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RESUMO

Cistatinas séo inibidores competitivos de proteases cisteinicas. Em plantas, as
fitocistatinas, constituem uma familia independente, caracterizada pela presenca
do motivo conservado LARFAV. Elas podem estar envolvidas em uma grande
variedade de processos fisioldgicos, desde o controle da protedlise enddégena em
orgdos reprodutivos e vegetativos, até a inibicdo de proteases extracelulares de
herbivoros, parasitas e patégenos. Algumas fitocistatinas possuem uma extensao
carboxi-terminal em sua sequéncia, com um motivo consenso SNSL importante
para a inibicdo de legumainas. Em arroz, existem doze genes distintos de
fitocistatinas, sendo a fitocistatina XII (OcXIl) a Unica com um dominio extra
carboxi-terminal. Considera-se esta extensdo extremamente importante, pois
permitiria a atuag&o bifuncional deste inibidor de proteinase, simultaneamente
inibindo dois tipos de proteases, papainas e legumainas. O objetivo principal que
norteou o desenvolvimento deste trabalho foi identificar as doze fitocistatinas de
arroz (Oryza sativa), caracterizando, principalmente, o gene da OcXIl, de forma a
analisar as provaveis implicacdes funcionais deste gene na planta. A
caracterizacdo da expressdo dos doze genes codificadores das fitocistatinas
revelou que os genes comumente mais expressos sao Ocl, Oclll e OcXIl, sendo
gue OcXIl destaca-se nas plantas em estadio final de maturacdo das sementes,
em tecidos especificos de endosperma e células em cultura. Para germinacao e
crescimento de plantulas, € necessaria uma reducédo da expressao de OcXIll. O
padrdo evolutivo das fitocistatinas, em diversas plantas, sugere uma origem
comum para estes genes, seguida de divergéncias e duplicacées especificas em
cada espécie. A OcXIl é mantida em um grupo monofilético com as demais
fitocistatinas com extensdo C-terminal. Nos estudos funcionais sobre a
fitocistatina XII de arroz, nove linhagens de plantas RNAI para o gene OcXIl foram
obtidas via transformacdo de calos de arroz (ssp. japonica, cv. Nipponbare).
Quatro destas linhagens apresentaram nivel de pelo menos 90% de silenciamento
de OcXll, sem alteracdo na expressdo génica das demais fitocistatinas e
legumainas. Duas destas linhagens tiveram alteracdes fenotipicas com reducao
da viabilidade das sementes geradas. O silenciamento de OcXll e expresséo de
demais fitocistatinas manteve-se inalterado na geracdo T1, enquanto as
legumainas 1 e 3 sofreram alteracdes em pelo menos uma das linhagens. A
transformacado de plantas para estudos de localizacdo celular com o promotor do
gene OcXIl, resultou em quatro linhagens transformadas, sendo que em uma
delas a expressdo do gene repoérter gus, controlado pelo promotor OcXIll, foi
significativamente detectada nos calos em vias de regeneracdo de plantas.
Também, pode ser verificado que a OcXIll responde ao tratamento com ABA
(acido abscisico), tendo um aumento de expressao significativo apdés 4 horas,
tanto em tecidos de folha quanto de raiz. Desta forma, a fitocistatina XII € um dos
genes de fitocistatinas mais expressos durante todo o desenvolvimento das
plantas de arroz, sendo o Unico gene com provavel capacidade de inibir proteases
cisteinicas do tipo legumainas.



ABSTRACT

Cystatins are cysteine proteases competitive inhibitors. Phytocystatins
(PhyCys), in plants, constitute an independent family due to the presence of the
LARFAYV conserved domain. PhyCys are involved in a wide variety of physiological
processes, since the control of the endogenous proteolysis in vegetative and
reproductive organs, by inhibition of extracellular proteases from herbivores,
pathogens and parasites. Some phytocystatins have an extension in their carboxy
terminal sequence with a SNSL consensus domain, important for inhibiting
legumains. In rice, there are twelve distinct phytocystatins genes and the
phytocystatin XIl (OcXIl) are the only one with a carboxy-terminal additional
domain. This extension would be extremely important, allowing the bifunctional
performance of this proteinase inhibitor, simultaneously inhibiting two types of
proteases: papains and legumains. A main goal of this work is to identify the
twelve phytocystatins in rice (Oryza sativa), focusing at the OcXIl gene in order to
analyze the functional implications of this gene in the hole plant. Characterization
of the gene expression pattern of the twelve phytocystatins revealed that the
genes more ubiquously expressed are OCI, Oclll and OcXIl. OcXll stands out in
plants in final stage of seed maturation, in endosperm specific tissues and in
culture cells. For germination and seedling growth OcXIll undergoes a reduction in
its genic expression. The phytocystatins evolution patterns in various plants,
suggests a common origin for these genes, followed by divergences and
duplications, specific to each species. The OcXIll, is kept in a monophyletic group
with all the other phytocystatins with C-terminal extension. In the functional studies
on phytocystatin XIl from rice, nine lines of RNAIi plants were obtained by
transformation of rice’s callus (japonica ssp. cv. Nipponbare). Four of these strains
had low levels of OcXll mRNA, revealing that this gene were at least 90%
silenced, any changes in gene expression for other phytocystatins or legumains
were detected. Two of these transgenic lines showed phenotypic changes with
reduced seed viability. The OcXIll gene silencing and other phytocystatins
expression remained unchanged in the T1 generation, while the first and third
legumains varied in at least one of the strains. The plants transformation, for
cellular localization studies with OcXIl gene promoter resulted in four transgenic
strains, and in one of them expression of the gus reporter gene, controlled by the
promoter OcXIl, was significantly detected in the calli undergoing the plant
regeneration process. Also, it can be noticed that the OcXIl gene expression
responds to the treatment with ABA (abscisic acid), with a significant increase, in
both tissues as leaf root, after 4 hours of treatment. Thus, phytocystatin Xll is one
of the most expressed genes troughout the development of rice plants, being the
only gene with the probable ability to inhibit cysteine proteases of legumain type,
in addition to papain proteases.



1. INTRODUCAO

1.1 O Arroz como planta modelo de estudos

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a divisdo angiosperma, a classe das
monocotileddneas e a familia Poaceae. Esta planta vem sendo cultivada por mais
de 7000 anos e alimenta diariamente pelo menos metade do nosso Planeta
(IZAWA & SHIMAMOTO 1996), além de proporcionar uma grande fonte de renda
em vistas de sua producgéo (590 milhdes de toneladas produzidas por ano e 150
milhnbes de hectares utilizados para cultivo, anualmente). O Brasil € um dos
maiores produtores mundiais de arroz, sendo esta producéo destacada na regiao
Sul, responsavel por 60% da producao nacional, que totaliza cerca de 11 milhdes
de toneladas anuais (http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br).

Dentre as monocotileddneas, o arroz é amplamente considerado como uma
planta modelo para estudos, uma vez que diversos protocolos de manipulacao
genética estdo bem estabelecidos, além de muitas informacées moleculares, tais
como sequéncia completa do genoma, bancos de ESTs (Expressed sequence
tags), microarranjos, transcriptomas, bancos de mutantes, entre inUmeras outras
informacBes estarem disponiveis. O arroz € um organismo diploide com 24
cromossomos e um genoma de 420 Mb (Megabases), sendo 0 menor genoma
entre os cereais e com uma grande densidade génica (GALE 1998; SHIMAMOTO
& KYOZUKA 2002). A sub-espécie japonica, variedade Nipponbare, foi a primeira
a ter o seu genoma completamente sequenciado e anotado, além de ser a planta
de mais facil transformacao genética dentre os cereais utilizando Agrobacterium
tumefaciens (SASAKI & BURR 2000). Com o avanco das tecnologias de
sequenciamento, novas metodologias foram empregadas, baseadas em
montagem de novo de todo o genoma partindo do sequenciamento por shotgun, a
fim de aumentar a cobertura do genoma desta cultivar. O resultado foi uma
cobertura de 93% do genoma, levando a predicdo de aproximadamente 32 mil
genes, além de possuir homologia de 98% com proteinas conhecidas em milho,
trigo e cevada, e também, uma grande sintenia cromossémica com estes cereias,
mas com uma sintenia limitada quando comparado a Arabidopsis thaliana (GOFF
et al. 2002; OUYANG et al. 2007).
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Assim, tendo em vista a grande importancia socioeconémica, o tamanho
relativamente pequeno do genoma, a grande densidade génica e a maior
facilidade de manipulacdo genética, o arroz tornou-se um excelente modelo para
estudos, possibilitanto o entendimento de mecanismos biologicos basicos das

plantas, necessarios a sua sobrevivéncia e evolugao.

1.2 Cistatinas e fitocistatinas

Cistatinas sao inibidores competitivos de proteases cisteinicas (Cys
proteases), interagindo com o sitio ativo das enzimas alvo, e bloqueando o seu
acesso ao substrato. Em plantas, elas podem estar envolvidas em uma grande
variedade de processos fisioldgicos, desde o controle da protedlise enddégena em
orgdos reprodutivos e vegetativos, resposta a estresses bidticos e abidticos, até a
inibicdo de proteases extracelulares de herbivoros, parasitas e patdgenos
(ZHANG, LIU, & TAKANO 2008; HWANG et al. 2009, 2010; CARRILLO et al.
2011b).

Primeiramente identificadas e caracterizadas em animais, as cistatinas se
subdividem em trés familias 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, com uma massa molecular de aproximadamente 11kDa,
possuem apenas um dominio inibitério e auséncia de pontes dissulfeto; as de tipo
2 ou cistatinas propriamente ditas, também apresentam um dominio inibitério
anico, mas com massa molecular de 15kDa e com quatro residuos cisteinicos
formando duas pontes dissulfeto; e o dltimo grupo, as cistatinas de tipo 3 ou
kininogénios, com dominios inibitérios multiplos semelhantes a stefinas, que
possivelmente resultaram de eventos de duplicacdo (TURK & BODE 1991;
BENCHABANE et al. 2010). A identificacdo das cistatinas baseia-se
prioritariamente, na presenca do dominio caracterizado como cistatina, o qual é
formado por trés motivos conservados: (1) um residuo de glicina na regidao amino-
terminal; (2) o motivo QxVxG, na regido amino-terminal, e (3) um triptofano,
carboxi-terminal, sendo que, estes dois Ultimos motivos estruturais localizam-se
no primeiro e segundo loops entre as folhas-f da estrutura. Estes motivos sé&o os

principais responsaveis pela atividade inibitoria das cistatinas, pois eles interagem
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com o sitio ativo das enzimas-alvo, as proteases cisteinicas (BODE et al. 1988)
(figural).

Em plantas, estes inibidores de proteases cisteinicas sdo denominados
fitocistatinas (PhyCys), pois diferem das cistatinas animais pela presenca do
motivo LARFAVDEHN em sua p-hélice amino-terminal e formam um cluster
distinto das demais cistatinas identificadas em animais (MARGIS, REIS, &
VILLERET 1998). As fitocistatinas sdo também desprovidas de sitios putativos de
glicosilacdo e pontes dissulfeto. As pontes dissulfeto podem ser satisfatoriamente
substituidas por outros tipos de interagcdes moleculares que mantenham a
estrutura funcional da proteina, como as intera¢c6es hidrofobicas dos residuos
aromaticos conservados, que ocorrem entre as folhas antiparalelas B4-g5 e a
conformacdo do loop2 (MARGIS et al. 1998). Outras caracteristicas comuns
atribuidas as fitocistatinas por MARGIS et al. 1998 sdo: a auséncia de residuos
cisteinicos em suas sequéncias e a conservacao da distancia de 17 aminoacidos
entre os dominos LARFAV e QxVXG em todas as fitocistatinas. Apesar destas
restricbes 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
sdo amplamente distribuidos entre animais e plantas. Apesar das grandes
divergéncias entre as sequéncias de aminodcidos, as stefinas, cistatinas e
fitocistatinas possuem uma estrutura terciaria conservada, formada por cinco
folhas-pB antiparalelas que interagem com uma das faces de uma p-hélice central
(TURK & BODE 1991) (figura 1). Esta estrutura € composta pelos motivos
proteicos conservados, caracteristicos da superfamilia das cistatinas, ja descritos
acima.

A regido amino-terminal e, consequentemente, o residuo de glicina é
extremamente importante na determinacdo dos valores das constantes de
associacao e dissociacdo das proteases alvo, possibilitando uma forte atividade
inibitéria e aumentando a especificidade por cys proteases (MACHLEIDT et al.
1989; BJORK et al. 1994). Porém, foi demonstrado que para fitocistatinas este
residuo de glicina, apesar de conservado, ndo € estritamente necessario para a

inibicdo das enzimas alvo (ABE et al. 1988).
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Figura 1. Modelo estrutural da fitocistatina-l de arroz (oryzacistatina). A)
visao frontal e lateral demonstrando as cinco folhas- (azul), a p-hélice (vermelho)
onde se localiza o motivo LARRFAVDEHN, e os dois loops inibitérios (amarelo).
B) visdo da fitocistatina interagindo com a protease cisteinica modelo, a papaina
(em cinza claro). Reproduzido de BENCHABANE et al. 2010.

A conservacao da estrutura terciaria, assim como dos motivos QxVxG e PW,
nas estruturas de loop do inibidor, tanto em cistatinas quanto em fitocistatinas,
sugere um mecanismo inibitério conservado para animais e plantas
(BENCHABANE et al. 2010). Baseando-se no peso molecular, as fitocistatinas
podem ser subdivididas em trés grupos distintos, sendo a maioria incluida no
grupo | e possuindo 12-16kDa. No grupo Il encontram-se as fitocistatinas com
aproximadamente 23kDa e que possuem uma extensao carboxi-terminal em sua
sequéncia. O terceiro grupo inclui fitocistatinas de 80kDa, conhecidas como
multicistatinas por possuirem diversos dominios de cistatinas (WANG et al. 2008).
As fitocistatinas também podem ser agrupadas evolutivamente nos mesmos trés
grupos citados acima (Figura 2), de forma que as fitocistatinas do grupo |
possuem apenas um dominio cistatina em sua estrutura proteica, com
aproximadamente 100 residuos, enquanto que as fitocistatinas de grupo Il, com
cerca de 200 residuos, compartiham um dominio N-terminal altamente
conservado com as de grupo | e um segundo dominio C-terminal também similar
ao dominio cistatina. Esta estrutura em forma de dois dominios, das fitocistatinas
de grupo IlI, é distintiva deste grupo em particular. E, ainda, no grupo |l
encontram-se as fitocistatinas com diversos dominios cistatinas repetidos
(MARGIS-PINHEIRO et al. 2008; CHU et al. 2011).
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Figura 2. Trés grupos de fitocistatinas baseados na massa molecular e no
namero de dominios cistatina presentes. Os dominios cistatina com estrutura

resolvida estdo demonstrados em cinza. Modificado de CHU et al. 2011.

1.3 Fitocistatinas e suas proteases-alvo

As proteases cisteinicas desempenham diversos papéis importantes através
do ciclo de vida das plantas, mediante protedlise extensiva ou limitada de
proteinas-alvo, a fim de desencadear a degrada¢do ou a maturacdo das mesmas.
Estas atividades sdo de extrema importancia para o crescimento das plantas,
armazenando e mobilizando proteinas, além de auxiliar na resposta a estresses
ambientais (GRUDKOWSKA & ZAGDANSKA 2004). Os alvos primarios das
fitocistatinas, assim como das demais cistatinas, sdo proteases cisteinicas do tipo
papainas (familia C1A) (BODE et al. 1988; ARAI, WATANABE, & KONDO 1991).
As papainas tem uma estrutura tridimensional de dois lobos conectados,
compostos por p-hélices e folhas B, em forma de “V” e o sitio ativo localiza-se
neste sulco que contém os residuos cataliticos Cys-His (TURK & TURK 2001).
Em angiospermas, o numero de proteases cisteinicas da familia C1A é bastante
elevado, quando comparado com algas e outras plantas mais basais, o que pode
significar uma grande especializacdo destas proteases para o desempenho de
novas funcbes (MARTINEZ & DIAZ 2008) (tabela 1). As atividades
desempenhadas pelas papainas estdo envolvidas em muitos processos
fisiol6gicos importantes nas plantas vasculares (BEERS, JONES, & DICKERMAN

2004), podendo destacar-se a atuacdo sobre proteinas intracelulares, no
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processamento, modificacdo e remobilizacdo de proteinas de armazenamento
durante a germinacdo das sementes (WATANABE et al. 1991; LEPELLEY et al.
2012), senescéncia, morte celular programada (BEERS, WOFFENDEN, & ZHAO
2000; HAYASHI et al. 2001; WAN et al. 2002), e ainda, em resposta a estreses
(KHANNA-CHOPRA, SRIVALLI, & AHLAWAT 1999). Proteases C1A também sao
importantes na defesa contra patdégenos e insetos, atuando contra as proteinas
por eles produzidas e secretadas (CHEN et al. 1992; VAN DER HOORN &
JONES 2004; DUTT et al. 2010). As papainas possuem um papel de defesa
contra herbivoros uma vez que elas podem ser encontradas no latex secretado
pelas plantas, sendo capaz de matar ou intoxicar os organismos que dela se
alimentam (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 demonstraram que estas proteinas existem em
diferentes isoformas ativas, tendo atividade em variados niveis de pH e com
sensibilidade alterada para diferentes inibidores (RICHAU et al. 2012).

Tabela 1. Numero de proteases C1A (papainas), C13 (legumainas) e seus
provaveis inibidores (cistatinas) em plantas. Reproduzido de MARTINEZ & DIAZ
2008.

Organismo Cista"tinas . Papainas Legumainas
(com extenséo C-terminal)

Osteococcus tauri 0(0) 9 0
Osteococcus lucimarinus 0 (0) 9 0
Chlamydomonas reinhartdii 1(0) 1 1
Volvox carteri 1(0) 14 1
Physcomitrella patens 5(3) 11 4
Selaginella moelendorfii 2(1) 19 2
Oryza sativa 12 (1) 45 5
Arabidopsis thaliana 7(2) 32 4
Populus trichocarpa 8 (3) 36 5
Hordeum vulgare 13 (1) 32 5
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Em 2007, MARTINEZ et al. reportaram a existéncia de fitocistatinas
bifuncionais, pela presenca de uma extensdo carboxi-terminal (C-terminal) a qual
apresenta 0 motivo proteico SNSL conservado, entre a p-hélice e a segunda
folha-B da estrutura, sendo capaz de inibir proteases do tipo legumainas in vitro,
semelhante ao mecanismo desempenhado pelos inibidores de legumainas em

humanos (figura 3 e 4)

N-term C-term
r-- (; .-ﬂ_.—fTjijiiiff—-——“'—#ﬂ’jf!-—_-j ss"ssl_

Ricinus communis PSFTSSDLGVKRE--GHGAEWKEVAAHDPVVQDAATHAVNT IQQRESNSLFPYQLOEIVHAKAQVVDD
Ipomoea batatas PTLTSSDLGARRD--CPNTGLKSVPVNDPVVQEAAQHAVKT IQORENSILPYELOQEIVHANAEVIDD
Hordeum wvulgare TSFTISDPLGAKRG-—-GHEPGWRDVPVHDPVVEDAASHAVKS IQERENSLFPYELIEIVRAKAEVVED
Triticum aestivum TSFTISDLGAKRG--GHEPGWRDVPVHDPVVEDAASHAVES IQORSNSLILPYELVEIVRAKAEVVED
Oryza sativa TTFTNADLGAKKG-—-GHEPGWRDVPVHDPVVKDAADHAVEST NSLFPYELLEIVRAKAEVVED
Zea mays TAFTNADLGAKQG-—GHEPGWREVPVEDPVVEKDAAHHAVEKSIQERENSIFPYELLEI LRAHAQVVED
Brassica campestris TTITPSDLGCKKG--EGASGWREVPGDDPEVOHVADHAVKS IQORENSLFPYELQEVVHANAEVTGE
Brassica oleracea TTITPSDLGCKKVSDENASGWREVPGDDPEVQHVADHAVET I NSIFPYELQEVVHANAEVTGE

NSFPYELLEVVHAKAEVTGE
NSHLPYELOEVVHRQAEVAEE

Arabidopsis thalianal PAITSSDLGCKQG—-EHESGWREVPGDDPEVKHVAEQAVKTIQQ
Malusxdomestica PSVTSSDLGVEQG--GHPPGWQSVPPHDPQVQDAANHAVKSLQQ!

Fragariaxananassa PSFTSSDLGVKQG--GHAPGWQDVHPQDPOVODAANHAVKSLOQKESNS IFPYELQEVVHAKSEVMEE

Glycine max PSFTSADLGVKKD-—-GHOPGWQSVPTHDPQVODAANHATIKT IQORESNSIVPYELHEVADAKAEVIDD

Sesamum indicum PSFTSSDLGAKTD--DQVSGWRPVEVHDPVVODARHHAIKT IQERSNSIFPYELSEVVHANAEVVDT

Amarantus hypochondriacus PSFTSSDLGAIRE--GHAPGWKEVPVHDPEVONAAEHAVKT IQOQRENS IFPYELQEIAHAKAEVVED

Arabidopsis thaliana2 PSFTISDLGFKPD--GNGFDWRSVSTNNPEVOEARKHAMKSLOQ FPYKLIDIILARAKVVE
B IEE AN O e S A e . FEgk 3z F_ozak

Figura 3. Fitocistatinas com a extensdo carboxi-terminal, e o motivo
conservado SNSL, encontradas em vérias plantas. Reproduzido de MARTINEZ et
al. 2007.

