-Chopra et al., 1999).
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Na defesa contra patdgenos e insetos, as proteases C1A também sdo importantes, atuando
contra as proteinas por eles produzidas e secretadas (Chen et al., 1992; van der Hoorn and
Jones, 2004; Dutt et al., 2010). Organismos que se alimentam de plantas podem facilmente
ser intoxicados pelo latex que é secretado pelas plantas, uma vez que esse latex € composto
por diversas proteases do tipo papainas (Konno et al., 2003). As papainas de plantas foram
classificadas em nove subfamilias (RD21A, CEP1, XCP2, XBCP3, THI1, SAG12,
RD19A, AALP, CTB3) e analises bioguimicas revelaram que estas proteinas existem em
diferentes isoformas ativas, em pH variados e com sensibilidade alterada para diferentes
inibidores (Richau et al., 2012). Mais especificamente, as proteases da familia C1A de
plantas estdo proximamente relacionadas as catepsinas de mamiferos que pertencem aos
grupos B, F, H e L (Martinez and Diaz, 2008), possuindo mecanismos de acao e estruturas
tridimensionais semelhantes (Kamphuis et al., 1985). Desde a descoberta destas proteases,
até os dias atuais, os avangos em bioquimica e biologia molecular proporcionaram a
caracterizacdo das mais diversificadas proteases cisteinicas entre a familia C1A, com
distribuicbes especificas entre tecidos ou caracteristicas Unicas. Entretanto, o elevado
nimero destas proteases sugere que possa existir sobreposicdo de funcdes, com possivel
redundancia funcional, sendo que ainda ha muito a ser explorado sobre as proteinas-alvo

destas enzimas.

2.2  Proteases do tipo legumainas em plantas

As legumainas sdo proteases cisteinicas que pertencem a familia C13 (EC 3.4.22.34,
MEROPS), e estdo presentes tanto em plantas quanto em animais. Previamente descritas
em plantas, estas proteases também foram denominadas de Vacuolar Processing Enzymes
(VPEs), sendo sintetizadas como pro-peptideos, que por sua vez, Sd0 CoO-
transcricionalmente direcionados para o limen do reticulo endoplasmatico rugoso, onde,
na forma de uma pro-legumaina inativa é transportada para o vacuolo ou parede celular
(Hara-Nishimura et al., 1991; Miintz and Shutov, 2002). Ao alcancar estes compartimentos
celulares, sob condicbes de pH &cido, a legumaina é auto-cataliticamente ativada (Hiraiwa
et al., 1999; Fischer et al., 2000; Kuroyanagi et al., 2002). Legumainas sdo também
conhecidas como asparaginil endopeptidases, devido a sua habilidade de reconhecer e
clivar ligagdes peptidicas contendo residuos de asparagina (Asn), ou acido aspartico (Asp)
(Abe et al., 1993; Ishii, 1994; Becker et al., 1995; Hiraiwa et al., 1999). Tais
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especificidades cataliticas tornam as legumainas importantes no processamento de outras
proteinas em suas respectivas formas maduras, para ativa-las, mobiliza-las, ou ainda,
estoca-las de acordo com as necessidades metabolicas e fisioldgicas da planta (Hara-
Nishimura et al., 1991).

Nas sementes de plantas, as legumainas sdo responsaveis pelo processamento pés-
traducional de diversas proteinas, atuando em vias de biogénese ou armazenamento das
mesmas. Desta forma, as legumainas contribuem para a biossintese de diversos
componentes vacuolares nas sementes, além de outros tecidos, como também no
endosperma, nos cotilédones, na raiz, no hipocétilo e nas folhas (Hara-Nishimura et al.,
1995). Durante a germinacéo e o crescimento da plantula as legumainas sdo importantes na
ativacdo de outras proteases cisteinicas (como as da familia C1A, tipo papainas), para a
degradacdo de proteinas de armazenamento e desenvolvimento da planta (Okamoto and
Minamikawa, 1999; Kato et al., 2003). Na defesa contra patdégenos também ha uma
atuacdo das legumainas nas respostas de morte celular programada e resposta
hipersensivel, uma vez que legumainas possuem atividade similar as caspases (Hatsugai et
al., 2004; Rojo et al., 2004). Em plantas, ndo sdo conhecidos genes especificos de
caspases, portanto, outros genes, tais como as legumainas sdo capazes de desempenhar
estas fungdes na morte celular (Bonneau et al., 2008). As caspases sdao endopeptidases
aspartato especificas, extremamente importantes para o processo de apoptose em células
animais, mas que sdo estruturalmente relacionadas com as legumainas de plantas,
possuindo especificidade semelhante pelo sitio de clivagem de suas proteinas-alvo (Chen
et al., 1998; Shutov et al., 2012).

Usualmente, as legumainas de plantas sdo separadas em dois grandes grupos, (1)
semente e (2) vegetativo, devido ao seu padréo de expressdo génica em diferentes tecidos e
pela homologia entre suas sequéncias peptidicas (Muntz et al., 2002; Mintz and Shutov,
2002). Estas caracteristicas estdo provavelmente relacionadas com a especificidade dos
papéis desempenhados pelas legumainas durante o ciclo de vida da planta. Entretanto, nem
todas as legumainas se encaixam nesta classificagdo. Em Arabidopsis thaliana, quatro
genes homologos de legumainas estdo relativamente bem descritos, aVPE e yVPE sao
mais especificas em 6rgédos vegetativos, BVPE em sementes e 6VPE, diferente das duas
familias propostas, é encontrada em estagios centrais da embriogénese, antes da sintese das

proteinas de armazenamento (Yamada et al., 2005). A inclusdo das legumainas nestes dois

16



grandes grupos pode ser relacionada com a classificagdo dos tipos vacuolares de plantas:
em vacuolos de armazenamento e vacuolos liticos. Desta forma aVPE e yVPE possuem
expressao génica detectada em vacuolos liticos de Orgdos vegetativos, e 0s alvos destas
duas legumainas provavelmente sdo enzimas hidroliticas vacuolares, induzidas pela
senescéncia. As legumainas geralmente sdo pouco detectadas em tecidos de folhas
saudaveis, mas aparecem de forma marcante nos tecidos em senescéncia, seguidas pela
ativacdo de proteases cisteinicas em resposta a senescéncia e degradacao do tecido (Hara-
Nishimura et al., 1998; Kinoshita et al., 1999). Em plantas, os homoélogos de BVPE sao
detectados em vacuolos de armazenamento proteicos, desempenhando fungbes na
maturacdo de algumas proteinas (Hara-Nishimura and Nishimura, 1987; Hara-Nishimura et
al., 1993, 1995; Kinoshita et al., 1999). Também, em Arabidopsis, a expressao do gene
BVPE diminui apds a germinacdo da semente e continua diminuindo gradativamente com o
crescimento da plantula (Kinoshita et al., 1999). As diferencas entre o padréo de expresséo
e funcbes destes dois grupos de legumainas sugerem que existam diferentes elementos
regulatérios na regido promotora destes genes, 0s quais sdo responsaveis pela expressao
espacial e temporal diferenciada das legumainas (Kinoshita et al., 1999; Mintz and
Shutov, 2002). Desta forma, sabe-se da importancia dos papéis desempenhados pelas
legumainas nos organismos, entretanto existem poucos estudos moleculares e funcionais

sobre a diversidade e especificidade desta familia de proteases.

3. O modelo vegetal

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento diario de pelo menos metade da
populacdo de nosso Planeta, proporcionando também uma grande fonte de renda em
funcdo de sua producdo. O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de arroz, sendo
esta producdo destacada na regido Sul, onde totaliza 60% da producdo nacional
(http://sistemasdeproducao. cnptia.embrapa.br). Entre as monocotiledoneas o arroz pode
ser considerado uma planta modelo de estudos moleculares e funcionais, sendo que
diversos protocolos de manipulagcdo genética estdo bem estabelecidos, além de muitas
informagdes moleculares, tais como sequéncia completa do genoma, bancos de ESTS,
microarranjos, transcriptomas, entre inimeras outras informacgdes. Assim, o arroz torna-se
um excelente modelo para estudos, uma vez que, queira-se entender mecanismos

biologicos béasicos das plantas, necessarios & sua sobrevivéncia e evolucdo, para
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futuramente modificar geneticamente plantas a fim de melhorar cada vez mais seu cultivo

e utilizagdo.

4. Fitocistatinas em arroz (Oryza sativa)

A primeira fitocistatina a ser identificada em plantas, na década de 80, foi a
oryzacistatina-1 (Ocl), encontrada em sementes de arroz. Sua caracterizacdo demonstrou
que ela era capaz de inibir efetivamente proteases cisteinicas do tipo papainas (Abe et al.,
1987b), através dos dominios cistatina caracteristicos, mas sem a necessidade do residuo
de glicina (Gly) na regido amino-terminal (Abe et al., 1988). Posteriormente a sequéncia
gendmica codificadora da Ocl foi identificada e descrita, onde o gene Ocl possuia cerca de
1.4kb de tamanho, com trés exons e dois introns (Hiroto et al., 1989). Em 1990, uma nova
fitocistatina foi isolada em arroz, a Ocll, também encontrada em sementes e com
aproximadamente 55% de identidade com a Ocl em nivel proteico (Kondo et al., 1990).
Neste estudo, as comparacdes realizadas entre Ocl e Ocll revelaram algumas
peculiaridades de cada gene, como a diferenca entre a especificidade inibitdria de cada um,
onde Ocl inibe mais eficientemente papainas do que Ocll. A localizacdo de Ocl e Ocll em
sementes maduras de arroz sugeriu seus envolvimentos na regulacdo da protedlise
desencadeada por diversos tipos de proteases (Kondo et al., 1990). Posteriormente, a
descricdo da organizacdo gendmica de Ocll revelou também uma grande similaridade
estrutural em relacdo a Ocl (Kondo et al.,, 1991). Estas descobertas e caracterizacdes
iniciais desencadearam uma busca por fitocistatinas em outros organismos do reino
vegetal, além de uma continua caracterizacdo e validacdo da atividade inibitéria das
fitocistatinas ja descritas de arroz (Arai et al., 1991; Turk and Bode, 1991; Urwin et al.,
1995a). A utilizacdo destes inibidores de proteases cisteinicas também comecou a ser
avaliada de forma recombinante, com efeito sobre proteases de patdgenos e parasitas
(Chen et al., 1992; Urwin et al., 1995b). A Ocl foi a primeira fitocistatina a ter sua
estrutura tridimensional avaliada por cristalografia, com uma resolucéo de 2.8 A (Kudo et
al., 1998), sendo posteriormente melhor resolvida e mais detalhada por RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear), revelando uma maior similaridade desta fitocistatina com as cistatinas
(tipo 2) de animais (Nagata et al., 2000). Mais recentemente, em calos de arroz da
variedade nipponbare, foi realizada a caracterizagdo de uma terceira fitocistatina em arroz,