Figura 4. Modelo estrutural da tarocistatina (cistatina de taro, Colocasia
esculenta), uma fitocistatina de grupo Il, com a extensao carboxi-terminal (Ct)
formando um novo domino, capaz de inibir legumainas, pelo sitio SNSL. A regiao
amino-terminal (Nt) mantém-se similar as demais fitocistatinas, representadas na
figura 1. Reproduzido de WANG et al. 2008.
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Estas proteinas, as legumainas, sdo amplamente distribuidas entre plantas e
animais, sendo que em plantas seu numero € bastante reduzido, quando
comparado com as proteases cisteinicas da familia C1A (MARTINEZ & DIAZ
2008) (Tabela 1). Legumainas sdo proteases cisteinicas que pertencem a familia
Cl13 (EC 3.4.22.34, MEROPS). Previamente descritas em plantas, estas
proteases, também denominadas de Vacuolar Processing Enzymes (VPES), sdo
sintetizadas como propeptideos, que por sua vez sdo co-transcricionalmente
direcionados para o limen do reticulo endoplasmatico rugoso e, na forma de uma
prolegumaina inativa, é transportada para o vacuolo ou para a parede celular
(HARA-NISHIMURA, INOUE, & NISHIMURA 1991; MUNTZ, BLATTNER, &
SHUTOV 2002). Ao alcancar estes compartimentos, sob condi¢cdes de pH acido, a
legumaina é auto-cataliticamente ativada (HIRAIWA, NISHIMURA, & HARA-
NISHIMURA 1999; FISCHER et al. 2000; KUROYANAGI, NISHIMURA, & HARA-
NISHIMURA 2002). Legumainas sdo também conhecidas como asparaginil
endopeptidases, devido a sua habilidade de reconhecer e clivar residuos de
asparagina (Asn) ou acido aspartico (Asp), em polipepeptideos (ABE et al. 1993;
ISHII 1994; BECKER et al. 1995; HIRAIWA et al. 1999). Tais especificidades
cataliticas colocam as legumainas como importantes componentes do
processamento de diversas proteinas em suas respectivas formas maduras, para
ativa-las, mobiliza-las, ou ainda estoca-las, de acordo com as necessidades
metabdlicas da planta (HARA-NISHIMURA et al. 1991).

Nas sementes de plantas, as legumainas sdo responsaveis pelo
processamento pos-traducional de diversas proteinas para a biogénese e/ou
armazenamento das mesmas, contribuindo assim para a biossintese dos
componentes vacuolares na semente e em alguns casos também em outros
tecidos da planta, como endosperma, cotilédone, raiz, hipocoétilo e folhas (HARA-
NISHIMURA et al. 1995). Durante a germinacdo e o crescimento da plantula,
legumainas ativam outras proteases cisteinicas (tipo papainas da familia C1A), as
quais degradam proteinas de armazenamento para o desenvolvimento da planta
(OKAMOTO & MINAMIKAWA 1999; KATO, SUTOH, & MINAMIKAWA 2003).

Outro papel postulado para as legumainas € o de defesa contra patdégenos por
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meio da morte celular programada, e resposta hipersensitiva, devido a atividade
similar a caspase observada em legumainas (HATSUGAI et al. 2004; ROJO et al.
2004). Em plantas, ndo é conhecida a presenca de genes de caspases, portanto,
outros genes, tais como as legumainas, sdo capazes de desempenhar funcao de
caspase na morte celular programada (BONNEAU et al. 2008). As caspases séo
endopeptidases aspartato especificas, extremamente importantes para o
processo de apoptose em células animais, mas que s&o funcionalmente
relacionadas com as legumainas de plantas, além de possuirem similaridades na
estrutura tridimensional e na especificidade pelo substrato (CHEN, RAWLINGS, &
STEVENS 1998; SHUTOV et al. 2012).

Frequentemente, as legumainas de plantas sdo separadas em dois grandes
grupos principais, (1) legumainas de semente e (2) vegetativas, devido ao seu
padrao de expressdo génica em alguns tecidos e a homologia entre as
sequéncias peptidicas (MUNTZ et al. 2002; MUNTZ & 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 classificagcdo. Em
Arabidopsis thaliana, quatro genes homélogos de legumainas estéo relativamente
bem descritos, pVPE e yVPE sao especificas de érgaos vegetativos, BVPE é
especifica de semente e a OVPE ndo pertence a nenhuma destas duas
subfamilias propostas, mas é expressa em um estadio central da embriogénese,
antes da sintese das proteinas de armazenamento (YAMADA et al. 2005). A
distincdo das legumainas como vegetativa e de semente, pode ser associada a
classificacdo vacuolar das plantas em vacuolos de armazenamento e vacuolos
liticos. Desta forma, pVPE e yVPE possuem expressao especifica em vacuolos
liticos de 6rgdos vegetativos e o0s alvos destas duas legumainas provavelmente
sejam enzimas hidroliticas vacuolares, induzidas pela senescéncia, ja que a
expressao destes genes de VPE nao € detectada em tecidos de folhas saudaveis,
mas aparecem naqueles em senescéncia, seguidos pela ativagdo de diversas
proteases cisteinicas em resposta a senescéncia e degradacao do tecido (HARA-
NISHIMURA et al. 1998; KINOSHITA et al. 1999). Em algumas plantas, os

homodlogos de BVPE foram detectados em vacuolos de armazenamento proteicos,
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desempenhando funcbes chave na maturacdo de proteinas (HARA-NISHIMURA
& NISHIMURA 1987; HARA-NISHIMURA, TAKEUCHI, & NISHIMURA 1993;
HARA-NISHIMURA et al. 1995; KINOSHITA et al. 1999). Também, em
Arabidopsis, a expressao do gene de BVPE diminui apés a germinacédo da
semente e continua diminuindo gradativamente com o crescimento da plantula
(KINOSHITA et al. 1999). As diferencas entre o padréo de expressao e funcdes
destes grupos de legumainas podem estar relacionadas a diferentes elementos
regulatorios na regido promotora destes genes, 0s quais sao responsaveis pela
expressdo espacial e temporal diferenciada das legumainas (KINOSHITA et al.
1999; MUNTZ et al. 2002).

As atividades desempenhadas por proteases cisteinicas enddgenas, sejam
papainas ou legumainas, sdo de extrema importancia para o desenvolvimento
vegetal e manutencdo de sua homeostase celular, como demonstrado em varios
dos trabalhos citados acima. A distribuicdo universal das fitocistatinas entre as
plantas e a habilidade de inibicdo de proteases cisteinicas, juntamente com a
conservacdo da estrutura terciaria destes inibidores de proteases, sugere um

papel fundamental no mecanismo de regulagéo de Cys proteases.

1.4 Funcdes biolbgicas atribuidas as fitocistatinas

Estudos iniciais em arroz haviam identificado apenas dois genes de
fitocistatinas que foram denominados Oryzacistatina-l (Ocl) e Oryzacistatina-Il
(Ocll) (ABE et al. 1987). Desde entdo, estas se tornaram as primeiras
fitocistatinas bem caracterizadas. Tendo especificidade contra proteases
cisteinicas, a expressao génica da Ocl foi observada até no méaximo duas
semanas apds o florescimento das plantas de arroz, e ndo detectada em
sementes maduras, enquanto Ocll é expressa constitutivamente através dos
estadios de maturagdo e mesmo nas sementes jA maduras, 0 que sugeriu 0
envolvimento destas fitocistatinas na regulacdo da protedlise desencadeada por
proteases, além do mecanismo inibitério semelhante a cistatinas animais.
Andlises posteriores se seguiram com estas Oryzacistatinas, baseadas nestes
primeiros estudos de caracterizagdo e em outros que comprovassem a atividade

inibitéria contra papainas (ABE et al. 1988; ARAI et al. 1991), e caracterizassem a

19



sequéncia genbmica destas duas oryzacistatinas (HIROTO et al. 1989; KONDO et
al. 1990, 1991). Apds a identificacdo da Ocl e Ocll, os estudos estenderam-se
para outras plantas tais como milho, trigo e soja, onde fitocistatinas também foram
encontradas e sugeriu-se que estes inibidores ocorressem universalmente em
plantas, regulando o catabolismo intracelular e atuando na defesa contra
parasitas, uma vez que Ocl e Ocll sédo capazes de inibir proteases cisteinicas
virais e do trato digestivo de insetos (ARAI, MATSUMOTO, & ABE 1998). Com a
caracterizacdo molecular das cistatinas em diversas plantas, notou-se que elas
pertenceriam a uma nova classe de cistatinas, diferente das cistatinas de animais.
Como foi entdo proposto, elas passaram a pertencer a classe das fitocistatinas
(MARGIS et al. 1998).

As fitocistatinas possuem uma caracteristica bastante importante, ja
abordada em diversos estudos, que é a de defesa contra patégenos, uma vez que
elas sdo capazes de inibir as proteases secretadas por estes patdgenos e auxiliar
nos mecanismos de defesa da planta. Inicialmente, estudos in vitro e in vivo com
a Oryzacistatina-l sendo expressa por Escherichia coli, apresentaram a
capacidade inibitoria desta proteina contra outras proteinas presentes no intestino
médio de insetos, além da supressdo do crescimento de Tribolium castaneum
guando este era alimentado com o extrato da Oryzacistatina recombinante (CHEN
et al. 1992). Aumentando-se a expressdo de algumas fitocistatinas de soja
(Glycine max), por lesbes nos tecidos ou utilizando tratamento com metil
jasmonato, foi possivel verificar que as fitocistatinas que sédo induzidas nestas
condi¢cbes citadas, funcionam na planta hospedeira como um mecanismo de
defesa contra os insetos Diabrotica virgifera e Leptinotarsa decemlineata, cuja
composicdo do sistema digestorio € principalmente de papainas, e estas séo
inibidas pelas fitocistatinas da planta (ZHAO et al. 1996). LALITHA et al. 2005
confirmaram este estudo mediante experimentos in vitro e in vivo, e adicionaram o
inseto Callosobruchus maculatus além das duas espécies citadas acima. Plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana, expressando uma forma mutante de
oryzacistatina (OCIA86), capaz de inibir a principal protease presente na glandula
digestoria da lesma Deroceras reticulatum, foram obtidas demonstrando, de fato,

os efeitos antimetabdlicos da inibicdo direta das enzimas proteoliticas do parasita
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(WALKER et al. 1999). Atividades inibitdrias semelhantes as fitocistatinas foram
encontradas com as proteinas isoladas da anémona Actinia equina, a planta Coix
lachryma-Jobi, e de batata (Solanum tuberosum), contra o inseto Tribolium
castaneum, quando combinada com inibidores de serino proteases (OPPERT et
al. 2003). Desde entdo uma ampla gama de estudos vem sendo realizados a fim
de aprimorar a utilizacdo das fitocistatinas como inibidores de herbivoros que
atacam plantacbes, otimizando a especificidade inibitéria de cistatinas
recombinantes contra pestes agricolas (GOULET et al. 2008).

Além de inibir proteases cisteinicas presentes no trato digestério de
herbivoros, uma série de estudos também revelou a importancia na inibicdo de
nematodeos parasitas. URWIN, ATKINSON, & WALLER 1995b demonstraram a
importancia da  Oryzacistatina-l na resisténcia contra nematddeos,
especificamente contra fémeas de Globodera pallida, reduzindo sua fecundidade,
guando expressa nos pelos das raizes de tomateiros (Solanum lycopersicum) e
também em experimentos in vitro. A obtencédo de plantas transgénicas de arroz,
expressando a Ocl modificada molecularmente (OCIA86) também demonstrou-se
eficiente na reducdo de 55% da producdo de ovos pelo nematddeo Meloidogyne
incognita (VAIN et al. 1998). J4 em alfafa (Medicago sativa), plantas expressando
Ocl e Ocll, analisadas visualmente pela expressdo concomitante do gene reporter
gus, revelaram que a expressdo destes genes é constitutiva em folhas, raizes e
tecidos vasculares, sendo que sua expressao torna-se aumentada e localizada na
raiz quando ha a inoculacdo dos nematddeos (Pratylenchus penetrans) que
lesionam este tecido e, as populagbes de nematddeos tornam-se cerca de 30%
menores nas plantas expressando os transgenes Ocl e Ocll (SAMAC &
SMIGOCKI 2003). CHAN et al. 2010 demonstraram efetivamente que plantas de
taro (Colocasia esculenta) superexpressando um gene de cistatina (CeCPlI)
suprime a formacdo de galhas, resultantes da infeccdo pelo nematddeo
Meloidogyne incognita, além de diminuir consideravelmente o numero de fémeas
do parasita e de ovos para a progénie.

Efeitos antivirais também ja foram reportados para as fitocistatinas, testadas
contra o Herpes Simplex Virus Type 1. Em células de macacos, a Ocl

demonstrou-se efetiva e com efeitos antipiréticos, levantando a possibilidade de
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utilizacao farmacolégica (AOKI et al. 1995). Utilizando-se da informacao de que o
mecanismo de infec¢cdo por diversos virus baseia-se em proteases cisteinicas, um
importante estudo com a expressdo constitutiva de um inibidor de proteases
cisteinicas de arroz (Ocl), foi capaz de induzir a resisténcia contra dois tipos de
virus do tipo potyvirus (classe de virus agronomicamente importantes, sendo
transmitidos por acaros para as plantas), e que utilizam proteases cisteinicas em
suas vias de replicagcdo (GUTIERREZ-CAMPOS et al. 1999). Uma vez que as
fitocistatinas também sdo capazes de inibir proteases do tipo legumainas, elas
estdo diretamente relacionadas com a hipersensibilidade em resposta a infeccao
por virus, como demonstrado em tabaco (HATSUGAI et al. 2004), levando as
células infectadas a morte celular programada, e proporcionando estratégias de
defesa para a planta.

Outra ampla rede de pesquisas concentra-se em torno da aplicacdo das
fitocistatinas como importantes antifingicos. MARTINEZ et al. 2005 reportaram a
importancia do gene Cyfl de morango, que codifica uma fitocistatina, como um
bom inibidor do crescimento in vitro dos fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea e
Fusarium oxysporum. Assim como a regido amino-terminal da Tarocistatina de
Colocasia esculenta, também é capaz de inibir o crescimento do fungo Sclerotium
rolfsii (WANG et al. 2008). Estudos mais recentes continuam afirmando esta
importancia contra fungos fitopatogénicos, como da cistatina AhCPI, de
Amaranthus hypochondriacus, que € capaz de deter o crescimento in vitro dos
fungos Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum e Rhyzoctonia solani,
propiciando uma atividade antifungica (VALDES-RODRIGUEZ et al. 2010).
Experimentos realizados com as treze cistatinas de cevada revelaram que todas
possuem a capacidade de inibir, in vitro, diferentes tipos de fungos patogénicos,
mas nado sao capazes de inibir bactérias patogénicas. Contudo, este mesmo
estudo revelou que estas caracteristicas podem néo ser funcionais in vivo, uma
vez que plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, expressando a cistatina
HvCPI-6 de cevada, ndo eram mais resistentes a fungos e bactérias patogénicas
do que as plantas controle, ndo transformadas (CARRILLO et al. 2011a). Tais

estudos levantam diversas hipdteses sobre este mecanismo de inibicdo das
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fitocistatinas e suas possiveis utilizacfes biotecnoldgicas para a transformacéo
genética de culturas, a fim de torna-las mais resistentes a pestes e patdégenos.

Os estudos que obtiveram sucesso em produzir plantas transgénicas
utilizando inibidores de proteases, entre eles as fitocistatinas, para resisténcia a
herbivoros e patégenos foram sumarizados por (SCHLUTER et al. 2010) (Tabela
2), reforcando a ideia de que ainda mais estudos sdo necessarios para
demonstrar os efeitos que essas modificacdes trariam para o ecossistema geral e
para as espécies que ndo sdo alvo destas proteases, caso as plantas
expressando estas proteases recombinantes venham a se tornar comercialmente

viaveis.

Tabela 2. Exemplos de estudos demonstrando o sucesso em obter plantas
transgénicas resistentes a pestes e patdgenos, utilizando inibidores de proteases
cisteinicas. Modificado de SCHLUTER et al. 2010.

Planta Inibidor recombinante Protease-alvo Herbivoro-alvo

Insetos Herbivoros

Alfafa Oryzacistatina ll Cisteinica Phytodecta fomicata
Batata Fusdes de multidominios cistatina Cisteinica +Aspartato Frankliniella occidentalis
Varias cistatinas de plantas e animais Cisteinica +Aspartato Frankliniella occidentalis
Cistatina de cevada HvCPI-1 C%8 Cisteinica Leptinotarsa decemlineata
Tabaco Esporamina + Taro cistatina Serino+ cisteinica Helicoverpa armigera

Nematodides parasitas de raizes

Alfafa Oryzacistatina | Cisteinica Pratylenchus penetrans
Batata Oryzacistatina | Cisteinica Meloidogyne incognita
Tomate Taro cistatina Cisteinica Meloidogyne incognita
Patogenos
Tabaco Esporamina + Taro cistatina Serino + Cisteinica Pythium aphanidermatum

1.5 Atuacdo das fitocistatinas em resposta a estresses

As plantas estdo sujeitas a diversos estresses abidticos que modificam o
ambiente natural em que vivem. Seca, excesso de salinidade, excesso de luz e
temperaturas extremas sdo alguns exemplos e podem causar sérias perdas na
agricultura (WANG, VINOCUR, & ALTMAN 2003). Estresses ambientais podem
ser definidos, em plantas, como mudancas nas condi¢cdes de crescimento, dentro

de seu habitat normal, que alteram ou perturbam a homeostasia metabdlica do
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organismo (SHULAEV et al. 2008) resultando em respostas moleculares,
bioguimicas, fisiolégicas e morfoldgicas que geralmente auxiliam a planta a tolerar
0 estresse, atingindo um novo estado de homeostase (MITTLER 2006). Assim, as
relacbes entre as repostas génicas e fisiologicas das plantas frente a diferentes
tipos de estresses sao importantes para compreender as bases deste mecanismo
para sobrevivéncia e aclimatagdo (SWINDELL 2006). As fitocistatinas podem ser
de extrema importancia, e ter sua expressao remodelada quando as plantas sao
submetidas a estresses biodticos e abioticos, a fim de aumentar a tolerancia da
planta a tais condicbes desfavoraveis de crescimento. Sendo assim, alguns
estudos tém mostrado associagcdes entre a expressao das fitocistatinas e os mais
diferentes tipos de estresses aos quais as plantas possam ser submetidas
(Tabela 3).

Tabela 3. Exemplos de fitocistatinas induzidas por estresses bioticos ou abidticos.
Modificado de BENCHABANE et al. 2010.

Planta Cistatina Fonte Tratamentos de estresse

Vias de estresse abiodtico

Amaranto AhCPI Peciolo, raiz, folha Seca, sal, frio, altas temperaturas
Arabidopsis ;XEDT(SSab Folha, células Seca, salinidade, frio, oxidacao
Cevada ley Folha, raiz Anaerobiose, frio, altas temperaturas
Castanha CsC Folha, Raiz Salinidade, frio, altas temperaturas
Feijdo de corda VuC1 Folha Seca, acido abscisico
Milho CCs, Ccc9 Miolo Frio
Cakile CmC Folha Seca, sal
Trigo TaMDC1 Plantula, folha e raiz Frio, seca, sal, acido abscisico

Vias de estresse biotico

Castanha Csc Folha, raiz Infec¢do por fungo, ferimento, acido jasménico
Batata Multicistatina Folha Herbivoria
Soja N2, R1 Folha Ferimento, Metil-jasmonato,
Tomate Multicistatina Folha Metil-jasmonato
SICYS8 (TMC) Folha Metil-jasmonato
Ssllgllss?é Folha Acido araquidénico
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Inicialmente, trés genes de inibidores de proteases cisteinicas foram
isolados em soja (Glycine max). Sabendo-se que a expressdo de cada gene
variava de acordo com os tecidos e os estadios de desenvolvimento da planta,
foram realizados experimentos avaliando a expressdo destes genes frente a
ferimentos nas folhas da planta e a tratamentos com metil jasmonato, revelando
que dois destes genes tinham sua expressdo aumentada ap0s estes tratamentos
e outro apenas uma leve indugdo com o metil jasmonato (BOTELLA et al. 1996),
assim como outros estudos utilizando metil jasmonato em outras plantas
(FARMER, JOHNSON, & RYAN 1992; BOLTER 1993). Em castanha (Castanea
sativa), PERNAS, SANCHEZ-MONGE, & SALCEDO, 2000 reportaram o0
envolvimento das cistatinas ndo apenas em respostas de defesa a patdgenos
(estresses bidticos), mas também em resposta a estresses abidticos. Em resposta
a infeccdo por fungo, ferimentos e acido jasménico o mRNA da fitocistatina
avaliada teve um aumento consideravel nas folhas da planta, e em raizes frente
aos dois ultimos tratamentos. Também foi observado um grande aumento do
namero de transcritos, tanto em folha, quanto em raiz, quando as plantulas de
castanha foram submetidas a choques salinos e de frio, além de aumentar em
raizes estressadas por calor. Em cevada, o gene Icy que codifica uma
fitocistatina, teve sua expressdo detectada em embrides, endosperma em
desenvolvimento, folhas e raizes, sendo que o nivel de mRNA deste gene teve
um aumento consideravel nos tecidos vegetativos em resposta a anaerobiose,
escuro e tratamento de frio em 6°C (GADDOUR et al. 2001). A caracterizacéo de
um gene de fitocistatina em grdos de Amaranthus hypochondriacus (AhCPI)
também revelou um padrdo de expressao tecido-especifica, tendo uma maior
expressdo em sementes maduras e gradativamente decaindo durante a
germinacdo, sendo que sua expressdo nas hastes e nas raizes aumenta
substancialmente em resposta a déficit hidrico, estresses por salinidade, frio e
calor, sendo que o calor induz um acumulo dos transcritos de AhCPI em folhas
(VALDES-RODRIGUEZ et al. 2007). Estudos mais detalhados em Arabidopsis
thaliana (ZHANG et al. 2008), demonstraram que duas fitocistatinas, AtCYSa e
AtCYSb (correspondendo as atuais AtCYS3 e AtCYS6, respectivamente) tém

perfis de expressdo aumentados quando a planta é tratada com sal, seca, frio e
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sofre estresse oxidativo, levando a uma tolerancia da planta a estas condicdes
adversas. Assim como 0s genes AtCYS1 e AtCYS2 possuem perfis Unicos de
expressao génica durante a inducédo de estresses abidticos, altas temperaturas,
seca e ferimentos aumentam a expressao destas duas fitocistatinas, mas o0s
padrées temporais e espaciais desta inducdo diferem e apenas AtCYS1l é
induzida por frio (HWANG et al. 2010).

Todos estes trabalhos ja publicados sugerem fortemente uma relacéo direta
entre 0 aumento da expressao génica de fitocistatinas e as respostas a estresses
ambientais, além da identificacdo de cis-elementos nos promotores destes genes,
0S quais seriam importantes para a alteracdo da expressdo génica em
determinadas condi¢cdes ambientais. Uma observacdo importante retoma ao fato
de que proteinas mal dobradas, desnaturadas e danificadas sdo eliminadas
mediante degradacdo e substituidas por novas proteinas (GRUDKOWSKA &
ZAGDANSKA 2004). A degradacdo e a sintese de novas proteinas, que
dependem de enzimas proteoliticas, sdo componentes essenciais na resposta da
planta a estresses abidticos. Desta forma, proteases cisteinicas acumulam-se
quando tecidos séo expostos a diferentes estresses abioéticos, podendo degradar
outras proteinas. Entretanto, o dano celular também leva a sintese de inibidores
de proteases, capazes de regular a atividade destas proteases cisteinicas (YANG
& YEH 2005). Tais mecanismos sugerem um controle fino sobre a degradacao de
proteinas em resposta ao estresse sofrido pela planta, a fim de contribuir para o
aumento da homeostase interna do organismo, levando a sobrevivéncia do

mesmo.

1.6 Fitocistatinas em arroz

Inicialmente, na década de 80, genes que codificam inibidores de
proteinases cisteinicas de plantas, hoje denominados fitocistatinas, comecaram a
ser identificados em arroz. A primeira fitocistatina isolada e bem caracterizada foi
a oryzacistatina-l (Ocl), encontrada em sementes de arroz (ABE, KONDO, & ARAI
1987b), sendo capaz de inibir efetivamente proteases cisteinicas do tipo
papainas. Desde entdo, diversos estudos seguiram-se a fim de identificar os

dominios importantes para a atividade inibitéria desta oryzacistatina (ABE et al.
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1988), além de caracterizar sua sequéncia gendmica e codificadora (HIROTO et
al. 1989). KONDO et al. 1990 isolaram clones de cDNA de uma nova
oryzacistatina, Ocll, também encontrada em sementes de arroz, e com
aproximadamente 55% de identidade com a Ocl, em nivel proteico. As
comparacdes feitas entre Ocl e Ocll, neste estudo, revelaram algumas
peculiaridades de cada gene, como a diferenca entre a especificidade inibitoria de
cada um, onde Ocl inibe mais eficientemente papainas do que Ocll. Devido a
deteccdo das proteinas referentes a Ocl e Ocll em sementes maduras de arroz,
foi postulado o envolvimento destes inibidores de proteases na regulacdo da
protedlise causada por diferentes proteinases (KONDO et al. 1990). Seguido da
identificacdo funcional da Ocll, a organizacdo genbmica da mesma foi
caracterizada e comparada com a Ocl, as quais se mantém similares (KONDO et
al. 1991). Esta caracterizacao inicial desencadeou a busca de proteinas similares
as oryzacistatinas em diversas outras plantas, além de uma continua
caracterizacdo e validacdo da atividade inibitéria das oryzacistatinas (ARAI et al.
1991; TURK & BODE 1991; URWIN, ATKINSON, & MCPHERSON 1995a), e o
inicio da utilizacdo destes inibidores de proteases cisteinicas, de forma
recombinante, para avaliar o efeito sobre patdégenos e parasitas (CHEN et al.
1992; URWIN et al. 1995b).

Durante a década de 80 e 90, ndo se sabia claramente quais seriam as
relacbes evolutivas e as reais similaridades entre as cistatinas de animais e de
vegetais. A oryzacistatina-l foi a primeira cistatina de plantas a ter sua estrutura
cristalografada, com uma resolucdo de 2.8 A (KUDO et al. 1998), e a estrutura
tridimensional foi posteriormente melhor resolvida e mais detalhada por RMN
(Ressonancia Magnética Nuclear), revelando uma maior similaridade desta
proteina com as cistatinas tipo 2 de animais, ao invés das de tipo 1 (stefinas)
(NAGATA et al. 2000). Apesar de todo o esfor¢co para uma classificacdo das
cistatinas vegetais em tipo 2 ou tipo 1, de acordo com as de animais, um novo
grupo foi proposto para a classificagdo destes inibidores de proteases cisteinicas
de plantas, as fitocistatinas (MARGIS et al. 1998), baseado em relacdes
filogenéticas, e caracteristicas particulares de plantas, como ja descrito

anteriormente. Grande parte das descobertas realizadas em relagdo as
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caracteristicas e fungbes das fitocistatinas deve-se aos estudos aprofundados
com as oryzacistatina | e Il de arroz. Mais recentemente, em calos de arroz da
variedade nipponbare, foi realizada a caracterizagdo da terceira fitocistatina de
Oryza sativa, a oryzacistatina Ill, altamente homdloga a oryzacistatina Il, mas com
algumas diferengcas na regiao amino-terminal e em termos de organizagcdo no
locus génico. A Oclll, assim como as outras duas Ocs, possui a capacidade de
inibir, in vitro, proteases do tipo papainas, sendo que a constante de inibicdo da
Oclll difere de Ocl e Il (OHTSUBO et al. 2005). Este estudo também demonstrou
que a maior eficiéncia de inibicdo de papainas obedece a ordem Ocl > Oclll >
Ocll, além da Oclll ser a Unica das trés com capacidade de inibir eficientemente a
catepsina B, uma protease cisteinica amplamente encontrada em animais.

A disponibilizacdo dos dados de sequenciamento do genoma do arroz
proporcionou uma visdo mais completa dos genes e suas familias génicas, além
da possibilidade de estudos realizando inferéncias filogenéticas e evolutivas em
geral, comparando todos os possiveis genes homdlogos que possam existir no
genoma deste organismo. MARTINEZ et al. 2005 utilizando os dados disponiveis
do genoma do arroz encontraram e anotaram doze diferentes genes de
fitocistatinas, os quais foram denominadas Ocl, Ocll, Oclll, OclV, OcV, OcVI,
OcVIl, OcVll, OclX, OcX, OcXl e OcXll de acordo com 0s respectivos loci
génicos: 0s01g58890, 0s05g41460, Os059g33880, Os01g68660, Os01g68670,
Os03g11180, 0s03g11170, 0Os03g31510, 0s03g11160, 0Os049g28250,
0s09g08100 e Os01g16430. Estes genes foram encontrados tanto no genoma da
sub-espécie japonica, quanto em indica, com algumas varia¢cdes de aminoacidos,
apenas na regido do peptideo sinal. Segundo MARTINEZ et al. 2005, a
organizacdo gendmica das fitocistatinas em arroz demonstra que trés genes (Ocl,
Ocll e Oclll) possuem um intron entre as sequéncias que codificam o motivo
conservado LARFAV e o sitio ativo QxVxG (figura 5). Oito sequéncias de arroz,
(OclV — OcXl) ndo possuem introns em suas ORFs (Open Reading Frame),
enguanto que apenas um dos genes, OcXIl, possui trés introns. Estas sequéncias
estdo distribuidas em cinco cromossomos diferentes, sendo que algumas delas

estdo arranjadas de forma em tandem o que pode indicar a ocorréncia de eventos
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de duplicacdo entre estes genes no cromossomo |, entre as Ocs IV e V, e no
cromossomo 3, entre as Ocs VI, VIl e IX (figura 6).

Gene Locus id Predicted gene Am_ino
name structure acids
0C-1 0s01g58890 [ERNIT .| 139
0C-11 0s05g41460 CNF1l] 156
OC-III 0s05g33880 C 5550 T 150
0C-IvV 0s01g68660 158
ocC-v Os01g68670 147
0C-VI 0s03g11180 ENER 113
OC-VII 0s03g11170 17
OC-VIIT  0s03g31510 ENE N 123
0OC-1X 0s03g11160 114
0C-X 0s04g28250 156
0C-X1 0s09g08100 120
0OC-XII 0s01g16430 s Msraass 250

Figura 5. Organizagdo gendmica das fitocistatinas em arroz. Os exons estao
indicados pelas caixas, e os introns pelas linhas. O tamanho dos introns é
demonstrado em pares de base (pb) abaixo da linha dos mesmos. O motivo
LARFAV estd representado nas caixas com linhas diagonais, enquanto que o
motivo QxVXG esta representado nas caixas pretas. Figura reproduzida de
MARTINEZ et al. 2005.

1 3 4 5 9
oc-vi
< oc-vil ac-Xi
_oc-xil QC-IX
Loc.-vi T_oc.x
m m oc-li
ocHl
_ocd 1
ocav -
~<oc.v

Figura 6. Distribuicdo cromossémica dos genes que codificam fitocistatinas
em arroz. Figura reproduzida de MARTINEZ et al. 2005

Os motivos proteicos encontrados por MARTINEZ et. al 2005 nas
sequéncias de proteinas das doze fitocistatinas de arroz, sugerem fortemente que
todas elas possuem a estrutura tridimensional similar a Ocl, ja descrita (NAGATA
et al. 2000). Esta semelhanca deve-se ao fato de que grande parte dos residuos
que constituem as cinco folhas-p e a p-hélice sédo conservados entre todas as
proteinas, além da grande conservacdo dos motivos envolvidos na interacdo com
as proteases cisteinicas. Entretanto, em trés fitocistatinas de arroz OcVII, OclX e

OcXl o aminoéacido triptofano (W), importante no segundo loop da estrutura da
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proteina esta ausente, sendo que este residuo € de extrema importancia para a
efetiva inibicdo de proteases cisteinicas (KOIWA et al. 2001). A variacdo do sitio
ativo destas fitocistatinas pode ndo estar diretamente relacionada com a perda de
funcdo das mesmas, mas sim, pode estar associada com diferentes propriedades
inibitorias contra diferentes tipos de proteases cisteinicas, que foram adquiridas
com o processo evolutivo das proteases e seus inibidores (MARTINEZ et al.
2005). A fim de validar a predicdo dos doze genes de fitocistatinas em arroz, os
autores MARTINEZ et al. 2005, também buscaram pelo perfil de expresséo
destes genes em bancos de ESTs disponiveis no GenBank, contendo 299,998
ESTs de arroz em quatro diferentes tecidos: folha, raiz, flor e semente. A
expressdo da Oryzacistatina | foi encontrada em todos estes quatro tecidos
analisados, enquanto que seis outros genes (OclV, OcV, OcVI, OcVIl, OcIX e
OcXl) nao foram detectados nas bibliotecas de ESTs analisadas. As demais
cinco fitocistatinas apresentam um padrdo mais restrito de expressédo génica, a
Ocll sendo expressa em folha, raiz e flor, a Oclll apenas em folha e flor, OcVIII
em folha e semente, a OcX expressa em folha e raiz, e finalmente, a OcXll com a

expressao detectada em folha e semente.

1.7 A fitocistatina XIl de arroz e suas homaologas em plantas

A OcXIl possui a maior sequéncia codificadora de proteinas (250
aminoacidos) entre as fitocistatinas de arroz. O transcrito do gene é composto por
4 exons e 3 introns (figura 5), e o locus génico no cromossomo 1 (01g16430)
(MARTINEZ et al. 2005), sendo o Unico entre os doze genes descritos em arroz a
possuir uma extensao carboxi-terminal. Interessantemente, esta extensdo C-
terminal possui motivos que séo caracteristicamente reconhecidos em outras
fitocistatinas (dominio cistatina, Cys, figura 2), sugerindo que a mesma tenha
surgido através de uma duplicagdo interna de uma cistatina, seguida de uma série
de divergéncias evolutivas levando a uma maior diversificacdo dos motivos tipicos
de fitocistatinas e originando um dominio cistatina degenerado (MARTINEZ et al.
2005). A diversificacdo do dominio C-terminal da OcXIl, assim como de algumas
outras fitocistatinas nas plantas em geral, levou a formacédo de um inibidor com

capacidade bifuncional em plantas, podendo inibir tipos diferentes de proteases
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cisteinicas, além das tipo-papainas, comumente inibidas por fitocistatinas. Em
2007, MARTINEZ et. al, demonstraram a importancia do motivo SNSL, na
extensdo C-terminal de uma fitocistatina de cevada (HvCPI-4), sendo este motivo
capaz de inibir proteases cisteinicas do tipo legumainas. Com base na
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos, das diferentes fitocistatinas de
plantas com a extensdo C-terminal (figura 3), é possivel inferir que estas
proteinas sejam capazes de desempenhar funcdes de maneira conservada em
plantas. Desta forma, em arroz, este motivo encontra-se presente unicamente na
fitocistatina Xll, o que remete ao fato de que esta seja a Unica fitocistatina de
arroz com capacidade para inibir proteases cisteinicas do tipo legumainas, em
arroz. Em outros organismos do reino vegetal, também foram encontrados
ortdlogos destas fitocistatinas com extensdo C-terminal e motivo SNSL
conservado: trés genes em Physcomitrella patens, um em Selaginella
moellendorffii, dois em Arabidopsis thaliana, trés em Populus trichocarpa e um em
Hordeum vulgare (MARTINEZ & DIAZ 2008).

Quando analisadas de forma comparativa e evolutiva, estas fitocistatinas
com o dominio C-terminal extra em angiospermas estdo evolutivamente
relacionadas com as fitocistatinas ancestrais de algas. Contudo, em algas, a
extensdo C-terminal, responsavel pela inibicdo de legumainas, é separada do
dominio cistatina caracteristico por um stop codon, o qual ndo esta mais presente
nas demais fitocistatinas carboxi-estendidas de plantas, mas mesmo em algas a
proteina € traduzida corretamente, indicando que a maquinaria de tradug¢do nao
reconhece este cddon como um sinal para o término da sintese proteica
(MARTINEZ & DIAZ 2008). As fitocistatinas com extensdo carboxi-terminal,
gquando analisadas evolutivamente com as demais fitocistatinas de estrutura
canbnica, podem ser identificadas em um grupo filogenético distinto (grupo II),
estando mais relacionado com as fitocistatinas de grupo | e sugerindo que estas
proteinas estendidas tenham se originado da duplicacdo de um gene ancestral
deste grupo | de fitocistatinas (MARGIS-PINHEIRO et al. 2008). Assim, a OcXIl e
seu dominio C-terminal extra teriam se originado da duplicagdo de um gene

ancestral ao grupo ao qual pertencem a Ocl, Ocll e Ocll.
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1.8 Inibicdo de legumainas por fitocistatinas tipo OcXIl

As fitocistatinas, em arroz sao consideradas uma familia génica composta
por doze membros. Dentre estes genes, apenas a OcXIl possui algumas
caracteristicas peculiares que ainda nado foram satisfatoriamente elucidadas,
principalmente relacionadas com a sua fungdo, uma vez que este € o Unico dos
doze genes que possui a extensao carboxi-terminal, com um motivo SNSL
conservado e que teria a capacidade de inibir proteases cisteinicas do tipo
legumainas. Apenas em cevada, o0 ortdlogo deste gene foi caracterizado e a
funcdo de inibidor de legumainas relacionada ao motivo SNSL (MARTINEZ et al.
2007), sugerindo-se assim uma atividade bifuncional para este gene, inibindo
papainas e legumainas, sendo que até entdo ndo se sabia da existéncia de
inibidores de legumainas em plantas.

No genoma do arroz, existem apenas cinco genes de legumainas
(Os01g37910, 0s02g43010, 0Os04g45470, 0Os05g51570, 0Os06g01610)
(MARTINEZ & DIAZ 2008) cujas funcdes ainda nédo estdo devidamente
estabelecidas, mas que provavelmente possuem grande importancia no processo
de desenvolvimento, crescimento e ciclo de vida das plantas. Assim como ja
descrito anteriormente em outras plantas, estas proteases cisteinicas podem
atuar em diversos processos fisiol6gicos, desde o fornecimento primario de fontes
de energia para a planta em germinacdo, mediante ativacdo de proteases do tipo
papainas, até a defesa contra parasitas e patdgenos, atuando na morte celular
programada das células comprometidas e auxiliando nos mecanismos de defesa
da planta (MUNTZ et. al 2002). Desta forma, as fitocistatinas do tipo OcXIl, que
possuem o motivo SNSL C-terminal, sdo consideradas potenciais inibidores de
legumainas, sendo 0s Unicos inibidores deste tipo de protease cisteinica ja
descrito em plantas (MARTINEZ et al. 2007).

No arroz como uma planta modelo que ndo apresenta redundancia génica
para este provavel inibidor de legumainas (OcXIl), o estudo das fun¢gbes desse
gene, torna-se de extrema valia para a compreensdao dos mecanismos
moleculares das fitocistatinas envolvidas na inibicdo de proteases cisteinicas do
tipo legumainas. Estas proteases, por sua vez, também se tornam importantes

alvos para pesquisas, ja que, em arroz, existem apenas cinco genes hipotéticos
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de legumainas exercendo func¢des ainda ndo devidamente caracterizadas nesta
planta. Desta forma, uma série de abordagens genéticas e moleculares em
plantas de arroz, silenciadas para a fitocistatina Xll, podem revelar aspectos
funcionais deste gene, refletindo diretamente nas suas proteases-alvo, as
legumainas, e consequentemente no desenvolvimento e crescimento das plantas.
Ha também a necessidade de estudos de gendmica funcional, mediante
manipulacdo genética de plantas, para a compreensao do padrdo de expressao
do gene da fitocistatina Xll, revelando em que estadios de desenvolvimento, em
quais tecidos e em quais condi¢cdes ambientais o promotor deste gene é ativado,
levando a expressdo do mesmo e consequente inibicdo das legumainas-alvo.
Além, de ampliar o conhecimento geral sobre todos os genes de fitocistatinas em
arroz, avaliando seu padrdo de expressdo génica e possiveis funcoes
desempenhadas em estadios de desenvolvimento e condicbes fisioldgicas
especificas das plantas, auxiliando na compreensdo dos mecanismos necessarios

para a sobrevivéncia do organismo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os doze genes codificadores de fitocistatinas de arroz (Oryza
sativa), em especial o gene da fitocistatina XlIl (OcXIl), de forma a analisar as

provaveis implicagdes funcionais deste gene na planta.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Caracterizar funcional e evolutivamente os doze genes codificadores

de fitocistatinas em arroz;

2.2.2. Analisar funcionalmente o gene codificador da OcXll mediante
obtencao de plantas com este gene silenciado por RNAI;

2.2.2.1. Determinar o nivel de silenciamento de OcXIl nas plantas RNA:;

2.2.2.2. Verificar alteracdes no padrdo de expressdo génica das demais
Oryzacistatinas e legumainas;

2.2.2.3. Observar alteracdes fenotipicas nas plantas;

2.2.2.4. Analisar a geracdo T1 das plantas silenciadas quanto ao nivel de
expressdo génica das Oryzacistatinas e legumainas;

2.2.3. Analisar a regido promotora de transcricdo do gene da fitocistatina
Xll de arroz;

2.2.3.1.Clonar a sequéncia referente a parte do promotor do gene da

fitocistatina Xl em vetor para transformacédo de plantas, de forma

gue os genes reporteres GUS e GFP sejam expressos de maneira

controlada pelo promotor de OcXIl.

34



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacao in silico dos genes de fitocistatinas em arroz

Partindo do primeiro estudo de caracterizacdo das fitocistatinas de arroz,
realizado por MARTINEZ et. al 2005, os doze loci génicos correspondentes as
doze fitocistatinas de arroz foram buscados no banco de dados Phytozome (http://
www.phytozome.net) (Ocl - 0s01g58890, Ocll - 0s05g41460, Oclll -
0Os059g33880, OclV - 0s01g68660, OcV - 0s01g68670, OcVI - 0Os03g11180,
OcVIl - 0s03g11170, OcVIll - 0s03g31510, OclX - 0s03g11160, OcX -
0s049g28250, OcXI - 0s09g08100, OcXIl - Os01g16430). A estrutura de exons e
introns foi representada com o auxilio do programa Fancy Gene (RAMBALDI &
CICCARELLI 2009), de acordo com as anotacdes depositadas no banco de dados
do Phytozome. Para cada um dos doze genes foi realizada a busca do dominio
proteico caracteristico de cistatina no banco de dados SMART (LETUNIC,
DOERKS, & BORK 2012), e também no banco InterProScan (QUEVILLON et al.
2005).

A caracterizacdo da expressao génica foi realizada primeiramente com o0 uso
do banco de dados Rice Oligonucleotide Array (JUNG et al. 2008), onde estéo
depositados dados experimentais de microarranjos para genes de arroz. Os
dados de expresséo das fitocistatinas foram avaliados em diferentes tecidos e
estadios de desenvolvimento de acordo com as probes disponiveis para dez dos
genes de fitocistatinas de arroz (tabela 4). Complementando os experimentos
avaliados no Rice Array, também foi realizada a busca pela expressdo das
fitocistatinas nos microarranjos disponibilizados pelo software Genevestigator
(HRUZ et al. 2008), sendo que probes para os mesmos dez genes foram
encontradas (tabela 4), e também puderam ser avaliados durante diferentes
estadios de desenvolvimento e regides anatbmicas da planta, focando
especificamente na fitocistatina XII.

Adicionalmente, a expressdo génica das fitocistatinas em arroz foi analisada
utilizando-se  dados disponiveis no laboratério, correspondendo ao
sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq) de plantulas de arroz (tecidos de
folha e raiz separadamente). Estes dados foram gerados a partir do
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sequenciamento do RNA total de plantulas de arroz (3 semanas de idade), pela
plataforma lllumina (Hi-seq). Os reads obtidos no sequenciamento foram
mapeados contra as sequéncias conhecidas dos transcritos das doze
fitocistatinas, de forma que nenhum mismatch entre as sequéncias foi permitido
(apenas pareamento perfeito). Para o mapeamento, foram utilizados scripts em
Python e o programa Bowtie (LANGMEAD et al. 2009), além da utilizacdo do
programa Tablet (MILNE et al. 2010) para a visualizacdo dos mapeamentos e
contagem de reads em cada sequéncia. O numero total de reads, que mapearam
nas fitocistatinas, foram normalizados levando-se em consideracao o nimero total
de reads sequenciados em cada biblioteca (Folha e Raiz) e, posteriormente,
normalizados pelo tamanho da sequéncia correspondente ao transcrito de cada

gene.

Tabela 4. Lista de sequéncias utilizadas como probes, para cada gene das
fitocistatinas de arroz, nos experimentos de microarranjos, no banco de dados do

Rice Oligonucleotide Array e no Genevestigator.