a Oclll, altamente homologa a Ocll, mas com algumas diferengas na regido amino-
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terminal e na sua organizacdo genémica. A Oclll assim como as outras duas fitocistatinas,
Ocl e Ocll, possui capacidade in vitro de inibicdo de proteases do tipo papainas, sendo que
a constante de inibicdo da Oclll difere de Ocl e Ocll. A eficiéncia de inibicdo de papainas
obedece a ordem Ocl> Oclll> Ocll, alem da Oclll ser a Unica das trés com capacidade de
inibir eficientemente a catepsina B (Ohtsubo et al., 2005). Assim, grande parte das
descobertas iniciais, relacionadas a caracteristicas e fungdes das fitocistatinas, deve-se aos
estudos aprofundados com as fitocistatinas de arroz.

O sequenciamento do genoma do arroz proporcionou uma ampla identificacdo dos
genes homologos de fitocistatinas, totalizando 12 genes encontrados e anotados como Ocl,
Ocll, Oclll, OclV, OcV, OcVI, OcVII, OcVIIIl, OclX, OcX, OcXl e OcXIl (Martinez et
al., 2005). Estes genes encontram-se nos respectivos loci génicos: 0s01g58890,
0s05g41460, 0s05¢g33880, 0s01g68660, 0Os01g68670, 0Os03g11180, 0Os03gl1170,
0s03g31510, 0s03g11160, 0Os04g28250, 0Os09g08100 e 0s01g16430, e foram
encontrados tanto no genoma da sub-espécie japdnica, quanto na subespécie indica, com
apenas algumas variacdes de aminoacidos na regido do peptideo sinal. Ainda, segundo
Martinez et al., 2005, a organizacdo genémica das fitocistatinas em arroz demonstra que
trés genes (Ocl, Ocll e Oclll) possuem um intron entre as sequéncias que codificam o
motivo conservado LARFAYV e o sitio ativo QxVXG (Fig 4). Algumas das sequéncias de
arroz ndo possuem introns em suas ORFs (OclV- OcXl), e apenas um dos genes, OcXIl,
possui trés introns. Estas sequéncias estdo distribuidas em cinco cromossomos diferentes,
sendo que algumas delas estdo arranjadas de forma consecutiva, 0 que poderia inferir a

existéncia de eventos de duplicagéo entre as fitocistatinas de arroz (Fig 5).

Gene Locus id Predicted gene Am.inu

name structure acids
0C-1 0s01g58890 (N1l 139
OC-11 Os05g41460 oy 156

OC-111 0Os05g33880 150

:

0C-1V 0501268660 N [] 158
0C-V 0s01g68670 147
OC-VI 0s03g11180 113
oC-vll 0s03g11170 117
OC-VIII  0s03g31510 123
OC-IX 0s03g11160 114
0C-X 050428250 156
0C-XI 0509208100 120
OcC-X1 0Os01g16430 109 MLIZ57, 353 250

Figura 4. Estrutura e organizagdo gendmica das fitocistatinas em arroz. O acronimo referente
ao nome de cada gene é indicado antes de cada locus génico. Na estrutura predita para cada gene, 0
tamanho dos introns € indicado abaixo de cada linha representativa, e nos exons, representados
pelas caixas, 0 motivo LARFAYV ¢ indicado pelas linhas diagonais e 0 motivo QxVXG pelas regides
em preto. Ao lado de cada estrutura encontra-se indicado o tamanho predito da proteina resultante
em aminodcidos. Figura reproduzida de Martinez et al., 2005.
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Figura 5. Organizacdo cromossdmica dos genes de fitocistatinas em arroz. Os genes estdo
distribuidos em 5 cromossomos. As fitocistatinas OclV e OcV apresentam um padrdo de
duplicacdo no cromossomo 1, enquanto que as OcVI, OcVIIl e OclX apresentam este padrdo no
cromossomo 3. Figura reproduzida de Martinez et al., 2005.

A sequéncia proteica predita para as fitocistatinas de arroz, juntamente com o0s
motivos proteicos encontrados, sugere que elas possuem uma estrutura tridimensional
similar a descrita para Ocl (Nagata et al., 2000). A maior parte dos residuos que
constituem a estrutura das cinco folhas-p e a a-hélice sdo conservados entre todas as
sequéncias proteicas identificadas em arroz, além de uma grande conservacdo dos motivos
envolvidos na interacdo com as proteases cisteinicas. Entretanto, trés sequéncias de
fitocistatinas em arroz, OcVII, OclX e OcXl, ndo possuem o aminoacido triptofano (W),
importante no segundo loop da estrutura da proteina para a inibicdo das proteases-alvo
(Koiwa et al., 2001; Martinez et al., 2005). Adicionalmente, em arroz, existe uma Unica
fitocistatina com a extenséo carboxi-terminal, a OcXIll, e a provavel capacidade de inibir
proteases cisteinicas do tipo legumainas, além de proteases tipo papainas (Martinez et al.,
2005; Martinez et al., 2007; Margis-Pinheiro et al., 2008).

Alguns estudos iniciais levaram em consideracdo o perfil de expressdo génica das
fitocistatinas em arroz avaliando bancos de ESTs disponiveis, para alguns tecidos como
folha, raiz, flor e semente. A expressdo de Ocl foi encontrada nestes quatro tecidos
avaliados, enquanto outras fitocistatinas (OclV, OcV, OcVI, OcVIl, OclX e OcXl) ndo
foram detectadas nas bibliotecas de ESTs analisadas. As demais fitocistatinas (Ocll, Oclll,
OcVIII, OcX e OcXIll) apresentam um padrdo mais restrito de expresséo génica, a Ocll
sendo expressa em folha, raiz e flor, a Oclll apenas em folha e flor, a OcVI em folha e
semente, a OcX em folha e raiz e a OcXII sendo expressa em folha e semente (Martinez et
al., 2005). Desta forma, sabe-se que as doze fitocistatinas de arroz possuem um padréo
diverso de expressdo génica e atividade, sendo que poucas delas foram caracterizadas
detalhada e extensivamente, através de novas técnicas de biologia molecular. Conhecendo
melhor cada gene de fitocistatina em arroz, serd possivel compreender melhor o0s

mecanismos de controle de protedlise locais e especificos da planta.
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Capitulo 11
- Objetivos -
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As fitocistatinas sdo caracteristicamente inibidores de proteases cisteinicas do tipo
papainas, entretanto a descoberta de que algumas fitocistatinas possuem uma extensdo
carboxi-terminal levantou a possibilidade de uma nova funcdo para estes genes. Alguns
estudos com genes homologos sugerem a bifuncionalidade para estas fitocistatinas, as
quais teriam a capacidade de inibir tanto proteases do tipo papainas quanto legumainas.
Muitas vezes os genomas de plantas apresentam redundancia génica, dificultando a
compreensdo da funcdo de um gene especifico. Excepcionalmente, o arroz (Oryza sativa)
apresenta uma Unica copia da fitocistatina carboxi-estendida (OcXIl). Assim o objetivo
geral deste trabalho, € compreender a diversidade e os mecanismos de interagdo entre as
fitocistatinas e suas proteases cisteinicas alvo em arroz, com énfase nas implicacdes
funcionais da OcXIl para o desenvolvimento vegetal. Para isto, os objetivos especificos
incluem:

1) Determinar o perfil de expressdo dos genes de fitocistatinas e proteases

cisteinicas em diferentes tecidos, durante o desenvolvimento vegetal e sob

condicdes de estresse ambiental;

2) Caracterizar genes de legumainas em plantas sob aspectos evolutivos,

relacionando-os com a diversidade funcional das mesmas;

3) Analisar linhagens de plantas silenciadas para o gene OcXIl, verificando

alterac@es fenotipicas e moleculares;

4) Avaliar o perfil da atividade de proteases cisteinicas em plantas OcXIlI

silenciadas, identificar espacial e temporalmente as proteases com atividade

alterada;

5) Relacionar a atividade da fitocistatina carboxi-estendida com funcgdes bioldgicas

da planta durante o desenvolvimento, ou frente a respostas ambientais.
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Capitulo VI

- Discussao-
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1. A familia das fitocistatinas em arroz, diversidade e especificidades

As fitocistatinas, funcionalmente importantes como inibidores reversiveis e de alta
afinidade por proteases cisteinicas, comecaram a ser descobertas em plantas na década de
80 (Abe et al., 1987b). Mais recentemente, 0 sequenciamento de genomas completos
possibilitou a busca por genes homologos em diferentes organismos, revelando assim uma
grande variedade de genes de cistatinas e fitocistatinas conservados entre eucariotos e
procariotos (Margis et al., 1998; Martinez and Diaz, 2008; Kordis and Turk, 2009). Em
arroz (Oryza sativa), 12 genes de fitocistatinas foram preditos, anotados e denominados de
Ocl a OcXIl (Martinez et al., 2005), em referéncia as oryzacistatinas (cistatinas de arroz)
previamente descritas e caracterizadas (Ocl, Ocll e Oclll) (Ohtsubo et al., 2005). Nesta
identificacdo inicial, as 12 fitocistatinas de arroz foram analisadas de forma estrutural, com
avaliagdo de alguns resultados funcionais obtidos em bancos de dados de expresséo génica
(EST—Expressed sequence tags) (Martinez et al., 2005).