Gene alvo: Ocl

Nome No. | Inicio Fim Sequéncia

0s.1316.1.S1_a_at 1 347 371 GGCCAATTCTCTGCTGGAGTTCGAG
2 380 404 GAGTGTGAAGCAGCAAGTTGTCGCT

3 391 415 AGCAAGTTGTCGCTGGCACTTTGTA

4 400 424 TCGCTGGCACTTTGTACTATTTCAC
5 442 466 GGGATGCCAAGAAGCTCTATGAAGC

6 459 483 TATGAAGCTAAGGTCTGGGAGAAAC
7 475 499 GGGAGAAACCATGGATGGACTTCAA

8 508 532 AGGAGTTCAAGCCTGTCGATGCCAG

9 515 539 CAAGCCTGTCGATGCCAGTGCAAAT

10 545 569 AGGCCCATCTCGTATCCTATGTGTA

11 559 583 TCCTATGTGTATCAAGTTATCAAGA

Gene alvo: Ocll

0s.7892.1.51_a_at 1 311 335 GTTCATGCACTACCTCACCGTCGAG
2 325 349 TCACCGTCGAGGTGAAGGAACCCGG

3 406 430 AGCAGCTCCAGGATTTCAAGCCCCT

4 435 459 GACGCCACCGCCTAAACGTACATAG

5 450 474 ACGTACATAGATCATCGTCCGGCTG
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6 544 568 CTTGCTGGAAGGTGTAATATGATGA
7 566 590 TGAATAAAACCTGCTGCTTTGCCGG
8 573 597 AACCTGCTGCTTTGCCGGGTCATAA
9 581 605 GCTTTGCCGGGTCATAATAGACATA
10 600 624 GACATATCACTTCTGTATTTCCTAG
11 615 639 TATTTCCTAGTGCAATACACAACAT
Gene alvo: Oclll
0s.11188.1.51_at 1 437 461 TTAAGGCAGTCGTCGAGTTCCGTCA
2 515 539 AAGATACTGCTGATCCCACTGTGGC
3 545 569 GGAACGACCTGCACAACACTGAGAA
4 573 597 TAAAGTCTCTGTTGTCCTGTCAACC
5 596 620 CCTTTTCTCAGACATACTCGGTGTG
6 611 635 ACTCGGTGTGAATCTAGCTCCATGG
7 693 717 AGTAGCTGTTATCCTTTTGTGAAGT
8 708 732 TTTGTGAAGTTTTCCCCACTGTTAT
9 817 841 GTGAACACTCCCATGTATATTCCAT
10 840 864 ATACCTTTCGTTCCCATGCATGTAT
11 882 906 ACCGTTGTATGGTATACCCGCTGCA
Gene alvo: OclV
0s.42764.1.S1_at 1 1041 1065 GAACGAGTCGTAGCACGCAGGCAGA
2 1063 1087 AGAGAGAGGCAAGGTCACACAGGAC
3 1075 1099 GGTCACACAGGACACAGCTGAGCTG
4 1089 1113 CAGCTGAGCTGGTGTAAGAATAAAA
5 1118 1142 TACCAAGTTTCAGGTGCAGTTGTGC
6 1151 1175 GGGTACTCGTATTCAGTAGAGAGTG
7 1175 1199 GAACAAAGTAAGTGTACGTGTGCGT
8 1187 1211 TGTACGTGTGCGTGTTGCGGCAATA
9 1202 1226 TGCGGCAATAGATGTTCGAAGGCTT
10 1217 1241 TCGAAGGCTTTTTGTGTAGAGAGAC
11 1246 1270 GAGAGTGGCAATGAAGTACTATACT
Gene alvo: OcVI
0s.57206.1.S1_at 1 141 165 AGGCTGGAGCCCGATAAAGAACATC
2 202 226 ATCACGGAGAACAACCGGGTGTCGC
3 232 256 GACGAGCTCACGTTCCACAGGGTCA
4 365 389 AGAAGTGGAGCAACACGCGCAAGCT
5 401 425 ACAAGAACCACAACTTCTGAGCTCC
6 423 447 TCCCCGGAGGGCGATCGATAGCTCT
7 439 463 GATAGCTCTCGATCGGCAAGATTTA
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8 470 494 GAATAGCTCGAGTTGTTTTGATGTA
9 483 507 TGTTTTGATGTAACCATTGCGTGGA
10 499 523 TTGCGTGGATATTTTGTCCATCCAA
11 514 538 GTCCATCCAATTGTTTTTCACATCG
Gene alvo: OcVIlI
0s.16142.1.S1_at 1 464 488 GTACGAGCAGTCGTGGACCAACACC
2 535 559 CTCCCTCCAGATCTATCTTATCTAT
3 548 572 TATCTTATCTATGTCTCTTCTGCTC
4 568 592 TGCTCCATCTCGATCAGCTGTTAAA
5 583 607 AGCTGTTAAATTTTCCCTGCCTAAT
6 650 674 ATGAGCACAAGCTAAGTACCTGTAC
7 663 687 AAGTACCTGTACTTGTTCGGTCTGA
8 682 706 GTCTGAGTTGTGTCCCCGTGTGTGC
9 699 723 GTGTGTGCGGTTCAATCTTTTGCAT
10 724 748 GTAAGACAGCGAGTCCACACTTGTA
11 771 795 GGGATTGGAATAATGGTGCCCATCT
Gene alvo: OclX
OsAffx.3198.1.S1 at 1 64 88 GCGGCCGGCGACGAATCCTGGAAGA
2 77 101 AATCCTGGAAGACGATCGACGCGAA
3 83 107 GGAAGACGATCGACGCGAACGACCG
4 89 113 CGATCGACGCGAACGACCGGCACGT
5 99 123 GAACGACCGGCACGTCCAGGACGTC
6 140 164 CGGAGACAGACTGGGCGTCGGCGAC
7 167 191 GCGGCCTCACGCTCAACACGGTGGA
8 173 197 TCACGCTCAACACGGTGGACGGCGC
9 206 230 GGTTTGAGGCCGGCGTGAACTACTA
10 257 281 GCGTCGTCGCCAAGTACCTCAGGTT
11 260 284 TCGTCGCCAAGTACCTCAGGTTCCA
Gene alvo: OcX
0s.9817.1.51_at 1 342 366 GCGTGGCCTACTACCTCAAGGTCGC
2 438 462 TGAAGGCCTGGCTCAAATCCAAGGA
3 473 497 TTCACGCCTGCTTCTTCTACCAAAT
4 547 571 TACTAGTTGGACTTTACTCCCTCCG
5 612 636 TAGTACTACGAATCAGACATCCGGT
6 627 651 GACATCCGGTACCATAGTTTTTTAT
7 688 712 ATAATTACGAAGCATGTGCGTGCAC
8 701 725 ATGTGCGTGCACAGGCTTATACTCC
9 709 733 GCACAGGCTTATACTCCTCCTTTITG

38




10 725
11 767

749
791

CTCCTTTTGGAGTATATGGCATATG
GGTTCCTTTGGAGTTTTACATATCG

Gene alvo: OcXl

OsAffx.6201.1.S1_at 1 75

2 102
3 115
4 169
5 175
6 188
7 229
8 238
9 245
10 258
11 287

99
126
139
193
199
212
253
262
269
282
311

GTGGGTCGGCGGGTGGAACGTGATC
GGACGTTGCCGGCAACAATCAGATT
AACAATCAGATTCAGCGGGTCGGCG
GGGACCAATGACAGGCTGCAGTTCG
AATGACAGGCTGCAGTTCGTCCGCG
AGTTCGTCCGCGTGGTCGCAGCCGA
GGGTCCAACTATCTGGTTGTCATCG
TATCTGGTTGTCATCGATGCTGCTA
TTGTCATCGATGCTGCTAGCTCTCG
TGCTAGCTCTCGCAAAAAGACGAGG
TGTACGTGGCCGTTGTGGCTGACTT

Gene alvo: OcXII

567
649
667
833
849
898
976
991
1023
10 1045
11 1091

0s.6850.1.51_at

© 0 N O 0o A W DN P

3.2 Analises evolutivas das fitocistatinas

591
673
691
857
873
922
1000
1015
1047
1069
1115

TGGGTGGCGTGATGTTCCAGTACAT
AACTCCCTGTTTCCATATGAACTTC
GAACTTCTCGAGATCGTTCGTGCAA
ATGAATCGAGCAGCCAGTGAACCTT
GTGAACCTTGCCACATTAAGCTGTA
AAAACAGTGAACATGCACCCTTCCG
ACTACACTATCCTTTTGTTCCTGTT
TGTTCCTGTTGCTCTTAGTGTGATA
ACTGGTCGTGTAACTTCTCAAGGGA
GGAACCGTGGGTCTATGCCATACAG
GTTGATACTTCTCAAGTCACCACTC

Os genes de fitocistatinas ja identificados em arroz, por MARTINEZ et al.

2005, foram utilizados na busca por sequéncias de proteinas homélogas nos

demais genomas de plantas, disponiveis no banco de dados Phytozome (http://

www.phytozome.net/). Apenas as sequéncias contendo um ou dois dominios

cistatinas conservados foram consideradas e alinhadas utilizando o programa
MUSCLE (EDGAR 2004), implementado no software MEGA5, Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (TAMURA et al. 2011).
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A construcdo dos alinhamentos e filogenias ocorreu de forma a analisar-se
primeiramente as relagbes entre todas as fitocistatinas encontradas nos genomas
de plantas disponiveis no Phytozome, analisando-se a regido amino-terminal da
proteina, com os motivos LARFAV, QxVxG, PW, e levando em consideracdo 109
sitios de aminoé&cidos para a analise evolutiva. Estas andlises foram inferidas com
0 uso de 100.000.000 de geracdes. Apds a andlise evolutiva global de todas as
fitocistatinas encontradas, uma segunda analise foi realizada utilizando apenas as
fitocistatinas com extenséo carboxi-terminal. Para isto, foi realizada a anélise da
proteina inteira com os dmotivos LARFAV, QxVxG, PW e SNSL, considerando-se
230 sitios de aminoacidos. Estas andlises foram realizadas verificando-se
50.000.000 de geracoes.

Os alinhamentos gerados com as sequéncias proteicas foram manualmente
inspecionados e somente posi¢cdes ndo ambiguas foram utilizadas para anélises
filogenéticas no programa BEAST v.1.7.2, Bayesian Evolutionary Analysis by
Sampling Trees (DRUMMOND et al. 2012). A analise bayesiana foi inferida
utilizando os algoritmos de Cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC), o modelo
de especiacédo de Yule e o modelo de substituicdo JTT (DRUMMOND et al. 2012).
As relacbes evolutivas foram representadas pelos clados com a maior soma de
credibilidades, além dos valores dos ndés serem estabelecidos pelos valores das
médias destes clados e demonstrados pelo valor de probabilidade posterior,
calculados pelo software TreeAnottator v.1.7.2 (DRUMMOND et al. 2012). As
arvores filogenéticas foram visualizadas utilizando o software FigTree v.1.3.1
(RAMBAUT, A. 2008).

3.3 Material Vegetal

Plantas de arroz, Oryza sativa L. ssp. japonica cv. nipponbare, foram
utilizadas para a realizacdo do estudo. As plantas foram crescidas e mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12

horas.
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3.4 Andlise da expressao génica das fitocistatinas em arroz por RTqPCR

durante os processos de germinacao e crescimento de plantas

Sementes de arroz foram descascadas e esterilizadas pela lavagem com
hipoclorito de sodio 4% por 30 minutos sob agitacdo continua. ApOs este
processo, as sementes foram lavadas cinco vezes com &gua destilada
autoclavada e em ambiente estéril. Por fim, 112 sementes foram colocadas em 8
frascos contendo meio MS (Sigma-Aldrich), totalizando 14 sementes por frasco.
Estes frascos foram mantidos por trés dias no escuro, com temperatura de 25°C e
posteriormente colocados em sala de cultura in vitro, sob fotoperiodo de 12h luz/
12h escuro e temperatura de 25°C.

Para a analise de expressdo génica nos diferentes estadios de
desenvolvimento, o RNA total foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen) de
um pool de trés plantas e em quadruplicatas biologicas, nos seguintes momentos:
semente madura, 12h de germinacado, 24h de germinacao, plantulas com 2 dias,
plantulas com 4 dias, plantulas com 8 dias e folhas de plantas com 60 dias, além
de folhas de plantas com 240 dias, em estadio inicial de senescéncia (figura 7).
Este RNA foi entdo reversamente transcrito em cDNA utlizando um
oligonucleotideo (OligodT) complementar a cauda poli-A dos mMRNAS expressos,
com uma transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life Technologies), de acordo
com o protocolo do fabricante. Em seguida, experimentos de PCR em tempo Real
(RTgPCR) foram realizados no aparelho CFX384 BioRad, utilizando o protocolo
com o fluoréforo intercalante SYBR Green. Os experimentos foram executados
com quadruplicatas biologicas e em quadruplicatas técnicas de pipetagem. Os
genes constitutivos foram selecionados de acordo com os previamente testados
por (JAIN et al. 2006), sendo que os genes OsUbi, OseF1lp, foram os mais
estaveis para a normalizacdo da quantidade de mRNA presente em cada
amostra, neste experimento. Para cada gene de interesse, dentre as fitocistatinas,
foram projetados oligonucleotideos especificos, utilizando o software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/), com temperatura média de anelamento de 60°C e
visando a amplificagdo de produtos com tamanho de 100-200 nucleotideos

(tabela 5). A quantificagcdo da expressdo génica relativa foi calculada com o
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método matematico 22 (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001). A significancia
estatistica foi obtida com a analise de ANOVA, um fator, com o teste de Tuckey
considerando p <0.05, utilizando o software SPSS 20 (IBM corp).

Figura 7. Estadios de desenvolvimento das plantas de arroz onde a
expressao das fitocistatinas foi avaliada. Os estadios de semente seca e 12 horas
de germinacdo nado estdo representados visto que estes ndo possuem diferencas
morfologicas significativas a serem representadas. Os estadios de 24h (1 dia), 2
48h (2 dias), 96h (4 dias), 8 dias, 60 dias e 240 dias encontram-se representados
pelas figuras e indicados no canto superior direto de cada uma.
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Tabela 5. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para os experimentos de
RTQPCR.

Oligonucleotideos para RTqPCR

Primer Sequéncia | Primer Sequéncia

Ocl_F AAGGGGAGGAGAAGATGTCG irOcl12F AGAAGGTGTACGAGGCCAAG
Ocl R GCTGCTTCACACTCACAAGC irOc12R TGGTCTGCAGCATCTTTGAC
Oc2_F CGTTCCCGTTACCCTCTTCT Ocl2 F_el GTCGACGAGCACAACAAGC

Oc2_R TTCACCACCCTCTCCAACTC
Oc2N_F CGGAATCGGTGTTCACTACA

Ocl2_R_e2 GTTGGTGAAGGTGGTTGCAT
Oc12iF CACCGGTCAAACTCCCTGTTTCCA

Oc2N_R ACGGTGGTGAGGTCGTTC Ocl2iR TCCTCCTTGTTTCCCCTCTT
Oc3_F TGAAGCCGTGGCTAGATTTT LeglF GAAGGCCCAAGGGTTCTAAA
Oc3_R CTCAGTGTTGTGCAGGTCGT LeglR TGTTTGCAAAGGAACGCATA
Oc4_F GGAAGGACGGAGGTGAGG Leg2F TGCAAATGCCGAAGTTAAGA
Oc4_R CGACGCGGAGGTAGTACTTG Leg2R CTCCCTCAGAGCTTTCAGCTT
Oc5_F GGCCTCCAAGCTGTATTACG Leg3F TAATCCTGCAAATGGCAACA
Oc5_R GTGTTCCACGACGCAGAAG Leg3R TCCCTAAGAGCCCTCAGCTT
Oc6_F CTGGAGCCCGATAAAGAACA Leg4F TGGACAGAAGCGTGGAGAT
Oc7_F ATGACCATGAGGACCAGCA LegSF GCCCCAACGACCATATCTT
Oc7_R GTCACCCTCTCGAACGTCAG Leg5R CGAACATGCTACCCGACTC

Oc8_F GACCCCCACATCCAGGAG
Oc8_R GTGTTGGTCCACGACTGCT

Os_eFlaf GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA
Os_eFlar TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT

Oc9_F CAGCAGCCTCGTCCTGTT Os_Ubi5f ACCACTTCGACCGCCACTACT
Oc9_R CGGCCTCAAACCTCTTCTC Os_Ubib5r ACGCCTAAGCCTGCTGGTT
Ocl0_F CGCAGAAGCAGGTCGTCT Os_FDHf CAAAATCAGCTGGTGCTTCTC
Ocl0_R GGTAGAAGAAGCAGGCGTGA Os_FDHr TTCCAATGCATTCAAAGCTG

Ocll F CCGGCAACAATCAGATTCA
Ocll_R GCTAGCAGCATCGATGACAA

Os_GAPDHf GGGCTGCTAGCTTCAACATC
Os_GAPDHr TTGATTGCAGCCTTGATCTG
Os_snU6f GGGGACATCCGATAAAATTG

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
0c6_R GATTTCGAGGCGGTAGTTCAI Leg4R ACCCACACTGATCCTCGAAC
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
| os_snuér AGGGGCCATGCTAATCTTCT

3.5 Construcao do vetor para silenciamento génico de OcXIl

A fim de produzir plantas de arroz silenciadas para o gene da fitocistatina
XIl, o cDNA correspondente a este gene foi isolado a partir da extracdo de RNA
total de folhas de arroz com o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies). Este
RNA foi entdo reversamente transcrito em cDNA utilizando um oligonucleotideo
(OligodT) e uma transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life Technologies), de

acordo com o protocolo do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado em uma reacéo
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de PCR (Polymerase chain reaction), utilizando uma polimerase de alta fidelidade,
Phusion® (Finnzymes), e oligonucleotideos especificos para a amplificacdo de um
fragmento de 138 pares de bases (pb) da regido carboxi-terminal da OcXIl,
(Tabela 6, primer Oc12i). Este fragmento especifico de 138pb foi inserido em um
vetor de tecnologia Gateway, pENTR (Invitrogen). Mediante transformacao por
choque térmico, o vetor pENTR foi transferido para células competentes de
Escherichia coli Topl0. Para esta transformagéo, 1 a 2 pL do produto da
recombinacdo foram adicionados a 80 ul de células competentes. A mistura foi
entdo mantida por 30 minutos a 0°C, 2 minutos a 42°C e por mais 5 minutos a
0°C. A seguir, 400uL de meio LB liquido (Invitrogen) foram adicionados as células,
e as mesmas incubadas por 1 hora a 37°C em agitacdo constante. Volumes de
200pL da cultura contendo as bactérias foram plagueadas em meio LB solido
(Invitrogen) contendo canamicina (25 pg/mL), para a selecdo das bactérias
transformadas. As placas foram mantidas na estufa a 37°C por 16 horas. As
colénias de bactérias que cresceram no meio contendo o antibiético foram
selecionadas e crescidas em meio LB liquido contendo canamicina (25 pug/mL), e
o DNA plasmidial foi extraido utilizando a metodologia de lise alcalina em
miniprep, descrita abaixo (SAMBROOK & RUSSEL 2001). Células de 1,5mL da
suspenséo de bactérias foram concentradas por centrifugacdo em 13,000x g por 2
minutos. Apés o descarte do sobrenadante, 200 uL da solug¢éo A (Tris-HCI 25 mM
pH 8,0; EDTA 10 mM) foram adicionadas as células e a mistura foi
homogeneizada em vortex. Em seguida, a solucédo B (200 uL, contendo NaOH 0,2
N e SDS 1%) foi misturada lentamente por inversdo a mistura anterior.
Posteriormente, 200 uL de Acetato de Potassio 5M foram adicionados as outras
solucbes e homogeneizados por inversdo. Apos centrifugacdo por 5 minutos a
13,000x g, 600 pL do sobrenadante foram transferidos para novo tubo. Os
plasmideos foram entdo precipitados utilizando 600 pL de isopropanol e
centrifugagéo por 20 minutos em 13,000x g. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 350 pyL de etanol 70%. A mistura foi centrifugada por 5
minutos a 13,000x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em
estufa a 37°C, por 20 minutos. O DNA plasmidial foi resuspendido em 50 pL de
agua deionizada autoclavada.
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As transformacbes das colonias de bactérias selecionadas foram
confirmadas por PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para a
construcdo contendo a sequéncia OcXIl C-terminal especifica. Tendo sido
confirmada a presenca do fragmento OcXIl no vetor pENTR, o mesmo foi
sequenciado pelo método de Sanger (EBI, Applied Biosystems) e posteriormente,
apos a confirmagdo da identidade da sequéncia nucleotidica, utilizado para a
recombinacdo com o vetor de RNAi, pANDA (MIKI & SHIMAMOTO 2004)
utiizando a LR clonase (Invitrogen) de acordo com as especificacbes do
fabricante. No vetor pANDA (figura 8), a construcdo especifica para o gene de
interesse (OcXIl) permite a formagdo de hairpins, 0os quais séo clivados pela
magquinaria de RNA de interferéncia celular, direcionando pequenos RNAs para a
regido C-terminal do transcrito da OcXIl, assim, silenciando somente o gene de
interesse, dentre as demais fitocistatinas. Para que este silenciamento ocorra, é
imprescindivel que a sequéncia do gene de interesse insira-se em dois locais do
vetor binario, de maneira que uma figue invertida em relacdo a outra. Portanto,
apos a transformacdo do vetor pANDA o mesmo é extraido das bactérias
(conforme descrito acima) e a orientacdo das inser¢cdes confirmada por meio de
PCR utilizando uma combinacéo de oligonucleotideos onde um deles anele de
forma reversa no gene gus-linker e o outro sendo o primer reverso do fragmento
OcXIll clonado, resultando em um fragmento de 870pb. Outra combinacédo de
oligonucleotideos compreende um primer forward no gene gus-linker e também o

primer reverso do fragmento OcXIl, resultanto em 968pb (tabela 6).

an () fa)
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PstI PstI EcoRI n w 73] EcoRI S5all

RB LB

[NPTEE > Usgpro X w0 | (G, [ erm Sirost— et ]

19Kbp  17Kbp 1Kbp 17 Kbp

_T Site A

Figura 8. Estrutura do vetor pANDA, utilizado para silenciamento de genes
via RNAI. Reproduzido de MIKI & SHIMAMOTO 2004.
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Tabela 6. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a clonagem dos
fragmentos da fitocistatina Xll, construcéo dos vetores de silenciamento e estudo

do promotor.