De forma geral, neste trabalho, ndés demonstramos que a familia génica das
fitocistatinas em arroz é evolutivamente bem conservada, sendo que apenas um dos 12
genes ndo possui 0 dominio inibitério cistatina (OclX), e outro gene (OcXIll), possui uma
extensdo carboxi-terminal com o dominio similar a cistatina. Outros 3 genes (OcVII, OcIX
e OcXl), ndo apresentam o residuo de triptofano que compBe o dominio cistatina,
conforme ja detectado anteriormente (Martinez et al., 2005). O agrupamento filogenético
das fitocistatinas em arroz reflete varias tendéncias observadas na expressdo destes genes,
relacionando diretamente o processo evolutivo e as funcdes particulares de cada
fitocistatina em arroz. Analisando os genes de fitocistatinas de forma global, incluindo os
genes homdlogos encontrados em 26 genomas de plantas, € possivel observar a existéncia
de trés grandes grupos filogenéticos. O primeiro grupo de sequéncias, bem suportado,
possui uma relagcdo mais estreita com as fitocistatinas de plantas basais, 0 que sugere uma
relagdo mais conservada entre eles, contendo sequéncias que ndo divergiram muito de suas
formas ancestrais. Um segundo e terceiro grupo de sequéncias sao bem suportados
internamente, mas a relagdo global com as demais fitocistatinas, ndo esta bem estabelecida.
Isto sugere de forma clara que, 0s genes destes dois grupos, sdo genes com sequéncias
mais divergentes, que estdo menos evolutivamente relacionados com as sequéncias

ancestrais de plantas basais, podendo ter se originado em eventos de duplicacdo singulares
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de cada espécie ou grupo mais proximamente relacionado (ex. gramineas). Esta hipotese
baseia-se conjuntamente nas informacOes estruturais e funcionais obtidas para as
fitocistatinas de arroz, onde Ocl, Ocll, Oclll e OcXII (grupo 1), sdo 0s Unicos genes com
introns e com niveis de expressdo génica mais elevado. As demais fitocistatinas, OclV —
OcXI, sdo genes estruturalmente sem introns, sendo que alguns deles demonstram um
perfil evidente de duplicacdo génica, detectado tanto pelo sinal filogenético, quanto pela
posicdo cromossémica em loci sequenciais (Martinez et al., 2005), além da perda de
dominios funcionais em alguns destes genes.

Em arroz, as fitocistatinas apresentam um padrdo especifico e variado de
expressdo génica em diferentes Orgdos, tecidos ou estdgios de desenvolvimento.
Entretanto, ainda que hajam variacGes, é possivel detectar uma expressao génica mais
significativa entre as fitocistatinas que compde o grupo 1, o que reforca a hipotese de que
estes genes em particular sdo os mais conservados evolutivamente, retendo as funcdes
primarias de inibidores de proteases cisteinicas de forma mais ampla. A andlise de dados
de microarranjos, RNAseq e RT-gPCR revelam que 0s genes mais ubiqguamente expressos
sdo os que compde o grupo 1 (Ocl, Oclll e OcXIl), enquanto que 0s genes dos grupos 2 e 3
tem uma expressdo génica mais basal e tecido especifica, ou mesmo sem expressdo
detectada (OcVII e OclX). Este padrédo de expressdo génica, funcdo e conservagédo
evolutiva também é observado em cevada, onde a maioria dos genes homdlogos aos do
grupo 3 ndo tem niveis de mMRNA detectaveis, com baixa expressdo proteica e sem
capacidade inibitdria contra proteases cisteinicas endogenas (Martinez et al., 2009). Desta
forma, pode-se verificar que apesar do nimero elevado de genes de fitocistatinas em
plantas, nem todos parecem ser funcionais, existindo genes pardlogos originados em
eventos de duplicacdo, ou homdlogos que perderam sua funcdo. Adicionalmente, alguns
destes genes, ortdlogos ou paralogos, parecem ter adquirido uma subfuncionalizacdo para
atividades especificas mais restritas em alguns tecidos ou algumas situagdes fisiologicas.
Entretanto, o grupo de fitocistatinas mais conservado e com niveis de expressdo génica
mais significativa (grupo 1), ao que tudo indica, parece conter 0s genes majoritariamente

responsaveis pelo controle da prote6lise nas plantas (Ocl, Oclll e OcXIl).
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1.1. Fitocistatinas carboxi-estendidas, diversificacdo e evolugdo funcional

A descoberta de fitocistatinas com sequéncias maiores, devido a existéncia de um
dominio adicional similar a cistatina em suas extremidades carboxi-terminais, levou a uma
diferenciacdo destes genes nos genomas de plantas e os mesmos sdo conhecidos como
fitocistatinas carboxi-estendidas (Martinez et al., 2005; Margis-Pinheiro et al., 2008). Estes
inibidores carboxi-estendidos possuem dois dominios principais, 0 primeiro deles é o
dominio cistatina candnico, localizado na parte amino-terminal da proteina, ele possui 0s
motivos (QxVXG e W) nos loops inibitorios da estrutura tridimensional. O segundo
dominio, na regido carboxi-terminal ¢ um dominio similar a cistatina, mas que de fato, ndo
possui similaridade de sequéncia com as cistatinas, ao invés disto, ele possui 0 dominio
SNSL conservado (Martinez et al., 2007). Nossas analises de modelagem tridimensional
realizadas com a fitocistatina carboxi-estendida de arroz, a OcXII, demonstram que a
estrutura desta proteina tém duas regides principais separadas espacialmente em dois lobos,
de acordo com os dominios inibitorios preditos N-terminal e C-terminal.

As fitocistatinas carboxi-estendidas puderam ser detectadas nos genomas de todas
as 26 plantas com genoma sequenciado analisadas neste estudo, com algumas diferencas
entre numero de copias por genoma. As relagdes filogenéticas encontradas sugerem uma
Unica origem ancestral, com divergéncia posterior, durante a especiacdo das familias ou
géneros de plantas. Previamente, ja havia sido proposto que a extensdo carboxi-terminal
das fitocistatinas originou-se a partir da duplicacdo de uma cistatina, seguida de evolucgéo
divergente (Martinez and Diaz, 2008; Margis-Pinheiro et al., 2008; Benchabane et al.,
2010). Interessantemente, plantas mais basais como musgos, possuem duas coOpias das
fitocistatinas carboxi-estendidas e este padrdo se repete em muitas espécies de
dicotiledbneas. Além disso, as duas cOpias génicas detectadas em dicotileddneas diferem
entre si por varias substituicdes de aminodacidos, inclusive em regides proximas aos sitios
inibitorios. Se esta segunda clpia génica, mais divergente, mantém o mesmo padrao
funcional da copia mais conservada, ainda ¢ uma questdo em aberto para ser testada.
Diferentemente, as monocotiledéneas analisadas possuem apenas uma coOpia da
fitocistatina estendida, o que sugere a ocorréncia de uma perda génica provavelmente em
algum ancestral das monocotiledoneas.

Comprovadamente, algumas cistatinas de animais (ex. cistatinas humanas C, E/M

e F) sdo aptas a inibir consecutivamente proteases C1A (papainas) e C13 (legumainas),
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podendo inclusive formar um complexo ternario (papaina-cistatina-legumaina). Entretanto,
esta inibicdo € realizada por dois sitios diferentes, mas espacialmente proximos na
estrutura do inibidor: o dominio cistatina (QxVXG e W), inibidor de proteases do tipo
papainas, e o residuo de Asn logo apos a a-hélice principal da estrutura, inibindo
legumainas (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Em plantas, o que podemos observar é uma
possivel reestruturacdo das fitocistatinas, onde a principal funcéo inibitdria de proteases
C1A permaneceu em todas as fitocistatinas, enquanto que a habilidade de inibicdo de
proteases C13 parece ter sido transferida para a extensdo C-terminal, onde encontra-se o
residuo de asparagina. Esta separagdo entre os dois dominios inibitorios, em plantas,
provavelmente deve ter ocorrido em algum ancestral das embridfitas, logo apds a
duplicacdo do dominio cistatina. Este dominio duplicado, por sua vez, comecou a divergir
e reestruturar-se de forma especifica, sofrendo diversas substituicGes de aminoacidos,
perdendo o dominio QxVXG, porém mantendo sua estrutura tridimensional similar as
cistatinas, mas apenas com dominio SNSL, contendo o residuo de asparagina (N)
conservado. Desta forma, o processo evolutivo em plantas parece ter direcionado as
atividades inibitdrias de diferentes grupos de proteases para regides espacialmente mais
distantes no inibidor, assim originando uma fitocistatina carboxi-estendida. A eficiéncia de
inibicdo de diferentes proteases pelas cistatinas animais ou pelas fitocistatinas carboxi-
estendidas de plantas, ainda é um ponto a ser revisto para futuras comparacfes dos
mecanismos inibitorios.