Oligonucleotideos utilizados para clonagens e confirmacgao dos vetores

Primer Sequéncia
PromoOc12F CACCGCAGAGAGCCAGAAGAAGGA
PromoOc12R ATGACGGTTTGGCTGTTGAG

Ocl2iF CACCGGTCAAACTCCCTGTTTCCA

Ocl12iR TCCTCCTTGTTTCCCCTCTT
GusLinker_F CATGAAGATGCGGACTTACG
GusLinker_R ATCCACGCCGTATTCGG

HPT_F GAGCCTGACCTATTGCATCTCC

HPT_R GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG

pHGWFS7 Hyg F AACGTTGCGGTTCTGTCAGT
pHGWFS7 Egfp_R TGGTGCAGATGAACTTCAGG

3.6 Transformacédo de Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo dos calos embriogénicos de arroz (Oryza sativa L. ssp.
japonica, cv. Nipponbare), da-se por meio de Agrobacterium tumefaciens. Para
isto, células de A. tumefaciens, cepa AGL1, foram utilizadas para a insercdo do
vetor pANDA, contendo o fragmento OcXIll, por meio de eletroporagédo, onde 1L
deste vetor foi adicionado a 80 pL de células eletrocompetentes da bactéria. A
mistura foi eletroporada em cubeta de 0,2 cm utilizando-se um pulso elétrico de
2.500V (Eletroporador Bio Rad, Gene Pulser® Il). Em seguida, 400 pL de LB
liquido (Invitrogen) foram adicionados as células e o material foi transferido para
um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e incubado por 2 horas a 28°C em agitacdo
constante. 200 pL de células foram espalhadas em duas placas com LB sélido
(Invitrogen), contendo 100 pg/mL de rifanpicina e 25 pg/mL de canamicina. As
placas foram mantidas a 28°C por dois dias. Ap0s a obtencdo de col6nias
isoladas, foi extraido o DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al 1989),
descrita no item anterior (3.5), e a transformacao de A. tumefaciens foi confirmada

por PCR. Nestas reacfes de PCR confirmatérias utilizaram-se 0s mesmos
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oligonucleotideos iniciadores, especificos da sequéncia OcXIl introduzida no vetor
pPANDA mais os primers do gene gus-linker (870 pb e 968 pb), além de
oligonucleotideos que amplificam um regido do gene de resisténcia a higromicina
(HPT), resultando em um fragmento de 500 pb, e os primers especificos da regido
c-terminal clonada de OcXII (138 pb) (tabela 6).

3.7 Transformacéo genética de calos embriogénicos de arroz

A etapa de transformacao das plantas foi realizada com calos embriogénicos
de arroz, obtidos a partir de sementes maduras da cultivar Nipponbare,
subespécie japonica. Os grdos foram descascados manualmente e, em seguida,
desinfectados. A desinfeccdo foi feita mediante a lavagem das sementes com
alvejante a 50% (hipoclorito de sddio 8%), por 30 minutos com agitagcao continua.
Sob condicBes assépticas, estas sementes foram lavadas seis vezes com agua
destilada estéril e colocadas em placas com meio sélido de inducdo de calos N6D
(UPADHYAYA et al., 2002). As placas, contendo em média 10 sementes, foram
mantidas na luz a 25 °C por um periodo de 6 a 8 semanas, para que a formacao
de calos fosse induzida. Apds a inducéo, os calos foram transferidos para placas
contendo meio de proliferacdo NB (UPADHYAYA et al.,, 2002), e colocados a
28°C no escuro em estufa. Esses calos foram cultivados neste meio de cultura e
repicados (transferidos para meio novo) a cada quatro semanas.

A transformacgdo de arroz via A. tumefaciens foi realizada segundo o
protocolo de (UPADHYAYA et al., 2002), e descrita abaixo. Para a realizacao do
experimento, 100 calos jovens (idade maxima de 3 meses) foram selecionados e
repicados em placas de petri contendo meio NB, de forma que cada placa
continha aproximadamente 25 calos, os quais foram mantidos a 28°C no escuro.
Trés dias apos a repicagem dos calos, uma colbnia de A. tumefaciens contendo a
construcdo RNAI (fragmento C-terminal da OcXIl inserido no vetor pANDA) foi
selecionada e estriada em meio LB solido o qual permaneceu em crescimento por
dois dias a 28°C. No quinto dia ap6s a repicagem dos 100 calos foi realizada a
transformacdo dos mesmos da seguinte maneira: as A. tumefaciens foram
transferidas para um frasco contendo 50mL de meio NB liquido e 100 pM de

acetoseringona. Posteriormente, os calos repicados ha cinco dias foram
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incubados nesta solugcdo por 15 minutos e entdo transferidos para placas
contendo meio NB sélido com 100 pM de acetoseringona. Apds um periodo de
48 horas de co-cultivo com a A. tumefaciens, os calos foram lavados em solucéo
composta por 50 mL de agua estéril e 150mg/L de timentina, sendo mantidos em
agitacdo a 28°C por 10 minutos, e este processo foi repetido por cinco vezes, a
fim de eliminar completamente as bactérias dos calos de arroz. Em seguida, 0s
calos foram transferidos para meio NB-HTC (UPADHYAYA et al.,, 2002),
composto por higromicina (50 mg/L), timentina (150 mg/L) e cefotaxima soddica
(200 mg/L) (visando a selecao dos calos transformados resistentes a higromicina
e a eliminacdo de contaminacdes por A. tumefaciens). Os calos foram mantidos
na estufa incubadora, no escuro, a 28 °C por cerca de 30 a 40 dias. Apos este
periodo, os calos resistentes a higromicina mantém sua coloracdo mais clara,
engquanto que os nao-transformados ficam mais escuros, o que permite a selecao
manual dos calos resistentes para novas placas de meio NB-HTC, onde os calos
permanecem novamente por cerca de um més, no escuro a 28 °C, para que
proliferem.

Apés este periodo de selecdo e proliferacdo dos calos transformados, os
mesmos sao transferidos para meio de pré-regeneracdo (UPADHYAYA et al.,
2002), onde permanecem por um periodo de 8 a 12 dias no escuro a 28 °C e sé@o
posteriormente transferidos para o meio de regeneracdo (UPADHYAYA et al.,
2002), o qual permanence sob fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro, com
temperatura constante de 28°C. Novamente, apés um periodo de 20 a 30 dias, 0s
calos transformados regeneram em plantas, as quais séo transferidas para meio
MS (Sigma-Aldrich) contendo 50 mg/L de higromicina. O mesmo procedimento de
regeneracao de plantas controle (ndo-transformadas) € realizado paralelamente,
porém as plantas ndo sdo submetidas a higromicina.

As plantas regeneradas sdo mantidas a 28 °C, sob fotoperiodo de 12 horas
luz/12 horas escuro por pelo menos 15 dias em meio MS. Posteriormente as
plantas resistentes a higromicina sao transferidas para vermiculita e permanecem
fechadas com sacos plasticos para aclimatacdo por 10 dias. As plantas séo
mantidas com solucdo nutritiva (HOAGALND & ARNON, 1950), regadas trés

vezes por semana e, apdés 30 a 40 dias as mesmas sdo transferidas da
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vermiculita para vasos com solo, os quais ficam imersos pela metade em agua. Ja
na terra, estas plantas permanecem em temperatura constante de 28 °C com

fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro.

3.8 Confirmacao das plantas transgénicas

As plantas que passaram pelo processo de selecdo em higromicina foram
utiizadas para a confirmacdo da transformacédo genética. Para isto, foram
pulverizadas em nitrogénio liquido dentro de um tubo de microcentrifua de 1,5 mL.
Apos a pulverizacdo, foi adicionado em cada tubo 600uL de tampé&o de lise
(Tris/HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, SDS 1%, Protocolo PureGene CSIRO
Plant Industry), os quais foram agitados e incubados a 65°C por 1 hora.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000x g por 3 minutos, onde
0 sobrenadante foi retirado para um tubo novo, e 200 pyL de Acetato de Potassio
6M foram adicionados. Ap6s nova centrifugacdo por 10 minutos, o sobrenadante
foi transferido para um tubo novo, onde foram adicionados 600 L de isopropanol,
misturado por inversdo 50 vezes, e centrifugado novamente por 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado lavado com etanol 70%, sendo
posteriormente colocado em estufa a 37°C por 15 minutos, solubilizado em agua
deionizada autoclavada e estocado em freezer -20 °C.

A partir do DNA extraido de cada planta, foram realizadas reacdes de PCR a
fim de confirmar se as mesmas eram transgénicas. Para isto, foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene HPT (hirgromicina), e
também iniciadores para a regido do gus-linker, presente no vetor pANDA (tabela
6). Tais regibes amplificam fragmentos de 500 pb e 636 pb, respectivamente

indicando que a construcao foi inserida no genoma da planta.

3.9 Confirmacao do silenciamento de OcXIl e nivel de expressao génica

das demais fitocistatinas e legumainas de arroz
A confirmacéo do nivel de expressao génica foi realizada pela quantificacdo
relativa do mRNA dos genes de interesse, em amostras de tecido vegetal das

plantas RNAIi obtidas. Folhas foram coletadas e imediatamente congeladas em
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nitrogénio liquido. O RNA foi extraido das amostras utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen Life Technologies). O cDNA foi obtido utilizando-se um
oligonucleotideo (OligodT) e uma transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life
Technologies), de acordo com o protocolo do fabricante, e armazenados a — 20°C.
Em seguida, experimentos de PCR em tempo Real (RTgPCR) foram realizados
no aparelho CFX384 BioRad, utilizando o protocolo com o fluoréforo intercalante
SYBR Green. Os experimentos foram executados em quadruplicatas técnicas de
pipetagem. Os genes constitutivos (OseFlp e OsFDH) foram selecionados de
acordo com os previamente testados por (JAIN et al. 2006), para a normalizacéo
da quantidade de mRNA presente em cada amostra. Para cada gene de
interesse, dentre as doze fitocistatinas e as cinco Legumainas (Legl -
0Os019g37910, Leg2 - 0Os02g43010, Leg3 - Os049g45470, Leg4 - Os05¢g51570,
Legb - 0Os06g01610), foram projetados oligonucleotideos especificos com o
software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), com temperatura média de anelamento
de 60°C e visando a amplificacdo de produtos com tamanho de 100-200
nucleotideos (tabela 5). A quantificacdo da expressdo génica relativa foi calculada
com o método matematico 222! (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001).

3.10 Alteracdes fenotipicas das plantas OcXIl silenciadas

As analises fenologicas das plantas TO foram realizadas pela observacédo da
morfologia da parte aérea e das raizes, além de medi¢cdes do comprimento da
parte aérea. Também foram realizadas comparacfes levando em consideracdo o
namero de paniculas, numero de sementes por panicula, nimero de sementes
por planta, nimero de sementes viaveis, massa das sementes e biomassa das
folhas e das sementes. A fim de avaliar as diferencas entre as plantas controle e
as plantas silenciadas, analises estatisticas foram realizadas, utilizando ANOVA,

um fator, e teste de Tuckey com p<0.05.

3.11 Obtencédo e anélise da progénie das plantas silenciadas OcXIl

As sementes oriundas das linhagens de plantas TO, silenciadas para a

fitocistatina XIlI de arroz, constituem a T1 das linhagens transformadas. Assim,
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estas sementes permaneceram a uma temperatura de 37°C por trés dias para a
quebra de dorméncia. Apos, as sementes foram descascadas e esterilizadas da
mesma forma descrita no item 3.7. As sementes estéreis foram colocadas em
meio MS, no escuro, a 25 °C por trés dias e, posteriormente, transferidas para
sala de cultura in vitro, com temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12
horas luz/ 12 horas escuro, onde permaneceram por cerca de 30 dias. Apds o
periodo de crescimento in vitro, as plantulas foram transferidas para vermiculita e
regadas a cada dois dias com solucdo nutritiva. A partir de tecido de folhas das
plantas em vermiculita, foi realizada a extracdo de DNA e a rea¢do de PCR com o
gene gus, como ja descrito no item 3.8, a fim de confirmar a transgenia das
mesmas, pela presenca do vetor de silenciamento. As plantas transgénicas,
confirmadas pelo PCR anterior, foram submetidas a extracdo de RNA, a partir de
uma folha de cada planta, seguida da sintese de cDNA e experimentos de
RTgPCR, da forma descrita no item 3.9. As plantas cujo nivel de expresséo de
OcXIll estava significativamente diminuido foram transferidas para potes contendo
solo, e imersos em agua até a metade, sendo mantidas em casa de vegetacao

com fotoperiodo de 12 horas luz/ 12 horas escuro e temperatura de 25 °C.

3.12 Caracterizacao da sequéncia de nucleotideos de uma regido do

promotor do gene OcXIl

A regido de 2.300 pares de bases (pb), da sequéncia genbmica que
antecede o sitio de inicio da traducdo do gene da fitocistatina XlI, foi denominada
de regido promotora desse gene. Esta regido de 2.300pb foi utilizada para buscas
de possiveis sequéncias de elementos regulatorios (cis-elementos), a fim de
revelar se fatores de transcricdo seriam capazes de se ligar nesta regiao
promotora e ativar o gene OcXll, em diferentes tecidos e/ou estadios de
desenvolvimento das plantas. Para esta caracterizacdo foram utilizados os
bancos de dados PlanCARE (LESCOT et al. 2002) e PlantPAN (CHANG et al.
2008), os quais possuem sequéncias de diversos elementos regulatérios, ja

descritos em plantas.
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3.13 Construcao de um vetor para analise do promotor do gene OcXll em

plantas de arroz

A sequéncia de nucleotideos de 2.138pb da regido gendmica,
correspondendo ao promotor do gene OcXIl foi amplificada, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos (tabela 6). Esta sequéncia foi introduzida
no vetor de tecnologia Gateway pENTR e transformada em E. coli. O
procedimento ocorreu da mesma forma ja descrita no item 3.5, porém, o vetor de
destino utilizado na reacéo de recombinacéo foi o pHGWFS7 (KARIMI, INZE, &
DEPICKER 2002) (figura 9). Este vetor, por sua vez, possibilita o estudo de
promotores de genes fornecendo uma construcdo especifica, onde o promotor do
gene de interesse (OcXIll) insere-se anteriormente as sequéncias dos genes
reporteres Egfp (Enhanced Green Fluorescent Protein) e gus (B8-glucoronidase).
Desta forma, no momento em que o promotor do gene-alvo é ativado pela
maquinaria celular, os genes reporteres Egfp e gus podem ser detectados,
respectivamente, por microscopia ou por coloracdo com o substrato X-gluc (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronic acid, cyclohexylammonium salt). A
confirmacédo da construcéo correta do vetor de expressao génica deu-se por meio
da extracdo de DNA plasmidial, como ja descrito no item 3.5. Apés, reacdes de
PCR foram feitas com trés combinacdes de primers a fim de confirmar a
orientacdo correta do promotor em relacdo aos genes repdrteres no vetor binario.
As combinagbes de oligonucleotideos foram as seguintes: 1) PromoOcl2F+
PromoOc12R, resultando em um amplicon de 2.138 pb, 2) PromoOcl2R+
pHGWFS7 HygF, amplificando 2.400 pb e 3) PromoOcl12F+pHGWFS7 EgfpR,

também com um fragmento de 2.400 pb (tabela 6).
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Figura 9. Vetor Gateway pHGWFS7 utilizado para o estudo de promotores
de genes mediante expressdo controlada dos genes reporteres gus e Egfp.
Reproduzido de KARIMI et al. 2002.

3.14 Transformacéo de calos embriogénicos de arroz para a expressao dos

genes reporteres fusionados ao promotor OcXIl

Assim como descrito nos itens 3.6 e 3.7, a construcdo expressando 0s
genes reporteres Egfp e gus, de maneira controlada pelo promotor da fitocistatina
XIl, foi transformada em A. tumefaciens, e posteriormente co-cultivadas com calos
embriogénicos de arroz, para a transformacédo genética dos mesmos. Os calos
transformados foram igualmente selecionados em meio contendo higromicina (50
mg/L) e mantidos em proliferacdo por cerca de 40 dias. As linhagens
transgénicas, oriundas da selecdo por higromicina foram testadas para
funcionalidade da construcdo PromotorOcl2+gus, de forma que alguns calos de
cada linhagem foram selecionados e colocados em tubos de micricentrifuga
contendo o reagente X-gluc. Estes tubos, com os calos, permaneceram por 24
horas no escuro a 37 °C. As linhagens com sinal positivo para esta reacao, onde
os calos expressando a construcao ficam azuis, foram colocados em meio de pré-
regeneracao e posteriormente em regeneracdo da mesma forma que no item 3.7.
Uma vez em meio de regeneragcao, alguns calos de cada linhagem foram
colocados novamente em X-gluc, para confirmagao da presenca do vetor

pHGWFS7 contendo o promotor da fitocistatina XII.
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3.15 Anélise da modulacéo da expresséao génica da fitocistatina Xll em

resposta a tratamento com &cido abscisico (ABA)

Tendo identificado alguns elementos regulatorios no promotor da fitocistatina
XIl, que levem a transcricdo da mesma em condicbes determinadas, o acido
abscisico (ABA) foi escolhido para testes da modulagdo da expressao do gene
OcXIl. Primeiramente, 80 sementes de arroz foram germinadas em rolos de papel
filtro, umedecidos com agua, e apés 10 dias transferidas para hidroponia com
solucéo nutritiva (Hoagalnd & Arnon, 1950), sendo a mesma trocada a cada trés
dias. Quando as plantas atingiram trés semanas de idade foi realizado o
tratamento com 100pM de &cido abscisico (ABA, Sigma-Aldrich), onde o mesmo
foi colocado diretamente na solucdo hidropdnica. Para a extracdo de RNA e
validacdo da expressdo génica das fitocistatinas de acordo com o tratamento,
foram coletadas plantas nos tempos: Oh (controle), 2h, 4h e 24h apds o inicio do
tratamento. Em cada um dos tempos descritos acima, as plantas foram coletadas
em quadruplicatas de amostras bioldgicas, sendo cada uma composta por um
pool de trés plantas. O RNA foi extraido separadamente para tecidos de folha e
raiz, bem como a sintese de cDNA e experimentos de RTgPCR foram realizados
de forma independente para estes dois tecidos. Os protocolos e procedimentos

seguem conforme descrito no item 3.4.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacado das fitocistatinas de arroz

A organizacgao estrutural dos doze genes de fitocistatinas de arroz, em exons
e intros encontra-se esquematizada na figura 10, sendo possivel verificar que
todas as doze fitocistatinas compartiiham as sequéncias representadas pelos
exons em preto, resultando em sequéncias proteicas altamente similares. Apenas
a OcXIl possui um segmento adicional na regido carboxi-terminal, representada

pelos dois ultimos exons (em cinza), com sequéncia diferente dos demais genes.

100 500 1100 1500 2100 2500 3100 3500 3900
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ocvi [N Lt —
o Lo E— [
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Figura 10. Estrutura génica das fitocistatinas de arroz. Exons em preto
correspondem a codificacdo de sequéncias proteicas similares, entre as doze
fitocistatinas. Exons em cinza representam a extensao C-terminal, exclusiva da

fitocistatina XII.

Os doze genes de fitocistatinas possuem uma sequéncia proteica bastante
conservada, levando-se em consideracdo os motivos proteicos caracteristicos de
fitocistatinas, LARFAV, QxVxG e PW. A busca destes genes em bancos de dados
especificos de dominios proteicos ja caracterizadas, revelou que todos os doze

genes, exceto OclX, possuem a sequéncia que caracteriza o dominio cistatina,
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conservada (tabela 7). A OcXll, além do dominio cistatina caracteristico,
apresenta também um dominio similar a cistatina (cistatina-like), sendo assim a
Gnica fitocistatina com dois dominios proteicos caracterizados. Todas as
fitocistatinas, exceto Ocll e OcVI, também possuem sequéncias de peptideos

sinais caracteristicos (tabela 7).

Tabela 7. Dominios proteicos conservados nas doze fitocistatinas de arroz.

Gene Representagio Dominios Comeco Fim
Peptideo sinal 1 26

Cistatina 45 134

Ocll * Cistatina 54 146
oclll - Peptideo sinal 1 35

Cistatina 45 133
OclV ‘ Pept.ldeo. sinal 1 24

Cistatina A48 151

Peptideo sinal

Cistatina 47 142

OcVI - Cistatina 18 110
Peptideo sinal 1 24

eVl - Cistatina 25 116
Peptideo sinal 8 20

Vil L. Cistatina 30 120
OclX H Peptideo sinal 1 23
Peptideo sinal 1 37

OcX - Cistatina 147 232
OcXI - Pept.l'deo. sinal 1 24

Cistatina 25 118
Peptideo sinal 1 32

Cistatina -like 156 249

Os dados obtidos na anélise dos experimentos de microarranjos permitiram
realizar uma predicdo do padrdo de expressdo dos genes de fitocistatinas em
arroz (figura 11 A). Verificou-se que 0s genes mais expressos, de forma geral,
sao: Ocl, Ocll, Oclll, OcVIIl e OcXll. Os genes OclV e OcX apresentaram um
nivel mais baixo de expressédo, sendo OclV expressa apenas em estadios iniciais
de desenvolvimento da planta (calo, pré-germinacédo e plantula germinando) e,
também, nos Ultimos quatro estadios de desenvolvimento de sementes nas

plantas. A OcX tem seu maior nivel de expressdo nos estadios iniciais de
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germinacdo da plantula. OcXl foi detectada apenas entre o Ultimo estadio de
panicula e inicio de desenvolvimento de sementes. E as demais, OcVI e OcIX néo
tiveram expressdo génica detectada (figura 11 A). Entre todas as fitocistatinas, a
Oclll € a que mantém sua expressao elevada e constante em todos os estadios
de desenvolvimento avaliados. A Ocl é o segundo gene mais expresso, seguido
dos genes OcXIl e Ocll (figura 11 A).