No genoma de arroz, existe apenas uma copia génica da fitocistatina carboxi-
estendida, denominada OcXII. Direcionando nossas analises para este gene, foi possivel
obter uma estrutura tridimensional hipotética através de modelagem por homologia. Esta
estrutura demonstra claramente que ambos os dominios amino-terminal e carboxi-terminal
sdo estruturalmente similares, apesar das diferencas existentes em termos de sequéncia
nucleotidica e de aminoécidos, conforme predito anteriormente. No modelo é possivel
verificar que ambos os dominios estdo espacialmente separados na estrutura da proteina,
levantando-se entdo a hipdtese de que OcXIl pode ser o inibidor bifuncional de proteases
cisteinicas em arroz, atuando sobre proteases do tipo papaina (C1A) com a regido amino-

terminal, e também sobre legumainas (C13) com o dominio carboxi-terminal.
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1.2. Variagdes das fitocistatinas de arroz em tecidos especificos e respostas a

fatores ambientais

O envolvimento das fitocistatinas em respostas a variacdes e estresses ambientais
é um fato amplamente estabelecido, uma vez que, durante situacGes adversas as atividades
proteoliticas estdo envolvidas no controle de inimeras funcbes fisioldgicas (Pesquet,
2012). Sendo assim, muitas correlagdes e inferéncias funcionais podem ser obtidas
analisando-se os perfis de atividade das fitocistatinas com suas proteases-alvo. Em arroz, a
familia génica das fitocistatinas apresenta perfis variados de expressdo génica,
considerando os 12 genes em diferentes tecidos e situagdes ambientais.

Algumas fitocistatinas possuem atividade antifungica, inibindo o crescimento de
micélios, a germinacdo de esporos e fungos fitopatogénicos (Yang and Yeh, 2005;
Martinez et al., 2005; Wang et al., 2008; Pirovani et al., 2010; Carrillo et al., 2011),
proporcionando resisténcia a insetos e fitopatdgenos (Senthilkumar et al., 2010; Jung et al.,
2010). Em arroz, através de RT-gPCR nos pudemos detectar que a utilizacdo de quitosan
como um elicitor fangico desencadeia um aumento na expressdo génica das fitocistatinas,
principalmente de Ocl e OcXIll, o que também ja havia sido previamente detectado em
nivel de proteinas para as fitocistatinas de maneira geral (Agrawal et al., 2002).
Adicionalmente, as fitocistatinas tém a capacidade de inibir proteases exogenas,
participando dos mecanismos de defesa das plantas. Em Theobroma cacao, a fitocistatina
TcCYS4 auxilia na prevencdo da morte celular em folhas inibindo a atividade das
proteases (Pirovani et al., 2010), assim como a AtCYS1 de A. thaliana é induzida ap6s
ferimentos mecénicos, suprimindo a morte celular e resposta hipersensivel (Belenghi et al.,
2003). Quando as plantas de arroz sofrem alguma injuria em suas folhas, todas as
fitocistatinas tém um decréscimo momentaneo em seus niveis de mMRNA, entretanto, Ocll|
e OcXIll sdo as mais responsivas em estagios posteriores demonstrando um consideravel
aumento de expressdo génica apos 24h. Assim, de forma mais especifica, a Ocl de arroz é
mais responsiva a infeccdo por patdgenos, enquanto Oclll e OcXIl parecem estar mais
envolvidas em respostas a ferimentos mecanicos. Em outros processos como a senescéncia,
onde varias proteases cisteinicas sdo ativadas, algumas fitocistatinas tem um declinio
significativo em seus niveis de mRNA (Ocl, OclV, OcVI, OcX e OcXl), o que faz-se

necessario para que haja a ativagdo das proteases cisteinicas.
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Considerando as inumeras situagdes adversas as quais uma planta pode ser
exposta, alguns estudos apontam que genes homdlogos a fitocistatinas em Arabidopsis,
tem um aumento de expressao génica em condicdes de estresse salino (Zhang et al., 2008).
Em arroz, as fitocistatinas Ocl, Oclll e OcXIll sdo induzidas quando ha uma aumento de
salinidade no meio. Outras inimeras respostas fisioldgicas sdo mediadas pelo fitormonio
ABA (4cido abscisico), que ¢ uma molécula sinalizadora altamente importante para as
plantas (Lee and Luan, 2012). Algumas fitocistatinas de arroz sdo responsivas a este
horménio vegetal, entre elas Ocl, OcX e OcXIl tém um aumento de expressdo génica,
enquanto OclV, OcVI e OcXI tém um decréscimo significativo nos niveis de mRNA.
Similarmente, alguns genes homdlogos em Arabidopsis (AtCYS3 e AtCYS6), sdo genes
tipicamente induziveis por ABA, e capazes de controlar as taxas de germinacdo e
crescimento da plantula (Zhang et al., 2008).

Estas analises, de forma geral, estdo relacionadas com o que se sabe sobre 0s
genes homdlogos em outras plantas, como em Arabidopsis, uma planta modelo de estudos
em dicotileddneas. Aqui, a demonstracdo da variedade funcional das fitocistatinas em
monocotileddneas, adiciona informacdes importantes sobre as fitocistatinas. Em arroz,
assim como em outras plantas, as fitocistatinas também apresentam importantes papeis no
controle das proteases, refletindo no tempo de germinagéo das sementes e crescimento das
plantulas. N6s demonstramos ainda, que os inibidores de proteases cisteinicas em arroz
tém padrdes de expressdo génica especificos em diferentes tecidos, e em resposta a
diferentes condi¢bes ambientais, as quais podem ser futuramente relacionadas diretamente
as proteases-alvo e suas especificidades de interagdes, que podem diferir entre tecidos e
condigdes ambientais.

1.3. O importante papel das fitocistatinas durante a germinacdo e o

crescimento das plantas

Durante a germinacdo, as fitocistatinas desempenham um papel importante na
inibicdo de proteases cisteinicas, controlando assim a germinacdo atraves da regulagdo de
atividade de papainas que, por exemplo, mobilizam outras proteinas de armazenamento
provendo os nutrientes necessarios para a planta em formacéo (Arai et al., 1998, 2002;
Hwang et al., 2009; Benchabane et al., 2010; Martinez et al., 2012). Os primeiros
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trabalhos com as fitocistatinas jA& demonstravam sua importancia em sementes de arroz
(Abe et al., 1987a). Grande parte das fitocistatinas que detectamos aqui apresenta niveis
bastante elevados de expressdo génica nas sementes dormentes, entretanto logo ap6s 12h
do inicio do processo de germinagdo estes niveis caem drasticamente. Isto ocorre
principalmente com as fitocistatinas Ocl, Oclll, OcVI, OcVIIl e OcXIl, e esta queda é
inversamente proporcional & atividade das proteases cisteinicas avaliadas, as quais tém um
aumento. Esta correlacdo inversa corrobora a hipotese de inibicdo pelas fitocistatinas e
diminuicdo da atividade das proteases-alvo, onde, o decréscimo da expressdo génica das
fitocistatinas, faz com que estes inibidores estejam presentes em menor quantidade nas
células, permitindo que as proteases-alvo exercam as suas funcdes proteoliticas. A
degradacdo das proteinas de reserva e remobilizacdo de nutrientes é um dos eventos mais
importantes para a germinacdo e crescimento inicial das plantulas. Em um modelo
proposto, durante a formagdo das sementes ha um aumento na quantidade das
fitocistatinas, enquanto ocorre a deposicdo das proteinas de armazenamento. Esta
quantidade de fitocistatinas permanece alta durante o periodo de dorméncia da semente,
para a protecdo destas proteinas de armazenamento. Entdo, no momento em que inicia a
germinagdo, ha uma diminuigdo do nivel de fitocistatinas, de forma a aumentar a atividade
das proteases necessarias para desencadear a hidrdlise e mobilizacdo das proteinas
armazenadas (Benchabane et al., 2010).

2.  Proteases cisteinicas do tipo legumainas em arroz, identificacdo e

caracterizacao génica

Legumainas, ou VPESs (vacuolar processing enzymes), sdo proteases cisteinicas
que pertencem a familia C13 (EC 3.4.22.34) e sdo amplamente encontradas em plantas e
animais. Estas proteases possuem a habilidade de realizar proteolise limitada do substrato
apos residuos de asparagina (Asn), e em alguns casos apds residuos de &cido aspartico
(Asp) (Abe et al., 1993; Becker et al., 1995; Hiraiwa et al., 1999), mas também s&o
capazes de desempenhar proteo6lise ilimitada, dependendo da conformacgdo do substrato.
No genoma do arroz, existem 5 genes de legumainas que podem ser agrupados
filogeneticamente nos grupos pré-estabelecidos de legumainas “vegetativas” e legumainas
de “semente”. Estes grupos foram estabelecidos previamente com base em estudos de

expressao génica e similaridade de sequéncias de legumainas de plantas (Hara-Nishimura
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et al., 1991; Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011; Shutov et al., 2012). Adicionalmente um
grupo de sequéncias a parte é encontrado apenas em dicotiledéneas, contendo genes de
legumainas detectados durante a embriogénese (Yamada et al.,, 2005). A analise
filogenética aqui apresentada sugere que todas estas diversificagfes funcionais de
subgrupos de legumainas tiveram uma origem ancestral, durante o processo de especiacdo
de Viridiplantae. As legumainas de arroz foram nomeadas e classificadas de acordo com
seu locus génico e posicdo filogenética. OsalLegl, OsalLeg4 e OsalLeg5 sdo genes
caracteristicamente do grupo “vegetativo”, enquanto que Osaleg2 e Osaleg3 estdo
incluidas no grupo de legumainas caracteristicas de sementes. Com exce¢do de Osaleg5
que apresenta um padréo de duplicacdo génica a partir de OsalLeg4, os demais genes de
arroz apresentam sequéncia e estrutura conservada com os homdlogos descritos em
Arabidopsis. Esta visdo inicial propiciou um ponto de partida para a caracterizacdo mais
especifica dos genes de legumainas em arroz.

As anélises de expressdo génica demonstram que ha uma correlacdo entre o perfil
de mRNA detectado e a classificacdo nos grupos de tecidos propostos. OsalLegl e Osaleg4
tem expressao génica mais elevada em tecidos vegetativos, enquanto Osaleg2 e Osaleg3
tem seus maiores niveis de expressdo génica detectados em sementes. Entretanto, esta
correlacdo é apenas superficial e deve ser utilizada com cuidado, uma vez que todas as
legumainas expressas foram detectadas em todos os tecidos e regides da planta analisados,
mas nem sempre com alto nivel de expressdo génica. OsalLeg3 por exemplo, é inclusive
mais expressa em tecidos vegetativos do que Osaleg4, entretanto, 0s maiores niveis de
MRNA de OsalLeg3 encontram-se em sementes, enquanto que 0S maiores niveis de
Osaleg4 encontram-se em tecidos vegetativos. Apenas Osaleg5 ndo teve sua expressao
génica detectada. Desta forma, esta classificagdo em “vegetativo” e “semente” aplica-se
apenas quando consideramos o tecido com o maior nivel de expressdo das legumainas, mas
sem excluir que a mesma também seja transcrita nos demais tecidos da planta. Assim
como, j& haviam indicios prévios de que a expressdo das legumainas ndo é mutualmente
exclusiva em diferentes tecidos, podendo, inclusive, uma legumaina complementar a
funcéo de outra (Gruis et al., 2004).

Em arroz, dois trabalhos prévios ja haviam identificado a existéncia da atividade
de legumainas em sementes, tanto de Osaleg2 quanto de Osaleg3, levando em

consideracdo suas semelhangas com a -VPE de arabidopsis. OsalLeg2 foi reportada como
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importante na ativagdo de uma protease cisteinica do tipo papaina, para a digestdo de
proteinas de armazenamento (Kato et al.,, 2003). JA a OsaLeg3, da mesma forma
relacionada com a B-VPE, teve sua importancia estabelecida no processamento eficiente da
gluteina em sementes de arroz (Wang et al., 2009).

Algumas legumainas “vegetativas” ja foram amplamente caracterizadas pela sua
importancia em processos como a senescéncia, ativando outras proteases ou degradando
outras proteinas (Rojo et al., 2003; Donnison et al., 2007; Hara-Nishimura and Hatsugai,
2011). Estas proteases encontram-se no mesmo grupo filogenético das legumainas
“vegetativas” de arroz, OsalLegl, OsalLegd e Osaleg5, as quais possuem um nivel de
expressdo génica ainda mais acentuado em folhas senescentes (exceto Osaleg5), sugerindo
0 envolvimento destas proteases no metabolismo de senescéncia em folhas de arroz. De
forma similar, estas legumainas “vegetativas” podem estar correlacionadas com o processo
de morte celular nas plantas, na senescéncia natural ou induzida por alguns tipos de
patdgenos (Beers et al., 2000). Em tabaco foi claramente demonstrada a importancia das
legumainas na inducdo de morte celular através de sua atividade de caspase-1,
desencadeando uma resposta hipersensivel apds infeccdo por virus, prevenindo sua
dispersdo pela planta (Hatsugai et al., 2004). Em arroz, as legumainas apresentaram um
aumento de expressao génica em plantas que sofreram injurias mecanicas, revelando um
potencial de ativacdo em resposta a mecanismos de morte celular, assim como também
reportado em outras plantas (Yamada et al., 2004; Hara-Nishimura et al., 2005).

A influéncia do acido abscisico na ativacdo da transcricdo de genes de legumainas
é bastante relevante (Santos-Silva et al., 2012; Julian et al., 2013), da mesma forma, as
legumainas de arroz apresentam respostas variadas ao tratamento com ABA, sendo
induzidas de maneira geral. Entretanto, utilizando-se nicotinamida para bloquear a sintese
enddgena de ABA, em um experimento de estresse por sal, pode-se perceber que apenas
Osaleg2 é diretamente sensivel aos niveis de ABA enddgenos. Para as demais legumainas
de arroz este efeito ndo foi evidente e direto, podendo sugerir mecanismos indiretos de
resposta ao ABA. A alta sensibilidade de Osaleg2 ao ABA pode ser relacionada ao fato de
que esta é a legumaina mais expressa em sementes secas. A0 mesmo tempo em que o0 ABA
controla a dorméncia das sementes, quando a germinacdo inicia os niveis de ABA
diminuem e consequentemente a expressdo génica de Osaleg2 também diminui

drasticamente. Isto ocorre de forma inversa para as demais legumainas durante a
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germinagdo, onde a diminuigdo gradativa dos niveis de ABA leva ao aumento dos niveis
de transcri¢do dos genes de OsalLegl, OsalLeg4 e inclusive OsalLeg3 ao longo do periodo
de germinacao e crescimento da plantula.

Algumas sequéncias de legumainas anotadas no genoma de arroz apresentam
diferentes isoformas transcritas para um mesmo gene, configurando possiveis sequéncias
com splicing alternativo. As varia¢Oes de splicing de um gene resultam em importantes
fontes de diversificacdo protebmica, podendo aumentar a variabilidade dos organismos. As
legumainas Osalegl e Osaleg?2 apresentam duas versdes de transcritos para cada gene
(1.1e 12, 2.1 e 2.2), e sob condi¢cbes ambientais estaveis a isoforma 1 (maior e mais
completa) é sempre a mais abundante para ambos os genes. Contudo, quando as plantas
sofrem algum ferimento em suas folhas, a isoforma Osalegl.2 passa a ser mais abundante.
Esta isoforma ndo possui a sequéncia do peptideo sinal, o que faz com que seu mRNA
correspondente provavelmente ndo atinja os compartimentos celulares de destino (reticulo
endoplasmatico e vacuolo), sugerindo que talvez esta proteina acabe ficando restrita ao
citoplasma da célula. Estruturalmente, as isoformas de splicing de OsalLegl ndo parecem
afetar drasticamente a funcionalidade das legumainas em termos de especificidades para
reconhecimento do substrato, mantendo uma estrutura tridimensional bastante similar a
forma candnica. Os transcritos de OsalLeg2 nédo apresentam alteragdes significativas, sendo
que nas situacdes analisadas a isoforma 2.2 nunca chega a ser mais expressa do que a
isoforma 2.1, apesar de perceber-se leves alteracbes nas suas proporcdes relativas. A
isoforma 2.2 é desprovida de um segmento carboxi-terminal, originando uma proteina pré-
ativada, hipoteticamente sem a necessidade de contato com pH acido para sua ativacao.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para demonstrar de fato a funcionalidade destas
isoformas de legumainas.

Em conclusdo, as legumainas de arroz sdo amplamente conservadas
filogeneticamente e estruturalmente, quando comparadas com outros genes de legumainas
previamente descritos, mantendo inclusive uma semelhanca de estrutura terciaria com as
legumainas animais. Assim como em outras plantas, as legumainas de arroz subdividem-se
em agrupamentos filogenéticos um pouco distintos que tém correlagdo com seus perfis
transcricionais, em diferentes situacdes fisiologicas, tempo de desenvolvimento da planta,
ou variacdes ambientais. Embora os ramos filogenéticos apresentem um bom suporte para

a manutencdo da classificagdo “semente/vegetativa”, deve ficar claro que as legumainas
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ndo sdo expressas somente nestes tecidos especificos. Assim como demonstrado aqui, as
legumainas foram detectadas em todos os tecidos analisados, com diferentes quantidades
de mRNA, podendo refletir diferentes especificidades seus pelos substratos. Assim como, a
deteccdo de diferentes isoformas para um mesmo transcrito de legumaina pode sugerir a
existéncia de neofuncionalizagdes e diferentes especificidades por substratos, refletindo
diretamente no modo de atuacéo e fungdes destas proteases.

3. Fitocistatinas bifuncionais em plantas, a importancia da fitocistatina

carboxi-estendida de arroz

Atualmente, o conhecimento que existe acerca das fitocistatinas estabelece que a
funcdo melhor caracterizada destas proteinas é a inibicdo de proteases cisteinicas do tipo
papainas (familia C1A) (Hwang et al., 2009; Benchabane et al., 2010; Diaz-Mendoza et
al., 2014; Kunert et al., 2015). Entretanto, existe um estudo in vitro que descreve a
possivel interacdo das fitocistatinas carboxi-estendidas com uma nova familia de proteases,
as legumainas (C13). Este estudo demonstra a habilidade que o dominio carboxi-terminal
tem de inibir a legumaina humana, além de inibir a atividade de legumainas em extratos
proteicos de cevada, através do dominio inibitério SNSL (Martinez et al., 2007). Contudo,
este foi o Unico trabalho demonstrando esta nova funcéo das fitocistatinas, o que eleva a
necessidade de mais estudos funcionais a fim de aumentar o conhecimento sobre as
proteases e seus inibidores enddgenos especificos. Outros estudos avaliando fitocistatinas
carboxi-estendidas, apenas levaram em consideracdo seu papel inibitorio contra papainas,
sem considerar as legumainas (Misaka et al., 1996; Gianotti et al., 2006; Wang et al.,
2008; Hwang et al., 2009), além da tentativa de cristalizacdo de uma fitocistatina carboxi-
estendida em um complexo com papainas, apenas reafirmando a relacdo de interacdo entre
0 dominio cistatina (N-terminal) e as proteases da familia C1A, sem adicionar novas
informacdes sobre a extensdo carboxi-terminal (Chu et al., 2011; Cheng et al., 2014).

Em arroz, existe apenas um gene de fitocistatina carboxi-estendida, a OcXIIl. A
fim de estabelecer a funcionalidade da regido carboxi-terminal da OcXIl em arroz, um
peptideo recombinante correspondente a esta regido foi produzido em bactéria. Pudemos
detectar a capacidade deste peptideo em inibir de forma especifica a atividade de proteases
do tipo legumainas, sem interferir na atividade das papainas em extratos proteicos de

folhas de arroz. Conforme observamos no modelo tridimensional da proteina OcXIl, a
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regido amino-terminal encontra-se bem separada da regido carboxi-terminal. Isso tudo
indica um claro potencial de bifuncionalidade para este inibidor de proteases cisteinicas,
atuando em proteases C1A através do dominio N-terminal e em proteases C13 com o
dominio C-terminal. De fato, o dominio amino-terminal de uma fitocistatina estendida ja
havia sido previamente caracterizado como inibidor de proteases do tipo papainas (Cheng
et al., 2014). Diferentemente, algumas cistatinas animais possuem estas duas funcoes
concentradas em proteinas com um Unico dominio, apenas com uma pequena separacao
espacial entre os dois sitios inibitorios (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Nas plantas, as
fitocistatinas carboxi-estendidas originaram-se de forma que estas funcBes inibitdrias
ficaram separadas em dois dominios independentes, e todas as plantas analisadas até o
momento possuem pelo menos uma copia deste gene.