A expressdo génica da fitocistatina XII pode ser observada durante todo o
desenvolvimento da planta, sendo mais intenso nos estadios de pré-germinacéo
do calo, de perfilhamento da planta, e nos ultimos estadios de desenvolvimento e
maturagdo das sementes (figura 11 A). De forma similar, o resultado do
Genevestigator mostra que a expressdo da OcXll é elevada, e praticamente
constante durante todo o desenvolvimento da planta. Os menores niveis de
expressdo da OcXIl podem ser observados nos estadios iniciais de
desenvolvimento da planta, sofrendo algumas oscilacdes entre aumento e
diminuicdo da expressdo génica. A expressdo de OcXll atinge o maior nivel
observado no ultimo estadio de desenvolvimento e maturacdo das sementes
(figura 11 B).
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Figura 11. Expressdo génica das fitocistatinas em diferentes estadios de
desenvolvimento de plantas de arroz. A) Heatmap obtido no Rice Array. O nivel
de expressao génica € demonstrado pela intensidade de cores, indo do azul
(menos expresso) para amarelo (mais expresso). Os genes néo representados
OcV e OcVIl, ndo possuem probes para sua deteccdo nos experimentos
avaliados. B) Expressdo génica da fitocistatina XlI, obtida no software
Genevestigator. O gene OcXIl foi plotado de acordo com seu nivel de expresséo,
caracterizado como alto (painel esquerdo do gréafico). Abaixo do grafico estédo
representados os estadios de desenvolvimento das plantas e o numero de

amostras analisadas para experimentos em cada estadio.

Uma verificacdo mais detalhada da expresséo destes genes de fitocistatinas
foi realizada analisando-se individualmente diferentes tecidos das plantas, onde a
expressdo de um gene acaba ndo sendo mascarada pelo pool de RNA total e
amostragem dos mRNAs mais abundantes. Desta forma, diversos tecidos foram
avaliados separadamente em experimentos de microarranjos. Na observacao da

expressdo dos genes que codificam fitocistatinas em uma planta inteira, €
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possivel ter-se a nogdo de que 0S genes mais expressos sdo, em ordem
decrescente, Ocl, Oclll, OcXIll, Ocll, OcVlll, OcX, OcVI, sendo que OcVI, OclX e

OcXIl ndo apresentam niveis de expressao génica observaveis (figura 12).
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Figura 12. Expressao dos genes codificadores de fitocistatinas em tecidos

especificos de plantas de arroz. A escala de cores demonstra nivel crescente de

expressao génica de acordo com a intensidade da cor azul para amarelo.

Seguindo a ordem decrescente dos genes mais expressos nos diferentes
tecidos, a fitocistatina Ill é claramente um gene com expressao ubiqua e elevada,
tendo uma leve diminuicdo em células em suspensdo, semente seca, semente
germinando, ovario, e no embrido. A Ocl, também com niveis de expresséo
elevados, é diminuida apenas nos tecidos de peciolo, inter né, ponta da raiz,
estigma, ovario, antera e saco embrionario. JaA a OcXIl por sua vez, tém sua
expressao génica detectada em todos os tecidos avaliados, variando entre niveis
altos e medios. A maior expressao da fitocistatina Xll pode ser destacada nos
tecidos de calo, semente seca, semente germinando, radicula, ponta da raiz,
espigueta, embrido e endosperma (figural2). A Ocll possui seus maximos de

expressao nos tecidos de folha e de raiz e aOcVIII em células de calos, semente
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germinando, coledptilo, palea/lema e no endosperma. O mRNA da fitocistatina IV
encontra-se de forma mais abundante no embrido da semente de arroz, e a OcX
em sementes que estdo germinando. De maneira geral, as fitocistatinas possuem
niveis de expressao peculiares para cada gene que as codifica, em cada tecido
diferente, mas sempre mantendo certo nivel basal em todos os tecidos
analisados, principalmente referindo-se as Ocl, Ocll, Oclll, OcVIll e OcXII.
Enquanto que as demais apresentam um padrdo mais tecido-especifico de
expressao génica.

A OcXIll, sendo o alvo principal deste estudo, teve sua expressdo génica
analisada separadamente em 39 tecidos de plantas de arroz (figural3).

Nivel de expresséo
(intensidade de sinal no arranjo 51K do Genoma de arroz

N° de
amostras
70
H@H 3
H@- 3
340
4
2
10
10
325
168
103
99
63
59
23
32

t

Calo]
Cultura de células|
Célula espermatica
Plantula|
Coleoptilo
Folha
Raiz
Radicula
Inflorescéncia
Panicula
Espigueta
Flor|
Estame

Antera|
Polen
Pistilo

Estigma
Ovario
Cariopse
Embrio|
Endosperma |
Parte aérea
Caule/haste
Interné
Sistema vascular
Mesocarpo
Parénquima
Pedunculo
Folha

Lamina

Jungéo folha/haste
Bainha

Folha bandeira

Jungéo folha/haste
Coroa —@—
Rizoma|

Raizes
Raiz primaria
Ponta da raiz

PP

L

19444

16
139
60
23
751

%%§+§

1

4

RN

o o o o ©

“atagtt

161
161
1"
1"

i

®®

60



Figura 13. Expressao génica da fitocistatina Xl avaliada em experimentos
de microarranjos, disponibilizados pelo software Genevestigator. Cada ponto no
gréafico representa a expressao do gene codificador da OcXIl no tecido avaliado,
com seu respectivo desvio padrdo. Os numeros a direita indicam a quantidade de
amostras avaliadas para cada tecido especifico. Acima do grafico o nivel de
expressao € indicado (médio e alto), sendo que na maioria dos estadios o nivel de
expressao de OcXll encontra-se na faixa de alta expressao e poucos com nivel

meédio de expressao.

A analise individual da fitocistatina XIl em tecidos especificos de plantas de
arroz demonstra que, de fato a expresséo deste gene € elevada e constante na
planta durante seu desenvolvimento. Os maiores niveis de expressao génica de
OcXll podem ser verificados nos tecidos de células em cultura e células
esperméticas. O terceiro lugar onde o0 mRNA deste gene é mais abundante, em
relacdo aos outros tecidos, € no endosperma. Em alguns tecidos a expressao de
OcXll foi um pouco menor do que o geral observado. A menor expressao
detectada, considerada em nivel médio, foi na regido da coroa da raiz das
plantas. O segundo lugar com menor expressao de OcXll, mas ainda assim em
nivel alto, foi encontrado em grédos de pélen. Apesar destas pequenas variacdes
encontradas, o perfil de expressao génica da fitocistatina XIl ndo parece sofrer
grandes alteracfes, sendo mantida quase sempre em um nivel alto e constante
em todos os tecidos da planta analisados, segundo a escala da figura 13.

Outra abordagem utilizada para a avaliacdo da expressdo génica das
fitocistatinas em arroz foi a andlise transcriptdmica de dados de sequenciamento
do mRNA total, de folhas e raizes de plantulas. Esta andlise possibilitou a
validacdo de algumas observacdes feitas com os experimentos de microarranjos,
onde foi possivel detectar a presenca de transcritos dos seguintes genes: Ocl,
Ocll, Oclll, OcVIll, OcX e OcXll, enquanto que para as OcV, OcVI e OclX um
namero extremamente baixo de transcritos foi reportado. Para as OclV, OcVIl e
OcXl nenhum transcrito foi encontrado (figura 14). A fitocistatina | foi a que
apresentou o0 maior nimero de reads mapeados, sugerindo que sua expressao é

relativamente maior do que os demais genes, nos dois tecidos analisados, sendo
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um pouco maior em folha do que em raiz. O segundo gene a apresentar maior
namero de reads foi a Oclll, onde ha ~36% a mais em raiz do que em folha,
sendo que o nivel de expressdo em folha se equipara ao nivel de expressao em
raiz da Ocll. A expressdo em folha de Ocll € de aproximadamente 20% da sua
expressdo em raiz. A fitocistatina Xl também possui um nivel de expressao
génica detectavel nos dois tecidos diferentes, sendo que a expressdo em folha é
menor, correspondendo a cerca de aproximadamente 70% da expressao em raiz.
Por fim, com uma menor abundéncia de transcritos analisados, as Ocs VIl e X
também foram detectadas, com expressdo maior em raiz do que em folha. De
forma geral, entre as doze fitocistatinas, nove tiveram sua expressao génica
detectada, sendo que seis delas apresentaram um numero mais elevado de
reads, indicando uma maior expressao destes genes. Também, torna-se evidente
gue dentre as fitocistatinas, a Ocl foi a Unica a ter um nimero maior de reads
detectados em folha, enquanto as demais Ocs mostram-se mais abundantes nos

tecidos que compde a raiz das plantas analisadas.
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Figura 14. Analise das bibliotecas de RNAseq, demonstrado o numero relativo
de reads encontrado para cada gene de fitocistatina de arroz, em dois tecidos

diferentes, folha e raiz, indicando a quantidade de transcritos destes genes.
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4.2 Expressao génica de fitocistatinas durante a germinacao e

desenvolvimento de plantas de arroz

Os resultados obtidos nos experimentos de microarranjos e RNAseq
serviram de base para a elucidacéo inicial do padréo de expressao dos genes de
fitocistatinas em arroz. A fim de confirmar estes resultados obtidos in silico, e
avaliar o comportamento da expressdo destes genes em periodos mais proximos,
durante a germinacéo e crescimento da plantula, experimentos de RTqPCR foram
realizados com plantas de arroz em diferentes etapas de desenvolvimento.
Partindo da avaliacdo da quantidade de mRNA em sementes maduras (0 dias),
seguindo para estadios de 12 horas de germinacdo (0.5 dia), 24 horas de
germinacao (1 dia), 48 horas de germinacao (2 dias), 96 horas apds a germinacao
(4 dias), 8 dias, 60 dias e até plantas com 240 dias de idade (figura 7). Neste
experimento os Unicos genes detectados foram a Ocl, Oclll, OcVI, OcVIll e OcXIl,
e a expressdo de cada um, em cada estadio de desenvolvimento esta
representada separadamente na figura 15.

A fitocistatina | possui um padrao de expressao génica onde inicialmente, em
sementes maduras (0 dias), o nivel de sua expressdo € elevado e decai nos
proximos dois estadios (0.5 e 1 dia), apds este periodo a expressao volta a ser
semelhante ao que era no primeiro estadio, sendo que no ultimo estadio (240
dias) ha um pico de expressao génica de Ocl, de aproximadamente quatro vezes
do que nos demais estadios (figura 15A). A fitocistatina Ill, possui uma expressao
elevada em sementes maduras, e, assim como a Ocl, sofre uma queda quando a
germinacao inicia-se, sendo que para Oclll essa baixa expressao permanece até
o periodo de 4 dias, quando sofre um aumento, dobrando o nivel de sua
expressdo em oito dias. O aumento da expressao de Oclll € significativo no
estadio de 60 dias, sendo até 30% maior que no estadio de semente madura, e
este nivel permanece alto nas plantas entrando em fase de senescéncia, no

altimo estadio avaliado (figura 15B).
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Figura 15. Expressdo génica relativa das fitocistatinas, em diferentes
estadios de desenvolvimento de plantas de arroz, avaliados em dias ap0s o inicio
da germinacéo (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 60 e 240). Apenas 0s cinco genes representados
tiveram sua expressao detectada por RTqQPCR. (A) Padrdo de expressao génica
da fitocistatina |. (B) Expressdo do gene codificador da fitocistatina Ill. (C)
Expressdo da fitocistatina VI. (D) Expressdo da fitocistatina VIIl. (E) Padréo de
expressdo génica da fitocistatina Xll. Grupos da analise estatistica referem-se ao

teste de Tuckey, com significancia <0.05.
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Os resultados obtidos para a expresséo génica da fitocistatina VI (figura 15
C) sugerem que a expressdo desse gene permanece elevada em sementes
secas, decaindo com a germinacao da planta até o estadio de 8 dias. O nivel volta
a ser mais elevado, similar ao inicial em sementes, nas plantas mais velhas, com
60 e 240 dias. Para a fitocistatina VIll, o padrao de expressao génica observado
revela que, da mesma forma que para as outras Ocs, a OcVIIlI tem expressao
génica elevada em estadio de semente, neste caso, sendo a mais elevada entre
todos os demais estadios. Este nivel de expressao decai gradativamente com a
germinagdo da planta, e permanece em um nivel basal ao longo do
desenvolvimento, considerando-se o0s estadios avaliados neste experimento
(figura 15 D).

A fitocistatina XII, por sua vez, também mantém os padrdes de expressao
génica similares aos ja observados para os demais genes (figura 15 E). O maior
nivel de expressao deste gene encontra-se no estadio de sementes madura (0O
dias), decaindo para mais da metade deste valor apos 12 horas de semente em
germinacao (0.5 dias). ApGs essa queda brusca na expressao do gene, posterior
ao periodo de apenas 12 horas, a quantidade de mRNA da OcXIll permanece
neste nivel mais baixo durante todos os demais estadios de desenvolvimento da
planta analisados, até a idade de 240 dias da planta (8 meses).

A fim de tornar mais clara a comparacdo da expressdo destes genes de
fitocistatinas durante o desenvolvimento das plantas, os resultados obtidos,
apresentados na figura 15, foram plotados em um novo gréfico, onde a expresséo
dos genes pode ser avaliada de forma comparativa e relativa ao gene OcVIll no
dia 0 (figura 16). O que pode ser percebido, de maneira geral, sdo os genes mais
expressos Ocl, OCIIl e OcXll, enquanto OcVI e OcVIIl possuem niveis bem
menores de expressao génica. Os demais genes Ocll, OclV, OcV, OcVIl, OclX,
OcX e OcXl, nédo tiveram expressdo génica detectavel por esta metodologia.
Também, permanece claramente visivel que estes genes de fitocistatinas
possuem um nivel elevado de expressao génica nas sementes de arroz, o qual
diminui quando as mesmas comecam a germinar e, principalmente para as Ocl,
Oclll e OcVI a expressdo génica volta a aumentar nas plantas mais velhas (8

dias, 60 dias, 240 dias). A fitocistatina | foi a Unica a apresentar, de forma
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significativa, uma elevacdo da expressdo génica em folhas que comecam a
desencadear o processo de senescéncia, podendo ter alguma funcéo relacionada
com esta via. Em suma, a fitocistatina Xll apresentou-se como um dos trés genes
de fitocistatinas mais expressos durante todo o desenvolvimento das plantas
analisadas. Entretanto, a mesma destaca-se nas sementes maduras de arroz, e
evidentemente é necessaria uma diminuicdo da quantidade de seu mRNA para
que a planta consiga germinar, o qual ndo mais retorna para niveis tado elevados

guanto o detectado no estadio de semente madura (O dias).
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Figura 16. Expressédo génica relativa das fitocistatinas de arroz, durante
diferentes estaddios de desenvolvimento. Para visualizagcdo comparativa da
expressao em escala, de cada gene, o célculo de AACt foi realizado para todos os
genes em relacdo ao estadio de semente da fitocistatina VII. A escala
apresentada encontra-se em log2, e a analise estatistica refere-se a mesma

demonstrada nos graficos anteriores (figura 15).
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4.3 Consideracdes evolutivas sobre as fitocistatinas

As fitocistatinas vém sendo estudadas ao longo dos ultimos 30 anos e
diversas relacdes evolutivas tém sido propostas para estas sequéncias. Com o
intuito de auxiliar na elucidacdo das origens e diversificacbes destes genes,
principalmente na espécie de Oryza sativa, uma busca pelas sequéncias
homologas as fitocistatinas de arroz, descritas por Martinez et al. 2007, foi
realizada no banco de dados Phytozome, em todos os genomas atuais que
possuem sequéncias disponiveis. Considerando-se as sequéncias gendémicas de
25 espécies diferentes, foram encontradas 204 genes de fitocistatinas, sendo que
36 destes genes sao ortélogos a OcXIll, apresentando uma extensdo C-terminal,

com o motivo proteico SNSL (tabela 8).

Tabela 8. Sequéncias de genes homdlogos a fitocistatinas encontrados para 25
espécies de plantas diferentes, no banco de dados Phytozome. As sequéncias
com seus respectivos cddigos em negrito e marcadas com asterisco representam
as fitocistatinas com extensdo C-terminal, para cada espécie encontrada. Apenas

0S genes cujos dominios cistatinas eram conservados foram considerados.

Espécie Co6digo Phytozome Acrdnimo Fi't\lgctgttaaltidrgs
Oryza sativa LOC_0s01g58890 Osa_Ocl 11
LOC_0Os05g41460 Osa_Ocll
LOC_0s05g33880 Osa_Oclll

LOC_0Os01g68660 Osa_OclV
LOC_0s01g68670 Osa_OcV
LOC_0s03g11180 Osa_OcVI
LOC_0s03g11170 Osa_OcVIl
LOC_0s03g31510 Osa_OcVII
LOC_0s09g08100 Osa_OcX
LOC_0s049g28250 Osa_OcXI
LOC_0s01g16430 Osa_OcXII*

Arabidopsis thaliana AT5G12140 AtCYS1 7
AT2G31980 AtCYS2
AT2G40880 AtCYS3
AT4G16500 AtCYS4
AT5G47550 AtCYS5
AT3G12490 AtCYS6*
AT5G05110 AtCYST*

Manihot esculenta cassavad.l 014862m Mes014862* 8

cassava4_1 018473m Mes018473m
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Ricinus communis

Linum ussitatissimum

Populus trichocarpa

Medicago truncatula

Phaseolus vulgaris

Glycine max

cassava4_1 019663m
cassava4_1 019672m
cassava4_1 019939m
cassava4.l_023762m
cassava4_1 027574m
cassavad_1 027619m
27574.m000225
29686.m000868
29785.m000949
29940.m000399
30183.m001284
Lus10008702
Lus10026117
Lus10026779
Lus10041257
POPTR_0001s07020.1
POPTR_0001s23300.1
POPTR_0002s23690.1
POPTR_0003s19140.1
POPTR_0006s01560.1
POPTR_0006s03170.1
POPTR_0009s02740.1
POPTR_0014s14680.1
POPTR_0016s03070.1
Medtr2g030120.1
Medtr2g092440.1
Medtr3g058780.1
Medtr3g104370.1
Medtr5g095890.1
Medtr8g044470.1
Phvulv091000112m
Phvulv091000114m
Phvulv091000119m
Phvulv091003997m
Phvulv091012647m
Phvulv091014625m
Phvulv091015691m
Phvulv091019782m
Phvulv091019996m
Phvulv091019997m
Glyma04g10360.1
Glyma05g28250.1
Glyma07g39590.1
Glyma09g01360.1
Glyma09g16960.1
Glymallg06850.1
Glymallg36780.1
Glymal3g04250.1
Glymal3g25870.1
Glymal4g04250.1

Mes019663m
Mes019672m
Mes019939m
Mes023762m*
Mes027574m
Mes027619m
Rc027574.m000225
Rc029686.m000868*
Rc029785.m000949
Rc029940.m000399*
Rc030183.m001284
Lus10008702*
Lus10026117*
Lus10026779
Lus10041257
Ptr0001s07020*
Ptr0001s23300
Ptr0002s23690
Ptr0003s19140*
Ptr0006s01560
Ptr0006s03170*
Ptr0009s02740
Ptr0014s14680
Ptr0016s03070*
Mtr2g030120
Mtr29092440
Mtr3g058780
Mtr3g104370
Mtr59095890
Mtr8g044470*
Pvu091000112
Pvu091000114
Pvu091000119
Pvu091003997
Pvu091012647
Pvu091014625
Pvu091015691
Pvu091019782*
Pvu091019996
Pvu091019997
Gma04g10360
Gma05g28250
Gma07g39590
Gma09g01360
Gma09g16960
Gmallg06850
Gmallg36780
Gmal3g04250
Gmal3g25870*
Gmal4g04250
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Glymal5g36180.1 Gmal5g36180*

Glymal8g12240.1 Gmal8g12240

Glyma20g08800.1 Gma20g08800

Cucsa.048060.1 Csa048060

Cucsa.083990.1 Csa083990

Cucsa.100820.1 Csal00820

Cucsa.180410.1 Csal80410

Cucsa.142550.1 Csal42550

Cucsa.268290.1 Csa268290

Prunus persica ppa010412m Ppe010412*

~

ppa013391m Ppe013391

ppa021911m Ppe021911

ppa023297m Ppe023297

Carubv10002326m Cru10002326

Carubv10014520m Cru10014520*

Carubv10024940m Cru10024940

Carubv10027345m Crul0027345

Bra001878 Bra001878

Bra005556 Bra005556

Bra008912 Bra008912

Bra016965 Bra016965

Bra017358 Bra017358

Bra022141 Bra022141

Bra024935 Bra024935

Bra038474 Bra038474
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11

Bra038475 Bra038475
Bra038477 Bra038477
Bra038478 Bra038478
Bra038725 Bra038725*
Bra040651 Bra040651
Carica papaya evm.model.supercontig_34.196 Cpa34.196
evm.model.supercontig_34.197  Cpa34.197
evm.model.supercontig_34.199 Cpa34.199
evm.model.supercontig_34.200 Cpa34.200
evm.model.supercontig_34.201 Cpa34.201
evm.model.supercontig_75.103 Cpa75.103
evm.model.supercontig_157.8 Cpal57.8
evm.model.supercontig 228.9 Cpa228.9*
Citrus sinensis orangel.1g027502m Csilg027502*
orangel.1g033492m Csilg033492
orangel.1g034261m Csilg034261
orangel.1g037584m Csilg037584
orangel.1g042638m Csilg042638
orangel.1g048720m Csilg048720
Eucalyptus grandis Eucgr.A02184.1 EgrA02184
Eucgr.A02187.1 EgrA02187
Eucgr.A02189.1 EgQrA02189
Eucgr.B03762.1 Egr.B03762
Eucgr.E03919.1 Egre03919
Eucgr.E03920.1 Egre03920
Eucgr.E03921.1 EQrE03921
Eucgr.E03923.1 EQrE03923
Eucgr.J00085.1 EgrJ00085*
Eucgr.J00666.1 EgrJ00666
Eucgr.L00642.1 EgrL00642
Vitis vinifera GSVIVT01003320001 Vvi01003320001
GSVIVT01025801001 Vvi01025801001*
GSVIVT01037389001 Vvi01037389001

Aquilegia coerulea Aquca_009_00061.1 Aco009_00061*

Shorgum bicolor

Aquca_028 00213.1
Aquca_075_00041.1
Aquca_036_00059.1
Aquca_028 00208.1
Aquca_028 00209.1
Aquca_003_00453.1
Aquca_007_00495.1
Sb03g010730.1
Sb03g037370.1
Sb09g024230.1
Sb09g020170.1
Sb09g024240.1
Sb01g043320.1
Sb03g043680.1
Sb01g031450.1
Sb01g031440.1