Apbs a caracterizacdo da familia das fitocistatinas em arroz, uma questdo
remanescente é a elucidacdo dos papéis funcionais da Unica fitocistatina carboxi-estendida
no genoma de arroz, e suas implica¢fes na regulacao das proteases do tipo legumainas para
a planta. Para analisar de forma mais detalhada o papel funcional da OcXIl, foi realizado
seu silenciamento génico em arroz. Com uma reducdo de aproximadamente 98% no nivel
dos transcritos de OcXIl, este silenciamento foi mantido por pelo menos trés geragdes de
plantas de forma bastante especifica. A diminuicdo consideravel de OcXIl nas plantas, leva
a um aumento significativo na atividade das proteases cisteinicas, tanto papainas quanto
legumainas, corroborando in vivo a hipdtese de inibicdo bifuncional por fitocistatinas
carboxi-estendidas. Apesar destas atividades de proteases alteradas, ndo existem outras
alteracbes drasticas visiveis nas plantas adultas silenciadas, em condi¢cBes ambientais
normais. Entretanto, quando as plantas sdo submetidas a situagcbes mais criticas, como em
presenca de quitosan, mimetizando uma infec¢do fungica, ha uma detec¢do ainda maior da
atividade de proteases do tipo legumainas. As legumainas sdo importantes em processos
que envolvem senescéncia e morte celular programada em resposta a infecgbes (Hatsugai
et al., 2004; Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011; Pierre et al., 2014). Assim, visivelmente
ha um envolvimento especifico entre OcXIl e o controle da atividade de legumainas em
respostas a infecgOes por fungos.

O silenciamento génico de OcXIlI altera o equilibrio da atividade das proteases,
influenciando na fisiologia das plantas de arroz, principalmente no controle da germinagéo

e crescimento inicial das plantulas, uma vez que OcXIl € a terceira fitocistatina mais
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expressa em arroz. Inicialmente a germinagdo das sementes de arroz ocorre com emisséo
de radicula de forma similar entre as plantas silenciadas e plantas WT (wild-type).
Contudo, em estagios mais avancados de crescimento, aproximadamente com 8 dias, as
plantas silenciadas estdo mais desenvolvidas que as plantas WT. Da mesma forma, quando
apenas um dos dois genes estendidos de Arabidopsis € nocauteado, as plantas apresentam
um fendtipo de crescimento ligeiramente acelerado (Hwang et al., 2009). O fendtipo
oposto é encontrado quando uma das copias de fitocistatinas estendidas de Arabidopsis é
superexpresso, apresentando um atraso na germinacao e crescimento da plantula (Hong et
al., 2007; Hwang et al., 2009). Porém, os estudos citados acima avaliam apenas a atividade
de proteases do tipo papainas, desconsiderando a capacidade bifuncional e os efeitos na
inibicdo de legumainas. Os dados de nosso estudo indicam uma correlacdo direta entre as
plantas silenciadas, as taxas de crescimento das plantulas e as atividades de ambas as
familias de proteases cisteinicas: papainas e legumainas. Naturalmente, as plantas OcXIlI
silenciadas apresentam niveis elevados de atividade de legumainas e papainas, mas
enguanto as legumainas permanecem aumentadas durante toda a germinacao, as papainas
possuem um pico de atividade deslocado 12h antes nas plantas silenciadas. Esta
desregulacdo fisioldgica altera os niveis de expressdo dos genes envolvidos em
germinacao, incluindo outras fitocistatinas, legumainas e papainas, provavelmente em uma
tentativa de estabilizar o metabolismo de protedlise desregulado.

Baseando-se nestes experimentos e resultados, é possivel propor um modelo que
estabeleca a importancia de fitocistatinas carboxi-estendidas, como OcXIl, no processo de
germinacdo e crescimento da plantula. No modelo que sugerimos, a fitocistatina
bifuncional é capaz de inibir tanto legumainas quanto papainas e alterar as taxas nas quais
0s nutrientes se tornam disponiveis para a planta, levando a um crescimento inicial mais
rapido. Isto tudo, porque, fitocistatinas tem um duplo poder de inibicdo da atividade das
proteases cisteinicas C1A, direta e indiretamente. A forma indireta de inibi¢do ocorre
justamente através da inibicdo das legumainas, que sdo as proteases responsaveis pela
ativacdo de inimeras papainas. Desta forma, o efeito inibitorio potencializa-se, fazendo
com que a maior atividade das proteases C13 desencadeie uma atividade ainda maior das
proteases C1A, que acabam ndo sendo eficientemente inibidas pela auséncia da
fitocistatina carboxi-estendida.

36



A atividade de OcXIl nas sementes de arroz foi elucidada através de estudos com
0 promotor deste gene fusionado ao gene reporter gus. A expressdao do mesmo foi
detectada na regido do escutelo das sementes secas, e ap0s O inicio e 0 progresso da
germinacdo esta expressdo vai diminuindo, assim como detectado nas analises de
expressdo génica das fitocistatinas de arroz. Contudo, OcXIl tem expressdo génica
controlada por ABA, assim, quando as sementes de arroz sdo tratadas com este fitormaonio,
h& um atraso na germinacdo das sementes (resposta caracteristica das plantas ao ABA),
mas ao mesmo tempo a deteccdo de OcXII na regido do escutelo das sementes permanece
elevada. As proteases cisteinicas estdo entre os maiores grupos responsaveis pela hidrolise
de outras proteinas, e durante a germinagdo estas proteases sdo sintetizadas nas camadas do
escutelo e aleurona da semente, em resposta a sinalizacdo por giberelina (contraria a
ABA), para que ocorra a germinacdo (Zhang and Jones, 1996; Mikkonen et al., 1996).
Sendo assim, a presenga da fitocistatina bifuncional na regido do escutelo das sementes,
fazendo a interface entre embrido-endosperma, torna-se extremamente importante para a
regulacao da proteolise endégena necessaria a germinacao.

Além das atividades ja descritas para OcXIl na germinacdo e crescimento de
plantas sob condicGes fisiolégicas normais, quando as plantas encontram-se em situages
adversas, a atividade do inibidor bifuncional pode ser ainda mais necessaria para a
sobrevivéncia do organismo. Por exemplo, a alcalinizacdo € um fator desfavorével para a
germinacao e crescimento de arroz, afetando diversas vias metabolicas, principalmente em
raizes, o que € transmitido para o desenvolvimento do restante da plantula (Wang et al.,
2012; Lv et al., 2013). Ao mesmo tempo em que o estresse alcalino reduz as taxas de
germinacao, ele mantém OcXIl altamente ativa na regido do escutelo das sementes por
periodos prolongados. Além disso, OcXIl possui um papel importante na germinagdo e
crescimento de plantulas sob condicdes alcalinas. As plantas silenciadas para o gene OcXI|
apresentam um comprometimento do crescimento, com fenétipos mais severos de
desenvolvimento das raizes, que provavelmente dificultam a captacdo de agua e nutrientes,
levando a um desenvolvimento comprometido da parte aérea das plantas também. Desta
forma, a expressao de OcXIl no escutelo da semente em germinagdo é importante para a
manutencdo do metabolismo da planta e taxas adequadas de crescimento, regulando as

atividades proteoliticas, principalmente sob condi¢Ges ambientais adversas.
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Em conclusdo, este estudo demonstra a caracterizacdo geral da familia das
fitocistatinas em plantas, revelando informacdes importantes sobre cada um dos 12 genes
presentes no genoma de arroz, a fim de direcionar estudos futuros com a intencéo de
especificar mais a fundo a atividade das fitocistatinas, principalmente estudando as
proteases-alvo especificas de cada membro da familia. Particularmente importante, o papel
bifuncional da fitocistatina carboxi-estendida de arroz, OcXII foi estabelecido e pode ser
investigado em outras plantas, uma vez que estes genes sdo evolutivamente bem
conservados entre o reino vegetal e também devem ter a capacidade de inibir papainas e
legumainas. A utilizagdo do arroz como planta modelo foi de fundamental importancia
para a obtencdo de resultados mais claros e diretamente relacionados com a fungdo de
OcXIl, uma vez gue este gene esta presente em copia unica no genoma de arroz, portanto
ndo deixando dividas sobre possiveis mecanismos compensatorios da atividade deste gene.
De forma geral, alterando o balango de genes reguladores de proteases em plantas,
inimeras vias fisiologicas serdo alteradas, as quais ainda ndo sao amplamente estudadas, e
isto abre um vasto campo de estudos para a compreensdo dos mecanismos relacionados

com o desenvolvimento das plantas e respostas fisioldgicas.
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Capitulo VII

- Perspectivas-
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No presente trabalho, nds demonstramos que as fitocistatinas de arroz sdo
evolutivamente conservadas, mantendo uma relagdo de homologia com as demais
fitocistatinas e plantas e cistatinas animais. Os perfis de expressdo génica detectados séo
bastante variados, sugerindo uma ampla diversidade de funcdes e proteases-alvo, para cada
fitocistatina. Isto amplia a necessidade de mais estudos caracterizando também a relacéo
dos inibidores e das proteases especificas com as quais eles interagem em diferentes
momentos. Algumas fitocistatinas, por exemplo, aparentemente ndo sdo funcionais, outras
parecem ter uma atividade redundante, enquanto outras ainda parecem ser as mais
relevantes em termos funcionais. Apenas a caracterizacdo especifica de cada uma destas
proteinas com suas especificidades inibitérias sobre determinadas proteases podera
demonstrar sua real funcionalidade, revelando um longo caminho a ser percorrido para que
as rotas metabdlicas e as proteases envolvidas sejam estabelecidas. Tal conhecimento
podera ser aplicado futuramente na melhoria de plantas com interesse agronémico, como o
proprio arroz, além de estender este conhecimento para outras plantas.