Aco028 00213
Aco075_00041
Aco036_00059
Aco028_00208
Aco028_00209
Aco003_00453
Aco007_00495
Sbi03g010730*
Shi03g037370
Shi09g024230
Shi09g020170
Sbi09g024240
Sbi01g043320
Shi03g043680
Shi01g031450
Sbi01g031440
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Sbh01g031460.1 Shi01g031460

Sb01g031470.1 Sbhi01g031470
Zea mays GRMzZM2G013461_TO01 Zma2G013461* 12
GRMZM2G012160_TO01 Zma2G012160
GRMZM2G438551_TO01 Zma2G438551
GRMZM2G440968_TO01 Zma2G440968
GRMZM2G024264_TO01 Zma2G024264
GRMZM2G133620_TO01 Zma2G133620
GRMZM2G401328 TO01 Zma2G401328
GRMZM2G401374_TO01 Zma2G401374
GRMZM2G359581_TO01 Zma2G359581
GRMZM2G030717_TO01 Zma2G030717
GRMZM2G312061_TO01 Zma2G312061
GRMZM2G148925_TO01 Zma2G148925
Setaria italica Si002179m Sit002179* 10
Si003312m Sit003312
Si024721m Sit024721
Si024132m Sit024132
Si039899m Sit039899
Si038060m Sit038060
Si037934m Sit037934
Si027571m Sit027571
Si028385m Sit028385
Si028295m Sit028295
Selaginella moellendorfii 85303 Smo85303* 3
418098 Smo418098*
19455 Smo19455
Physcomitrella patens Pp1s238 59V6.1 Ppals238_59V6* 4
Pp1s212_8V6.1 Ppals212_8V6*
Pplsl142_12V6.1 Ppalsl142_12V6
Pp1s238 60V6.1 Ppals238_60V6
Chlamidomonas reinhardtii  Cre04.g225650.t1.1 Cre04.9225650 1
Volvox carteri Vocar20011820m Vca20011820 1

NUmero total de fitocistatinas: 204 Total de fitocistatinas com extensao C-terminal: 36

A analise inicial foi realizada de forma a verificar a posicéo filogenética das
fitocistatinas de arroz em grupos de sequéncias homodlogas de plantas. O
alinhamento e a analise bayesiana englobaram todas as fitocistatinas encontradas
nos genomas das plantas consideradas (tabela 8), e resultaram em uma filogenia
onde podemos verificar a existéncia de quatro grandes grupos bem suportados
(figura 17). O primeiro grupo (1, preto) € composto de um Unico subgrupo formado
por duas espécies, Chlamidomonas reinhardti e Volvox carteri, as quais
permanecem de forma basal as sequéncias de fitocistatinas das demais espécies

analisadas. No segundo grupo formado (azul), podem ser encontradas
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sequéncias tanto de monocotileddéneas quanto de dicotiledéneas, as quais néo
possuem uma clara separacgéo, em fungédo do baixo suporte, mas que podem ser
visualizadas no subgrupo 2.1, em azul escuro (dicotiledéneas), e no subgrupo 2.2,
em azul claro (monocotileddneas, exceto C. sativus). Neste grupo 2, subgrupo 2.2
podem ser encontradas as sequéncias das fitocistatinas VI, VII, VIII e XI. O grupo
3, em verde claro, € um grupo menor, composto de apenas algumas sequéncias
de monocotiledoneas e dicotiledoneas, incluindo as fitocistatinas 1V, V e X. O
grupo 4, comporta um grande namero de sequéncias de fitocistatinas, as quais
podem ser separadas em cinco subgrupos principais. No subgrupo 4.1, em lilas,
podem ser identificadas as sequéncias que se dispde de forma basal ao grupo 4,
sendo elas encontradas nas duas espécies, S. moellendorfii e P. patens. O
subgrupo 4.2, verde escuro, é formado pelas sequéncias das monocotileddéneas
de O. sativa, Z. mays, S. bicolor, e S. italica, além de algumas sequéncias de
dicotiledbneas como A. thaiana, B. rapa, C. rubella e M. truncatula, sendo o grupo
onde encontram-se as fitocistatinas | e Il de arroz. Identificado como subgrupo
4.3, em laranja, pode ser destacado o0 agrupamento contendo somente
sequéncias de plantas dicotileddneas, entre as quais G. max, E. grandis,
C.sinensis, M. truncatula, P. wvulgaris, L. ussitatissimum, P. trichocarpa,
R.comunis, M. esculenta, V. vinifera e C. papaya. No subgrupo 4.4, em cor roxa,
sdo encontradas as sequéncias de monocotileddoneas homologas a Oclll de Z.
mays, S. bicolor e S. italica, além de uma sequéncia de P. persica, uma
dicotiledénea. O ultimo subgrupo identificado € o 4.5, destacado em dois tons de
vermelho, o qual relne todas as sequéncias de fitocistatinas com extensdo C-
terminal.

Este subgrupo 4.5 pode ainda ser dividido em dois grupos menores, para
melhor visualizacdo das relacdes entre as sequéncias. O grupo 4.5.1, vermelho
claro, € composto somente pelas sequéncias carboxi-extendidas de mono e
dicotileddneas, incluindo a fitocistatina XlII. Entretanto, o grupo 4.5.2, vermelho
escuro, é formado apenas por sequéncias de dicotiledbneas, mas possui mais
algumas sequéncias além das carboxi-extendidas, cuja sequéncia N-terminal é

mais relacionada com este agrupamento.
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Figura 17. Andlise filogenética das sequéncias proteicas de fitocistatinas. Os
principais grupos da andlise estdo destacados pelas diferentes cores, e
especificados pelos niameros nos circulos pretos em cada ramo. Os subgrupos
dentro dos grupos 2 e 4 estdo especificados pelas chaves nhumeradas, a direita de
cada agrupamento. As sequéncias que representam as fitocistatinas de arroz
estdo destacadas em vermelho.

A analise filogenética das fitocistatinas pode ser visualizada mais
detalhadamente na figura 18, demonstrando as relagbes mais estreitas entre os
genes analisados, dentro de cada um dos quatro grupos maiores. Assim, €
possivel observar a permanéncia das sequéncias de Chlamidomonas reinhardtii e
Volvox carteri, no grupo 1, de forma externa a todas as demais sequéncias
analisadas. No grupo 2, bem suportado, ndo existe uma separacao clara entre
subgrupos de sequéncias, pelo baixo suporte dos ramos, apesar de haver uma
aparente tendéncia de separacdo entre monocotiledéneas (grupo 2.1, exceto pela
presenca da espécie C. sativus) e dicotiledéneas (grupo 2.2). No grupo 2.2 € onde
estdo localizadas as fitocistatinas de arroz, sendo que OcVI e OcVIl constituem
um grupo de provavel duplicacéo recente e as Ocs VIlI e XI denotam outro evento
de duplicacdo mais recente. A formacdo do grupo 3 € bem suportada
(probabilidade posterior igual a 1), e neste grupo encontram-se diversas
sequéncias de monocotiledéneas e dicotiledéneas, podendo ser destacada a
presenca das sequéncias de fitocistatinas de arroz, OclV, OcV e OcX, sendo as
duas ultimas, também resultantes de um evento de duplicacao recente. O grupo 4
apresenta como principal ancestral o agrupamento identificado como 4.1,
contendo as sequéncias de S. moellendorfii e Physcomitrella patens, agrupadas
em clados de acordo com sua propria espécie. Apos a separacéo do grupo 4.1, os
demais grupos ndo apresentam uma clara divergéncia evolutiva entre si, tendo
em vista o baixo suporte obtido na andlise e, portanto, formando um agrupamento
conciso, retratado pela identificagdo do grupo 4, como uma Unica entidade.
Entretanto, fica evidenciada a formacao de subgrupos de sequéncias dentro deste
grupo 4. As sequéncias mais relacionadas com as fitocistatinas | e Il de arroz

formam o subgrupo 4.2, composto de um subclado externo de sequéncias de
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dicotileddéneas (A. thaliana, C. rubella, B. rapa e M. truncatula) e outro clado de
monocotiledéneas (O. sativa, Z. mays, S. bicolor e S. italica). Neste subclado de
monocotileddéneas pode ser observada uma divisdo de acordo com as sequéncias
homologas a Ocl, e com as sequéncias homadlogas a Ocll, sendo que, pelo menos
uma sequéncia representante de cada espécie de monocotiledéneas encontra-se
em cada clado homodlogo a Ocl ou Ocll. No agrupamento 4.3 podem ser
visualizadas sequéncias exclusivas de dicotiledoneas enquanto que, no grupo 4.4
sdo encontradas agrupadas as sequéncias de monocotiledbneas (exceto uma
sequéncia de P. persica), sendo estas mais relacionadas com a fitocistatina Ill de
arroz.

O agrupamento 4.5, bem suportado (probabilidade posterior =1), é onde
podem ser encontradas todas as sequéncias das fitocistatinas carboxi-extendidas
de plantas, incluindo a fitocistatina Xll, foco deste trabalho. Este resultado,
remonta a formacdo de um grupo maior com sequéncias de monocotiledéneas e
dicotileddneas, incluindo a OcXIll (4.5.1) e outro grupo onde estdo presentes
apenas sequéncias de dicotiledéneas (4.5.2). Nesta andlise, considerando-se
apenas a regido amino-terminal das fitocistatinas, existem algumas peculiaridades
em relacdo a formacdo do grupo 4.5.2, onde algumas outras sequéncias de
dicotiledéneas, que ndo possuem extensdo C-terminal, acabaram sendo incluidas
neste dltimo grupo. Assim, algumas fitocistatinas ndo carboxi-extendidas das
espécies de E. grandis e M. esculenta, além de outras cépias, sem extensdo C-
terminal, das espécies de A. thaliana, B. rapa, C. rubella, e C. sinensis, foram
clusterizadas no subgrupo 4.5.2, juntamente com as sequéncias com extensao C-
terminal das espécies de A. thaliana, B. rapa, C. rubella, C. sinensis, V, vinifera,
R. communis e P. trichocarpa.

Outro padréo interessante que pode ser observado nesta analise filogenética
(figura 18) é a presenca de varios genes oriundos de eventos de duplicagao
recente dentro de cada espécie analisada. Isto pode ser observado entre genes
da mesma espécie que apresentam 0s ramos muito proximos e clusterizados em

um mesmo agrupamento filogenético.
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Figura 18. Analise filogenética envolvendo a regido N-terminal de todas as
fitocistatinas encontradas nas 25 espécies de plantas consideradas. Os valores
acima dos ramos referem-se ao valor de probabilidade posterior obtido. Os quatro
grupos principais, e respectivos subgrupos encontram-se destacados pelos
nameros nos circulos pretos. As sequéncias das fitocistatinas de arroz encontram-
se destacadas pelas setas a direita dos taxons, sendo a seta mais grossa
correspondente a OcXIl. Para inclusdo das fitocistatinas com extensédo C-terminal
nesta analise global, somente a regido N-terminal destas sequéncias de proteinas

foram consideradas.

A fim de clarificar a resolucdo das relacdes filogenéticas das fitocistatinas
carboxi-extendidas, uma segunda analise foi realizada apenas com os 36 genes
de fitocistatinas que possuiam a extensdo C-terminal em sua sequéncia (tabela
8). O resultado obtido sugere claramente a existéncia de trés principais grupos
bem suportados (probabilidade posterior >0.95) (figura 19). Com este resultado é
possivel verificar que sequéncias de S. moellendorfii e P. patens formam o
primeiro dos grupos obtidos (1), de forma que estas sequéncias possuem uma
relacdo de ancestralidade com as demais sequéncias de plantas vasculares,
sendo estas monocotiledéneas e dicotiledéneas. No segundo grupo da analise
(2), encontram-se todas as sequéncias carboxi-extendidas de monocotiledéneas,
e grande parte das sequéncias de dicotileddéneas. E, o terceiro grupo (3)
caracteriza-se pela presenca de sequéncias encontradas apenas em espécies do
grupo das dicotileddneas.

Observando mais detalhadamente a analise bayesiana obtida (figura 19), é
possivel salientar que nas espécies S. moellendorfii e P. patens, as sequéncias
duplicadas de cada espécie mantém-se agrupadas, primeiramente com sua
propria espécie e em seguida formam o grupo 1, mais basal em relacdo as
demais plantas. O grupo 2 é composto de sequéncias tanto de monocotiledéneas
guanto de dicotiledéneas, sendo que alguns subgrupos podem ser destacados. O
subgrupo 2.1 é composto somente por sequéncias de monocotiledoneas, entre
elas o arroz, milho, sorgo e S. itdlica. No subgrupo 2.2 as sequéncias das

espéecies de Arabidopsis, B. rapa e C. rubella formam um grupo filogeneticamente
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mais relacionado. As espécies de P. trichocarpa, R. communis, M. esculenta e L.
ussitatissimum, formam o subgrupo 2.3, enquanto que G. max, P. vulgaris e M.

truncatula formam o subgrupo 2.4.
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Figura 19. Analise bayesiana das fitocistatinas com extensdo C-terminal.
Todas as 25 espécies analisadas, exceto Chlamidomonas reinhardtii e Volvox
carteri possuem pelo menos um representante desta classe de genes. Os trés
principais grupos encontram-se destacados pelos niumeros nos circulos pretos e
0s subgrupos pelos circulos menores, numerados de acordo com 0s respectivos

grupos principais.
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O ultimo subgrupo, formado dentro do maior grupo de fitocistatinas carboxi-
extendidas (grupo 2), € o 2.5 que agrupa as sequéncias das espécies de E.
grandis e C. papaya. Externamente ao grupo 2, encontra-se um clado onde sé&o
encontradas apenas espécies de dicotiledéneas, o grupo 3. Neste ultimo grupo,
estdo as sequéncias de fitocistatinas com extensdo C-terminal das seguintes
espécies, P. trichocarpa, R. communis, C. sinensis e V. vinifera, formando o
subgrupo 3.1, além de sequéncias de arabidopsis, B. rapa e C. rubella, formando
0 subgrupo 3.2. As espécies que formam o grupo 3, exceto C. sinensis e V.
vinifera, também estdo representadas no grupo 2 com outra(s) sequéncia(s)
adicional(is) de fitocistatina(s) carboxi-extendida(s). Para melhor verificar a
possivel origem desta separacao filogenética, o alinhamento de sequéncias das
espécies presentes tanto no grupo 2 quanto no grupo 3 foi realizado. Algumas
peculiaridades das sequéncias do grupo 3 podem ser destacadas, sendo elas
principalmente relacionadas com substituicdes de aminoacidos em sitios
especificos, em relacdo as sequéncias homodlogas presentes no grupo 2. O
alinhamento pode ser observado na figura 20, onde se encontram destacados
treze posicdes em que aminoacidos foram trocados. Destes treze sitios, em seis
deles as substituicbes mostram-se de forma altamente conservada, uma vez que
todas as sequéncias do grupo 2 possuem um Unico aminoacido em comum,
enquanto as do grupo 3 possuem outro. Os outros sete sitios de substituicdo sao
um pouco mais variaveis, ja que as sequéncias do grupo 2 mantém até dois tipos
aminoacidos em comum e as do grupo 3 também possuem até dois outros tipos
aminoacidos em comum. Sendo que estes tipos de aminoacidos nunca sao 0s
mesmos entre os dois grupos filogenéticos, quando considerados 0s mesmos

sitios da sequéncia proteica.
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Figura 20. Alinhamento entre as sequéncias com extensdo C-terminal presentes
no grupo 2 e as sequéncias da mesma espécie que ficaram agrupadas no clado 3
segundo a analise bayesiana (figura 19). As sequéncias de cada clado estédo
indicadas nos colchetes a esquerda da figura. As setas pretas indicam os treze
sitios onde aminoacidos foram substituidos entre as sequéncias dos dois grupos.
As setas mais longas indicam sitios onde a substituicdo foi de apenas um
aminoacido. As setas mais curtas indicam sitios onde a substituicdo foi de um ou
mais tipos aminoacidos, sendo que estes aminoacidos ndo sao compartilhados
entre os dois grupos, apresentando um padrdo especifico do grupo 2 ou 3. Os

doninios cistatinas caracteristicos encontram-se sublihados.
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4.4 Obtencao do vetor RNAI e transformacéao genética de plantas de arroz

para silenciamento da fitocistatina Xll

Mediante a sintese de primers especificos para a amplificacdo da regido C-
terminal, exclusiva da fitocistatina XlI (figura 21 A), foi possivel a obtencao de um
fragmento correspondente a 138 pb, denominado fragmento Oc12i (figura 21 B).
A insercdo deste amplicon no vetor pENTR (figura 21 C) foi confirmada por
reacdo de PCR, pela amplificacdo com os primers especificos do fragmento Oc12i
(figura 21 D). Dos trés clones obtidos, apenas um foi escolhido para a reagéo de
recombinacdo com o vetor pANDA (figura 21 E). A confirmacdo da orientacao
correta dos fragmentos Oc12i no vetor pANDA foi realizada com combinac¢des de
primers resultando em amplicons de 968 pb e 870 pb respectivamente, de acordo
com as figuras 21 E e F. Dos quatro vetores testados, todos possuiam as duas
insercdbes nas corretas orientagbes, e um destes foi selecionado para
transformacdo em A. tumefaciens e posterior transformagdo dos calos
embriogénicos de arroz. Durante todas as etapas os amplicons obtidos foram
purificados e sequenciados, e suas sequéncias confirmadas contra os bancos de

dados Phytozome e NCBI (National Center of Biotechnology Information).
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Figura 21. Construgéo do vetor de silenciamento génico para a fitocistatina XIl de
arroz. A. Representacdo da estrutura génica da fitocistatina XII, demonstrando o
local de anelamento dos primers projetados para a amplificacdo de um fragmento
especifico. B. Resultado da amplificacdo com os primers Oc12i, sendo o primeiro
fragmento, indicado pelo nimero 2, oriundo da amplificagdo do DNA genémico da
planta e o fragmento indicado pelo nimero 3, resultante da amplificagdo no cDNA
da planta. Na canaleta niumero 1 pode-ser verificar o marcador de peso molecular,
para confirmacédo do tamanho esperado das bandas obtidas. C. Representacao
do local de insercédo do fragmento Oc12i no vetor pENTR, e os primers utilizados
para a confirmacao da insercao no vetor, o resultado da amplificacdo encontra-se
na foto da figura D. O asterisco (*) indica o clone escolhido para prosseguir com o
experimento. E. Demonstracdo do vetor pANDA recombinado com o fragmento
Ocl2i, e as setas indicam o local e sentido de anelamento dos primers utilizados
para a confirmacdo do vetor, como demonstrado na figura F, com a combinagéo A

e B de primers, de acordo com as cores das setas na figura E.

A obtengé&o dos calos de arroz transgénicos, transformados com o vetor de
silenciamento RNAI esté ilustrada na figura 22.

Figura 22. Transformacao de calos embriogénicos de arroz para obtencéo
de plantas silenciadas para OcXIll. A. Selecdo dos calos transformados em
higromicina. B. Proliferacdo dos calos transgénicos, cada metade da placa
corresponde a um mesmo evento de transformacdo. C. Regeneracao dos calos.
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D. Selecdo das plantulas regeneradas em higromicina. E. Crescimento das

plantas em vermiculita.

4.5 Plantas transgénicas resultantes da transformacao para silenciamento

génico da fitocistatina XII

ApoOs a regeneracdo e selecdo das plantas transformadas em higromicina, o

resultado foi a obtencdo de 92 plantas, correspondentes a nove linhagens

transgénicas com o vetor RNAiI OcXIl e plantas controle, ndo transformadas.

Conforme descrito na tabela 9 abaixo.

Tabela 9. Plantas obtidas ap6s o processo de transformacdo dos calos

embriogénicos com o vetor RNAI para a fitocistatina XII.

Linhagem Plantas Indr‘il\jigﬁos
8 A-B-C-D-E-F-G-H 8
9 A-B-C-D-E-F-G-H-I-J-K-L-M 13
10 A-B-C-D-E-F-G-H-I-J-K-L-M-N-O-P-Q-R-S-T- 26
U-V-X-Y-W-Z

11 A-B-C-D-E 4
14 A 1
16 A 1
19 A-B-C-D-E 5
24 A-B-C-D-E-F-G-H-I-J 10
25 A-B-C-D 4

Nipp A-B-C-D-E-F-G-H-I-J-K-L-M-N-O-P-Q-R-S-T 20
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Destas nove linhagens obtidas, algumas plantas foram selecionadas a fim de
comprovar-se a transgenia das mesmas. As linhagens testadas encontram-se
destacadas na figura 23. Os dois pares de primers utilizados para a confirmacéo
da transgenia correspondem, primeiramente, ao gene HPT (figura 23 A), cujo
amplicon corresponde ao tamanho de 430pb, e em seguida as mesmas amostras
foram testadas com o primer gus-linker (figura 23 B), resultando em um fragmento
amplificado de 636pb. Todas as amostras testadas apresentaram amplificacdo
positiva, e com o0s tamanhos esperados, para o0s dois conjuntos de
oligonucleotideos, exceto a planta 10D, a qual apresentou amplificacdo positiva

para a regidao do HPT, mas ndo com a regido do gus-linker.
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Linhagem Plantas testadas Total
8 A-B-C-D-E 5
9 A-B-C-D-E-F-G-H-1 9
10 A-B-C-D-E-F-G-H-I-J 10
11 A-B-C 3
14 A 1
19 A-B-C-D-E 5
24 A-B-C-D-E-F-H-I-J 9
1

25 A

Figura 23. Linhagens de plantas TO, testadas para a confirmacdo da
transgenia, e presenca do vetor RNAI para a OcXIll. A. Amplificacdo da regido
correspondente ao gene de resisténcia a higromicina (HPT), parte do vetor
PANDA, integrado no genoma das plantas. O fragmento resultante corresponde a
uma banda de 430 pb, conforme indicado no esquema abaixo da foto do gel. B.
DNA das plantas testado para amplificacdo de 636 pb do gene gus-linker,
conforme esquema abaixo da foto do gel. As setas indicam a posicao e orientacao
dos primers utilizados. A tabela abaixo indica as linhagens e namero total de

plantas com o DNA testado.
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Apbés a confirmagdo da transgenia, as plantas foram testadas para
verificacdo do nivel de silenciamento da fitocistatina Xll. A andlise por RTQPCR
revelou que em grande parte das plantas transgénicas, o nivel de mRNA da OcXiI|
estava diminuido (figura 24), em comparacdo com o nivel de expressao do gene
nas plantas controle (Nipp). Plantas de quatro linhagens (L9, L10, L19 e L24) que
apresentaram um maior nivel de silenciamento, com cerca de 90% do mRNA do
gene alvo reduzido, foram selecionadas para analises posteriores e estdo
indicadas na figura 24 B. Nas demais linhagens, L8, L11 e L14, também houve
reducdo da expressdo génica da fitocistatina Xll, porém de forma menos
significativa. Algumas plantas néo tiveram o nivel do mRNA afetado de forma
significativa (10d e 10e). Outra linhagem (25 a) parece ter uma superexpressao

do gene e nao sobreviveu por mais de trés meses.
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Figura 24. Analise por RTgPCR do nivel de silenciamento do gene OcXII

nas plantas transgénicas (T0). A. Niveis de expressao génica de OcXll nas
diferentes plantas de cada linhagem. As plantas indicadas com asterisco (*) foram

escolhidas por apresentarem o maior nivel de silenciamento de OcXIl, e estdo

indicadas na tabela abaixo do grafico.