A demonstracdo de que a regido C-terminal da OcXIl é um bom inibidor de
proteases do tipo legumainas, que ndo interage com as proteases do tipo papainas, € uma
informacdo importante que pode ser utilizada para a investigacdo detalhada de vias
proteoliticas em plantas. Adicionalmente o produto génico completo da fitocistatina
carboxi-estendida de arroz, € um inibidor bifuncional, que € capaz de inibir tanto papainas
guanto legumainas, o que ainda é bastante subavaliado, uma vez que s6 tem-se considerado
a inibicdo de fitocistatinas sobre papainas. As interacbes das fitocistatinas carboxi-
estendidas precisam ser profundamente avaliadas no contexto da planta, considerando a
inibicdo de ambas as proteases-alvo, e quais seriam estas proteases de fato.

Inimeros estudos ainda devem ser realizados para a melhor compreensdo dos
inibidores de proteases cisteinicas, levando em consideracdo as diferentes especificidades
inibitorias das fitocistatinas, em relacdo a quais proteases elas sdo capazes de inibir. Qual a
fungéo que as proteases inibidas exercem na planta? A existéncia de diferentes formas de
splicing das proteases como as legumainas é de fato relevante, originando diferentes
proteinas para cada situacdo? Como ocorre a interacdo tridimensional das fitocistatinas
estendidas com as legumainas? Existe diferenca na eficiéncia de inibicdo das proteases
pelas cistatinas animais ou pelas fitocistatinas estendidas de plantas, resultando da

separagdo do dominio inibitorio em plantas? Tais conhecimentos refletirdo diretamente na

40



compreensdo das vias proteoliticas dos organismos, as quais ainda séo bastante obscuras,
necessitando de mais estudos para elucidar quais proteases interagem com substratos
especificos e quais os efeitos destas interacbes para 0s organismos. Uma vez que estes
mecanismos se tornem cada vez mais claros, ha uma importante aplicacdo biotecnoldgica
tanto para os genes de fitocistatinas, atuando como inibidores, quanto para os genes das
proteases-alvo, nas plantas. A possibilidade de obter-se plantas mais tolerantes, resistentes
ou ainda com melhor desenvolvimento, é uma aplicacdo bastante promissora dos estudos

de mecanismos proteoliticos e inibitérios em plantas.
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Glutathione (GSH) peroxidases (GPXs: EC 1.11.1.9 and EC1.11.1.12) are non-heme thiol peroxidases that
catalyze the reduction of H20; or organic hydroperoxides to water, and they have been identified in
almost all kingdoms of life. The rice glutathione peroxidase (OsGPX) gene family is comprised of 5
members spread throughout a range of sub cellular compartments. The OsGPX gene family is induced
in response to exogenous H,0; and cold stress. In contrast, they are down regulated in response to
drought and UV-B light treatments. Transgenic rice plants have been generated that lack mitochondrial

gg;ogg;a 0sGPX3. These GPX3s plants showed shorter roots and shoots compared to non-transformed (NT) plants,
Cramineaea and higher amounts of H>0, mitochondrial release were observed in the roots of these plants cultivated
Rice under normal conditions. This accumulation of H»0> is positively associated with shorter root length
GPX in GPX3s plants compared to NT ones. Moreover, GPX3 promoter analysis indicated that it is mainly

expressed in root tissue. These results suggest that silencing the mitochondrial OsGPX3 gene impairs
normal plant development and leads to a stress-induced morphogenic response via H;0; accumulation.

Glutathione peroxidase
Oxidative stress

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Whereas animals can move away from environmental adver-
sities such as water deficit, high temperature or heavy metal
pollution beyond others, plants are sessile organisms. As a result,
the anti-oxidant and repair system of plants is considerably
enhanced and diversified compared to bacterial or animal sys-
tems because plants also have to cope with a second source of
reactive oxygen species (ROS) from chloroplasts, which is beyond
the mitochondrial electron transport chain [1]. The most abun-
dant ROS produced during stress is hydrogen peroxide (H;0;).
This compound is not only an oxidant but also a signal generated
from superoxide ions through the action of superoxide dismutases
(SOD) [2]. It is important that H,0; levels are properly controlled
under stress or normal conditions, and this is regulated by the
orchestrated participation of a range of different enzymatic and

* Corresponding author at: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida
Bento Gongalves, 9500, CEP: 915910-970, Porto Alegre, RS, Brasil.
Tel.: +55 51 3308 9814; fax: +55 51 3308 7311.
E-mail addresses: marcia.margis@ufrgs.br, marcia.p.margis@gmail.com
(M. Margis-Pinheiro).

0168-9452/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.plantsci.2013.03.017

non-enzymatic antioxidant systems. The non-enzymatic antiox-
idant compounds are represented by carotenoids, tocopherols,
reduced glutathione (GSH) and ascorbate (AsA), while the enzy-
matic systems rely on superoxide dismutases (SOD), catalases
(CAT), ascorbate peroxidases (APX), peroxiredoxins (PRXs) and glu-
tathione peroxidases (GPXs) [3]. Glutathione (GSH) Peroxidases
(GPXs: EC1.11.1.9and EC1.11.1.12) are non-heme thiol peroxidases
that catalyze the reduction of H,0; or organic hydroperoxides to
water, and they have been identified in almost all kingdoms of life
[4]. In animals, GPXs are selenoproteins that contain selenocys-
teine at the catalytic site, whereas the plant enzymes do not bind
selenium. The active site is composed of a catalytic triad formed
by selenocysteine/cysteine, glutamine and tryptophan. This differ-
ence allows plants to preferentially reduce thioredoxin instead of
GSH, which is opposite the preference of the enzymes in animals
[4,5]. The rice glutathione peroxidase (OsGPX) gene family consists
of 5 members. Phylogenic analysis has predicted that GPX is local-
ized to the mitochondria (GPX1 and GPX3), chloroplasts (GPX4) and
cytosol/endoplasmic reticulum (GPX2 and GPX5) [6].

There is increasing evidence that GPXs are able to interact
with other proteins, conferring peroxide-induced oxidation in
addition to their well-established ROS scavenging function. For
example, in yeast, GPX3 activates the Yeast Activation Protein 1
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miRNAs

High-throughput sequencing
Stress response

The miRNAs play important roles in regulation of gene expression at the post-transcriptional level. A small
RNA and RNA-seq of libraries were constructed to identify miRNAs in Vriesea carinata, a native bromeliad
species from Brazilian Atlantic Rainforest. Illumina technology was used to perform high throughput
sequencing and data was analyzed using bioinformatics tools. We obtained 2,191,509 mature miRNAs
sequences representing 54 conserved families in plant species. Further analysis allowed the prediction
of secondary structures for 19 conserved and 16 novel miRNAs. Potential targets were predicted from
pre-miRNAs by sequence homology and validated using RTqPCR approach. This study provides the first
identification of miRNAs and their potential targets of a bromeliad species.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding regulatory RNAs
widely found in unicellular and multicellular organisms that act
as regulators of gene expression at the post-transcriptional level
on genes containing miRNA binding sites [1]. Mature miRNAs are
single-stranded RNA molecules of approximately 21 nucleotides
(nt) in length processed from a precursor molecule (pre-miRNA)
[2]. To regulate protein-coding genes the mature miRNA binds in
the mRNA target site leading to mRNA degradation or translation
repression [3]. In plants, miRNAs have diverse biological functions
and are involved in the regulation of optimal growth and devel-
opment, as well as other physiological processes, including abiotic
and biotic stress responses [4]. Several studies showed that many
miRNAs are conserved across different plant families [5]. However,
it was also reported species and family specific miRNAs that are
expressed in low levels and probably have evolved recently [6].

Bromeliaceae family, with 3248 species distributed in 58 genera
[7], is an example of a large and well described adaptive radiation

Abbreviations: miRNA, microRNA; sRNA, small RNA; pre-miRNA, microRNA pre-

cursor; MFEI, minimal folding energy index; nt, nucleotides; vca, Vriesea carinata.
* Corresponding author at: Centre of Biotechnology and PPGBCM, Laboratory of

Genomes and Plant Population, Building 43431, Federal University of Rio Grande do
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Tel.: +55 51 33087766; fax: +55 51 33087309.
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of plant families in the Neotropics. The family is composed of ter-
restrial xerophytes and both facultative and obligatory epiphytes
species which acquired, throughout their evolution, interesting and
different adaptive mechanisms such as central tanks, CAM photo-
synthetic pathway, and bear absorptive trichomes, characteristics
that allowed them to occupy a wide range of habitats [8,9]. Con-
sequently, Bromeliaceae constitutes one of the most ecologically
diverse and species-rich clades of flowering plants native to the
New World [10]. In Brazil, the Atlantic Rainforest is considered one
of the main centers of diversity and endemism of Bromeliaceae,
showing 31 genera and 803 species of which 10 genera and 653
species are endemic [11]. Vriesea carinata is an epiphytic or ter-
restrial species distributed along the Brazilian Atlantic Rainforest.
As a typical species of this biome [12], V. carinata is an interest-
ing model for studying the expression of miRNAs in Bromeliaceae.
The first step to study the expression of miRNAs is to identify miR-
NAs and its targets in different natural conditions. For this purpose,
we performed a high-throughput sequencing analysis (Solexa tech-
nology) of small RNAs (sRNAs) from the endemic Brazilian Atlantic
Rainforest species V. carinata.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and RNA isolation
Total RNA was isolated from V. carinata leaves using Trizol

reagent (Invitrogen, CA, USA), according to manufacturer's pro-
tocol. The RNA quality was evaluated by electrophoresis on a 1%
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ABSTRACT

Summary: MicroRNAs (miRNAs) have been extensively studied owing
to their important regulatory roles in genic expression. An increasingly
number of reports are performing extensive data mining in small RNA
sequencing libraries to detect miRNAs isoforms and also 5 and 3
post-transcriptional nuclectide additions, as well as edited miRNAs
sequences. A ready to use pipeline, isomiRID, was developed to
standardize and automatize the search for miRNAs isoforms in high-
throughput small RNA sequencing libraries.

Availability: isomiRID is a command line Python script available at
http:/Awww.ufrgs.br/RNAi/isomiRID/.

Contact: rogerio.margis@ufrgs.br

Supplementary information: Supplementary Date are available at
Bioinformatics online.

Received on January 31, 2013; revised on July 16, 2013; accepted on
July 17, 2013

1 INTRODUCTION

Several high-throughput small RNA (sRNA) sequencing projects
have increased the discovery and number of small non-coding
RNAs related to gene expression regulation. MicroRNAs
(miRNAs) are endogenous sRNAs with 19-24 nt in length
(Bartel, 2004). To regulate protein-coding genes, mature miRNA
binds in the mRNA target sites leading to their degradation or
repression of translation (Pasquinelli, 2012; Voinnet, 2009).
Recently, reports have demonstrated the existence of isomiRs
(Cloonan et al., 2011; Guo and Lu, 2010; Kdorbes et al., 2012).
The isomiR classification relies in three major categories: 5, 3’
and polymorphic isomiRs, with the sub classification of 5" and 3’
isomiRs into templated or non-templated modifications, accord-
ing to the miRNA precursor sequence (Neilsen ef al., 2012).
Furthermore, efforts have been made to identify and understand
the biological processes where non-templated nucleotides are
added in the 3’ end of mature miRNAs, altering the miRNA
stability and efficiency (Burroughs er al., 2010; Ebhardt ef al.,
2009; Lu et al., 2009; Wyman et al., 2011). Nucleotide additions
at the 5" end have also been reported altering the miRNA seed
region and consequently its functionality (Bizuayehu er al., 2012;
Ebhardt et al., 2010). Several isomiR variants have been dis-
covered with deep sequencing technologies. Some of these vari-
ations may have biological origin and functions, once the
modifications were seen repeatedly at the same sites with
higher frequencies than random errors (Ebhardt er al., 2009).

*To whom correspondence should be addressed.

To improve and automate the search for isomiRs in sSRNA
sequenced libraries, we developed a simplified workflow.
isomiRID allows the identification of 5, 3’ and polymorphic
isomiRs based on the canonical miRNA known sequence and
also from other regions on the same miRNA precursor.
Additionally, the program can also identify non-templated '
or 3" end variations by mapping the sSRNAs in the known pre-
miRNAs. This framework is a simple method to identify and
compare isomiRs abundance in different sequencing libraries,
providing an initial view for biological relevant isomiRs. We
also highlight that this pipeline could be applied to study
isomiRs from plants, animals or any other living organisms.

2 METHODS

The isomiRID workflow (Fig. 1) has four main steps:

The first step generates the file of SRNAs with perfect matches on the
pre-miRNA (RO=round 0) and create the dataset for the subsequent
analysis with the pre-miRNA unmapped reads. Optionally, it is possible
to use a reference genome (or transcriptome), to filter the unmapped
sRNAs from other genomic regions.

On the second step, sSRNAs mapping is performed, allowing a single
mismatch in the sequence. This first part generates the R1 file, containing
sequences with one mismatch in the 5’ end (5MM), in the middle of
sequence (MM) and in the 3" end (3'MM). Posteriorly, the small reads,
which still do not match with the pre-miRNA sequence, are submitted to
trimming rounds in their 5" and 3" ends. Each trim is performed once in a
round, where a single 5" or 3’ nt is removed for subsequent sSRNA map-
ping on the pre-miRNA reference file. This procedure can be performed
N times, according to the number of nucleotide trimmings determined by
the user. Reads that match to the pre-miRNA reference after the
trimming will be separated in R2, R3...RN files. These files contain a
raw table with the mapped sequences, the name of miRNA precursor
from which it potentially originated, their lengths, the variant nucleo-
tide(s) and the abundance of such variations in each sequence on the
analyzed library(ies) (Supplementary File 1).

Additionally, in a third step, the files with mapped reads can undergo an
abundance cutoff filter, to restrict the read values, specified in the config-
uration file. Finally, the fourth step relies on concatenation of the isomiRs
mapping results in a sub folder (MapResults). A graphical output is built
based on the mappings with or without abundance cutoff. In graphical
outputs, the pre-miRNA sequence is aligned with the miRNA and its
isomiRs sequences, also detailing the individual sSRNA variation and the
abundance of each sequence in different libraries that were analyzed.

3 IMPLEMENTATION

The isomiRID was implemented with python 2.7 and use Bowtie
for mapping the reads (Langmead et al., 2009). This framework

© The Author 2013. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 2521
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ABSTRACT

The environment is adynamic system in which life forms adapt. Wall-Associated Kinases (WAK) are a sub-
family of receptor-like kinases associated with the cell wall. These genes have been suggested as sensors
of the extracellular environment and triggers of intracellular signals. They belong to the ePK superfamily
with or without a conserved arginine before the catalytic subdomain VIB, which characterizes RD and
non-RD WAKs. WAK is a large subfamily in rice. We performed an extensive comparison of WAK genes
from A. thaliana (AtWAK), O. sativa japonica and indica subspecies (OsWAK). Phylogenetic studies and WAK
domain characterization allowed for the identification of two distinct groups of WAK genes in Arabidopsis
and rice. One group corresponds to a cluster containing only OsWAKs that most likely expanded after the
monocot-dicot separation, which evolved into a non-RD kinase class. The other group comprises classical
RD-kinases with both AtWAK and OsWAK representatives. Clusterization analysis using extracellular and
kinase domains demonstrated putative functional redundancy for some genes, but also highlighted genes
that could recognize similar extracellular stimuli and activate different cascades. The gene expression
pattern of WAKs in response to cold suggests differences in the regulation of the OsWAK genes in the indica
and japonica subspecies. Our results also confirm the hypothesis of functional diversification between A.
thaliana and O. sativa WAK genes. Furthermore, we propose that plant WAKs constitute two evolutionarily
related but independent subfamilies: WAK-RD and WAK-nonRD. Recognition of this structural division
will further provide insights to understanding WAK functions and regulations.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

plant cells communicate with the environment. In 1990, the first
receptor kinase protein (RLK - Receptor-Like Kinase) was described

Plants use several environmental factors, such as light, tem-
perature, gravity and water as signals for different physiological
processes, including growth, flowering and dormancy. However,
changes in the environment can perturb the metabolic homeosta-
sis of plants, inducing abiotic stresses [1]. The ability to recognize
signals from the environment and other adjacent cells and activate
appropriate and specific downstream signaling cascades is impor-
tant to plant responses. Until the late 80s, it was not clear how

* Corresponding author at: Centro de Biotecnologia, sala 213, prédio 43431, Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, P.O. Box 15005, CEP 91501-970
Porto Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 3308 7766; fax: +55 51 3308 6072.
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(R. Margis).
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http://dx.doi.org/10.1016/j.plantsci.2014.09.007
0168-9452/© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

in plants [2]. Since then, several different plant RLK gene subfam-
ilies have been identified, with more than 600 and 1100 genes in
Arabidopsis thaliana and Oryza sativa, respectively [3-6].

The RLK family belongs to a protein kinase superfamily (ePK)
that comprises all of the protein kinases identified in eukaryotes.
The ePK superfamily plays an important role in post-translational
protein modification through phosphorylation activity [7]. Mem-
bers of the ePK superfamily possess 12 conserved subdomains. The
subdomains I to IV are part of the amino-terminal lobe, associated
with ATP binding. Subdomain V corresponds to a link between the
amino and the carboxyl-terminal lobe. The subdomains VIA, VIB,
VI, VIII, IX, X and XI are part of the carboxyl-terminal lobe, which
is associated with peptide-substrate binding and phosphorylation
activity [7-10]. The subdomain VIB contains the catalytic motif
DxxxxN, which directly participates in substrate phosphorylation,
and the presence of a conserved arginine (R) residue preceding the
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Abstract

Key message MicroRNAs have higher expression sta-
bility than protein-coding genes in B. napus seeds and
are therefore good reference genes for miRNA and
mRNA RT-gPCR analysis.

Abstract Reverse transcription quantitative real-time
polymerase chain reaction (RT-qPCR) has become the
“gold standard™ to gain insight into function of genes.
However, the accuracy of the technique depends on ap-
propriate reference genes for guantification analysis in
different experimental conditions. Accumulation of mi-
croRNAs (miRNAs) has also been studied by RT-gqPCR,
but there are no reference genes currently validated for
normalization of Brassica napus miRNA expression data.
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In this study. we selected 43 B. napus miRNAs and 18
previously validated mRNA reference genes. The expres-
sion stability of the candidate reference genes was
evaluated in different tissue samples (stages of seed de-
velopment, flowers, and leaves) using geNorm, NormFin-
der, and RefFinder analysis. The best-ranked reference
genes for expression studies during seed development
(miR167-1_2, miR11-1, miR159-1 and miR168-1) were
used to asses the expression of miR03-1. Since candidate
miRNAs showed higher expression stability than protein-
coding genes in most of the tested conditions, the expres-
sion profile of DGATI gene was compared when normal-
ized by the four most stable miRNAs reference genes and
by the four most stable mRNA reference genes. The ex-
pected expression pattern of DGATI during seed devel-
opment was achieved with the use of miRNA as reference
genes. In conclusion, the most stable miRNA reference
genes can be employed in the normalization of RT-qPCR
guantification of miRNAs and protein-coding genes. This
work is the first to perform a comprehensive survey of the
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