86



As plantas das quatro linhagens selecionadas (L9, L10, L19 e L24) foram
submetidas a experimentos de RTgPCR a fim de verificar a alteracdo da
expressdo génica nos demais onze genes que codificam fitocistatinas. No
conjunto das quatro linhagens nao foi observada variacdo significativa entre o
nivel de expresséo das fitocistatinas em plantas controle (Nipp) e plantas OcXIl
RNAI, exceto para a fitocistatina Xll, que apresenta-se efetivamente silenciada.
As linhagens L10 e L24 apresentaram uma pequena reducdo no nivel de
expressao da OcVI (figura 25). Para melhor visualizacdo do nivel de expressao
génica das fitocistatinas entre plantas normais e RNAI, os dados da figura 25
foram plotados em escala, de forma que todos foram normalizados em relacéo as
plantas Nipp da OcX, como controle enddgeno (figura 26). Assim, torna-se
possivel a visualizacdo dos genes que sédo de fato mais expressos nas plantas
(Ocl, Oclll, OcVI, OcXIl e OcXll), validando o resultado de que n&o existem
variagdes significativas entre a expressao das fitocistatinas nas plantas
transformadas em relacdo as controle, exceto OcXll e OcVI, como ja relatado.
Neste experimento, ndo foi possivel detectar transcritos referentes aos genes das

fitocistatinas I, V, VII e IX, assim como em experimentos anteriores.

2

Ocl Oclll OclV OcVI OcViIi OcX OcXIl OcXiIl
Linhagens TO de plantas OcXIll silenciadas

mNipp BL9 OL10 OL19 OL24

Figura 25. Expressao relativa das fitocistatinas nas plantas controle (Nipp), em
relacdo as quatro linhagens de plantas OcXll RNAi (L9, L10, L19 e L24). Os
grupos estatisticos referem-se ao teste de Tuckey com p<0.05. As fitocistatinas II,

V, VIl e IX ndo foram detectadas em nivel de mRNA.
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Figura 26. Expresséo relativa das fitocistatinas nas plantas controle (Nipp),
em comparacgdo com as plantas silenciadas das linhagens L9, L10, L19 e L24. Os
dados estdo plotados no gréafico de forma a demonstrar o nivel proporcional de

expressao de cada gene das fitocistatinas, nos tecidos de folha analisados.

A verificagcdo do nivel de silenciamento de OcXIl, juntamente com o nivel de
expressdo do vetor RNAI, foi realizada para as quatro linhagens de plantas (L9,
L10, L19 e L24). Trés conjuntos de oligonucleotideos foram utilizados (figuras 27
A e B). O resultado obtido demonstra que a expressao do transgene (hairpin) é
relativamente variavel entre as linhagens, sendo maior na L9, intermediario em
L19 e L24, e menor na L10 (figura 27 C). Entretanto, esta variacdo nao gera
diferencas significativas no silenciamento de OcXIl entre as quatro linhagens
avaliadas, uma vez que o nivel de mRNA de OcXIl detectado néo varia entre elas.

Adicionalmente, a expressao génica relativa dos genes de legumainas de
arroz foi validada, uma vez que estas proteases seriam 0s alvos primarios da
fitocistatina XlI, e, devido ao silenciamento desta, poderiam sofrer algum tipo de
alteracdo em nivel de expressdo génica. O resultado obtido revela que ndo ha
variacao significativa em nivel de expressdo génica das legumainas, nas plantas

OcXIl silenciadas, em relagéo as plantas controle (figura 28).
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Figura 27. Silenciamento da fitocistatina XIl em comparacdo ao nivel de
expressao do vetor RNAI. (A) Conjunto de primers utilizados para amplificacao da
fitocistatina Xll, sendo que o Ultimo (Ocl2iF+0Oc12iR), também amplifica o
fragmento Oc12i inserido no vetor de silenciamento (B). RTqQPCR das linhagens
L9, L10, L19 e L24. Cada barra corresponde a um dos trés conjuntos de primers
utilizados, sendo as duas primeiras (Ocl12 e irOC12) correspondentes ao nivel de
silenciamento da OcXll e ultimo (Ocl12i), representante da expressdo do vetor

RNAI. Analise estatistica referente ao teste de Tuckey p<0.05.

As mesmas quatro linhagens de plantas silenciadas para a fitocistatina XlI
(L9, L10, L19 e L24), foram analisadas quanto a presenca de caracteristicas
morfologicas alteradas. O fendtipo das plantas ndo apresentou variacbes

altamente significativas visualmente, o que pode ser verificado na figura 29.
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Figura 28. Expressao génica relativa dos cinco genes de legumainas de
arroz, em plantas controle (Nipp), e linhagens silenciadas para OcXIl (L9, L10,

L19 e L24). Analise estatistica referente ao teste de Tuckey com p<0.05.

Figura 29. Fendtipo de plantas OcXIl silenciadas e plantas controle,
considerando-se a parte aérea, as raizes e as paniculas das respectivas

linhagens.
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Para uma melhor quantificacdo da existéncia ou ndo de diferencas
fenotipicas entre as plantas, foram realizadas medicfes e comparacdes entre as
plantas, onde foram consideradas oito caracteristicas fenotipicas principais (figura

bY

30). Em relacdo a altura das plantas, L9 e L10 ndo sao diferentes da planta
controle (Nipp), enquanto que as linhagens L19 e L24 s&o aproximadamente 10 a
15% menores que as Nipps (figura 30 A). O indice de viabilidade das plantas
também é diferente apenas para as linhagens L19 e L24, sendo ~60% menor que

nas plantas controle (figura 30 B).
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Figura 30. Andlises fenoldgicas das plantas controle (Nipp), e linhagens de
plantas OcXll silenciadas (L9, L10, L19 e L24). Analise estatistica realizada com o
uso de ANOVA, um fator, teste de Tuckey p<0.05.

O numero de paniculas por planta, assim como a massa das sementes nao
apresentaram variagdes entre as plantas controle e as silenciadas (figura 30 C e
D). No entanto, quando analisado o niumero de sementes por panicula (figura 30
E), a massa da parte aérea por planta (figura 30 F) e a massa de sementes por
planta (figura 30 H), a linhagem 24 sofre redugbes significativas, quando
comparada com as plantas controle. Por fim, o nimero de sementes analisado
por planta (figura 30 G), ndo revela diferencas significativas entre as plantas,
apesar das linhagens 19 e 24 produzirem um namero extremamente reduzido de

sementes.

4.6 Andlises de plantas T1 das linhagens OcXIll silenciadas

As sementes obtidas das linhagens analisadas anteriormente, Nipp, L9, L10,
L19 e L24, foram coletadas e colocadas para geminar, a fim de verificar se as
plantas T1 permaneciam transgénicas e silenciadas para a fitocistatina XII.
Conforme indicado na tabela 10, foram obtidas 12 plantas T1 para a linhagem
controle Nipp, 12 plantas para a L9, 13 plantas para a L10, apenas uma planta da
L19 e trés da L24. Amostras de folha destas plantas foram coletadas e o DNA das
mesmas extraido e analisado para a presenca do transgene, mediante reacéo de
PCR para o gene gus-linker, do vetor de RNAI (figura 31). Esta andlise possibilitou
a confirmacdo da transformacdo genética passada para a primeira geracdo das
plantas transgénicas OcXIl silenciadas. Apenas uma planta da linhagem 10 nao

apresentou amplificacdo para o gene gus.
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Tabela 10. Obtencdo da primeira geracdao de plantas transformadas (T1),
silenciadas para a OcXIll. Numero de sementes e plantas obtidas para cada
linhagem. Na ultima coluna esta sumarizado o resultado da figura 31, para a

presenca do transgene no genoma das plantas.

Amplificacao positiva

Linhagem T0O Sementes T1 Plantas T1
para o transgene

Nipp 100 12 0
9 100 12 12
10 100 13 12
19 20 1 1
24 13 3 3
-~ N ™ -~ N ™
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Figura 31. Amplificagdo do gene gus-linker, presente no vetor RNAi OcXIl, como

esquematizado abaixo da foto do gel, utilizando o DNA das plantas obtidas na
geracdo T1l. A confirmacgédo da banda de 636pb ocorreu em todas as plantas
transgénicas, exceto na planta B2 da L10. As plantas controle, Nipp, permanecem

sem amplificacédo do fragmento, como esperado.
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Apos a confirmagdo da transgenia das plantas, foram realizados
experimentos de RTgPCR para verificacdo de alteracbes no nivel de expresséo
génica das demais fitocistatinas e legumainas. Nesta parte do estudo, foram
testados apenas 0s genes com maior relevancia de expressao génica, as
fitocistatinas Ocl, Oclll e OcXIl, além das legumainas Legl, Leg2, Leg3 e Leg4.
O resultado observado demonstra que ndo existem variacdes significativas na
expressdo génica relativa das fitocistatinas, exceto OcXIl, que se mantém
silenciada (figura 32 A, B e C). As legumainas Leg2 e Leg4 ndo apresentaram
alteracdes significativas entre as plantas transformadas e as plantas controle
(figura 32 E e G). Entretanto, a Legl mostrou-se com uma expressao
significativamente reduzida (aproximadamente 60%) na linhagem 24, ndo tendo
variacdes entre as demais linhagens e as plantas controle (figura 32 D). A Leg3
sofreu alteracdes de expressao génica na L9 e na L24, sendo na L9 o dobro da

Nipp, e na L24 trés vezes maior que na Nipp (figura 32 F).
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Figura 32. Expressao génica relativa das fitocistatinas e legumainas na
geracdo T1, oriunda de plantas OcXIll silenciadas. Apenas as linhagens com pelo
menos trés plantas foram consideradas para a analise (tabela 10), e a estatistica
obtida pelo teste de Tuckey com p<0.05.

4.7 Andlises daregiao promotora de transcricao do gene da fitocistatina XIlI

A andlise in silico de parte da regido promotora de transcricdo da OcXIl,
resultou na identificacdo de sitios de ligagdo (cis-elementos) para 20 fatores de
transcricdo distintos (tabela 11). Tais cis-elementos identificados estéo
relacionados a ativacdo da transcricdo de genes via ligagdo de fatores de
transcricdo, relacionados a resposta por acido abscisico, expressao especifica de
endosperma, resisténcia a doencas, resposta a seca, giberilina, luz, entre outros
descritos na tabela 12.

Tabela 11. Cis-elementos encontrados na regido promotora do gene da

fitocistatina XlI. Andlise referente a 2.300 pb da regido genémica que antecede o
sitio de inicio de transcricao do gene.
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Sitios de ligagcao de fatores de transcri¢cdo na regido promotora da fitocistatina Xl

Fator Sitio Sentido Sitio Sentido

ACGTABREMOTIFA20SEM 1089 - GCNAOSCLUBL 1134 °
2189 - GT1CONSENSUS 1068 -
ACGTOSGLUB1 136 + 1606 -
AMYBOX1 523 - 1626 -
ANAEROCONSENSUS 1396 + 1707 -
100 - 1728 -
1379 + 1753 -
BIHD10S 194 - 1869 -
288 - 1885 +
447 - 418 +
689 - 504 .
BP50SWX 1550 - IRO20S 1090 -
1011 - 2190 -
CAREOSREP1 1302 N POLASIG2 1385 +
2213 + PROLAMINBOXOSGLUB1 274 .
1128 + 1029 -
1646 - 1415 +
2091 - 1431 -
CGACGOSAMY3 2156 + 1487 -
2268 - 1501 -
299 - 1543 +
728 + SITEIIATCYTC 1573 -
841 - 1617 -
1054 - 2039 +
DRECRTCOREAT 1328 i 2068 .
2092 - 2082 +
1664 - 2113 -
E2FCONSENSUS 415 i 2129 +
547 + 234 +
GARE10SREP1 523 - TATABOXPAL 1667 +
1070 - 100 +
1267 - 1044 -
1628 - 1125 +
1688 - 1134 +
1715 - 1380 -
1719 - WRKY710S 194 +
GATABOX 1880 + 2255 -
1938 - 288 +
1942 - 355 -
1978 + 447 +
2058 + 637 +
428 + 698 +
768 -
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Tabela 12. Descricdo da funcao relacionada com o fator de transcricdo
encontrado para os cis-elementos presentes na regido promotora de OcXII.

Fator de transcricao Funcéo relacionada

ACGTABREMOTIFA20SEM Elemento responsivo a Acido abscisico

Elemento necessario para a expressao especifica em

ACGTOSGLUB1
endosperma
AMYBOX1 Sequéncia conservada de regides 5’ da p-amilase
ANAEROCONSENSUS Motivo de genes induzidos por anaerobiose
Ligacao do fator de transcricdo com homeodominios BELL
BIHD10OS PG
para resposta de resisténcia a doencas
BP50SWX Ligacao da proteina MYC
CAREOSREP1 Elemento encontrado em regides pr_omotoras de genes de
proteases cisteinicas
CGACGOSAMY3 Acoplamento do elemento G-box
DRECRTCOREAT Elemento responsivo a desidratacdo
E2FCONSENSUS Motivo de ligacdo do fator de transcricdo E2F
GARE10OSREP1 Elemento responsivo a giberilina
GATABOX Necessario para alta expressao, re,s_,posta a luz e expresséao
tecido-especifica
GCN40SGLUB1 Expressao especifica de endosperma
GT1CONSENSUS Elemento encontrado em genes regulados por luz
IRO20S Inducéo pela deficiéncia de ferro
POLASIG2 Sinal Poli-A

PROLAMINBOXOSGLUB1

Elemento necessario para a regulacao quantitativa do gene
GluB-1, em endosperma

Encontrado em regides promotoras de genes de citocromo

SITEIIATCYTC e genes nucleares envolvidos na maquinaria de fosforilagéo
oxidativa
TATABOXPAL Sitio de ligacéo do fator de transcricdo OsTBP2
WRKY710S Ligacéo do fator repressor transcricional da via de

sinalizag&o de giberilina
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4.8 Obtencao do vetor pHGWFS7 expressando genes reporteres de forma

controlada pelo promotor da fitocistatina XlI

A fim de investigar o padréo de expresséo do gene da fitocistatina XlI in vivo,
localizando células e tecidos especificos onde o promotor deste gene € ativado,
levando a transcricdo do mesmo, foi realizada a amplificacdo da regido gendmica
correspondente a uma regiao do promotor OcXIl (figura 33A). O fragmento
amplificado corresponde a um amplicon de 2.138 pb (figura 33B), o qual foi
inserido em vetor Gateway pENTR (figura 33C). ApoOs a obtencao das col6nias de
E.coli contendo o vetor pENTR transformado, os plasmideos das mesmas foram
extraidos e confirmados para a insercdo do promotor pela reacdo de PCR com os
primers PromoOcl12 indicados na figura 33C, e resultando nas amplificacdes
apresentadas na figura 33D. Destas 20 coldnias testadas, apenas uma foi
selecionada e sequenciada para confirmagdo do inserto. Posteriormente a
confirmagdo da sequéncia nucleotidica inserida, este vetor pENTR foi utilizado
para recombinacdo com o vetor de expressdo pHGWFS7. A recombinag¢do do
vetor foi confirmada por reacdes de PCR com trés conjuntos de primers indicados
na figura 33 E, os quais resultaram nos respectivos fragmentos: A) 2.138 pb, B) e
C) 2.300 pb (figura 33F), confirmando a presencga e orientagdo correta da insercéo
do fragmento promotor OcXIl no vetor de expressao génica.

Apenas um dos plasmideos confirmados na figura 33 F foi selecionado para
dar continuidade ao experimento. Assim, o plasmideo de numero 5 foi utilizado
para transformacdo de A. tumefaciens e de calos embriogénicos de arroz. A
transformacao dos calos resultou em quatro linhagens resistentes a higromicia, as
quais foram testadas para a funcionalidade do vetor de expressao pela incubacéo
de alguns calos com o substrato X-gluc por 24 horas. Das quatro linhagens
testadas, duas apresentaram uma fraca marcacgdo em azul (L1 e L3) (figura 34 A).
A linhagem 5 foi onde houve a maior marcacéo dos calos em azul e a linhagem 4

nao apresentou sinais de marcacgao
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Figura 33. Obtencéo do vetor pHGWFS7 com o promotor OcXll controlando
a expressdo dos genes reporteres gus e Egfp. (A) Estrutura gendmica da
fitocistatina Xll, demonstrando a regido amplificada com os primers PromoOc12.
(B) Fragmento resultante da amplificacdo da regido demonstrada na figura A,
representado na coluna 2. Marcador molecular e controle negativo representados
nas colunas 1 e 3, respectivamente. (C) Vetor pENTR representando o local de
insercdo do fragmento Promotor Ocl2, e as setas acima indicam 0s primers
utilizados para a amplificagéo do fragmento inserido, como pode ser verificado na
figura (D). (E) Vetor pHGWFS7 com o promotor OcXIl inserido. As combinacdes
de setas A, B e C representam 0s conjuntos de primers utilizados para a
amplificacdo e confirmacdo da orientagdo correta do fragmento no vetor, o que

pode ser visualizado no esquema da figura (F).
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Figura 34. Calos transformados com a construgao do vetor
pHGWFS7+Promotor Ocl12. (A) Quatro linhagens testadas para a expressédo do
promotor Ocl12, utilizando o substrato X-gluc. As demais figuras menores referem-
se a calos da linhagem 5, que encontravam-se em meio de regeneracdo de

plantas.

4.9 Modulagéo da expresséao da fitocistatina Xl por ABA

O acido abscisico (ABA) € um fitormbénio vegetal envolvido em diversos
processos fisioldgicos, tais como a sintese de proteinas de armazenamento em
sementes, dorméncia da semente, inibicdo da fase de transicdo do crescimento
embrionario para o crescimento germinativo além de estar envolvido em diversas
respostas a estresses ambientais, como seca, alta salinidade, frio, entre outros
(Ye, Jia, & Zhang 2012). Estando o &cido abscisico envolvido com estes
processos, aos quais as fitocistatinas ja foram também relacionadas, foi realizado
0 experimento com este fitormdnio a fim de revelar se 0 mesmo era capaz de
modular a expressdo génica da fitocistatina Xl de arroz, em dois tecidos
diferentes, folha e raiz.

A fitocistatina XlI foi avaliada em trés diferentes periodos de tratamento, a

fim de analisar uma resposta do gene em curto prazo (2 e 4 horas), e a longo
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prazo (24 horas). O resultado obtido evidencia que o gene da OcXIl responde ao
tratamento com o fitormdénio ABA, e que esta € uma resposta rapida, uma vez que
0s niveis de expressdo do gene aumentam gradativamente até o periodo de
quatro horas de tratamento e apdos 24 horas 0s mesmos ja estdo retornando aos
seus niveis basais (figura 35). Na raiz a resposta € mais rapida do que em folhas,
como pode ser observado na analise feita apds duas horas de tratamento. Apds
quatro horas de exposicdo a 100uM de ABA, os niveis de expressdo de OcXIl
estdo aumentados, de forma semelhante, tanto nas folhas quanto nas raizes das
plantas analisadas. Este aumento, ap0s quatro horas de tratamento, corresponde
aproximadamente a oito vezes a expressao génica verificada nas plantas
controle, antes das mesmas receberem o tratamento (tempo 0). A analise da
expressao de OcXIll, 24 horas apds a exposicdo ao fitormbnio, demonstra que o0s
niveis de mRNA voltam a cair, se assemelhando novamente aos niveis basais
observadas no tempo 0. Porém, esta queda da expressao ocorre de forma em
gue o nivel de mMRNA detectado em raiz ja est4, novamente, bastante similar ao
controle, enquanto que, em folhas o nivel de expresséo ainda esta um pouco mais
elevado, ndo diferindo estatisticamente do nivel basal (tempo 0), nem do nivel

apos quatro horas de tratamento.
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Figura 35. Expressédo relativa da fitocistatina Xl em raizes e folhas de
plantas submetidas a tratamento com 100uM de ABA. A expressao relativa da
OcXIll foi avaliada nos quatro pontos marcados no grafico, correspondendo aos
tempos de 0, 2, 4 e 24 horas, nos quais amostras foram coletadas para validagéao
da modulacdo da expressdo génica por ABA. A andlise estatistica refere-se ao

Teste de Tuckey considerando p<0.05.
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das fitocistatinas em arroz

As fitocistatinas, como inibidoras de proteases cisteinicas, sdo ha algum
tempo conhecidas em plantas. Em arroz, elas foram descritas por MARTINEZ et
al. 2005, e desde entdo ainda ndo haviam sido realizados estudos para a
caracterizacdo funcional da totalidade destes genes na espécie Oryza sativa.
Apenas os genes Ocl, Ocll e Oclll possuem estudos de caracterizagdo mais
aprofundados avaliando suas possiveis funcdes e expressdes génicas (ABE et al.
1987b; HIROTO et al. 1989; ARAI et al. 1991; OHTSUBO et al. 2005). O foco do
trabalho aqui realizado envolve o gene da fitocistatina XII, porém, a
caracterizagdo deste no contexto de sua familia génica torna-se importante para
uma visualizacdo mais ampla das funcdes desempenhadas pela OcXIl nas
plantas de arroz.

Neste presente trabalho, com os resultados da caracterizagdo génica foi
possivel confirmar que o gene da OcXIl era diferente dos demais onze genes da
familia, tendo uma sequéncia extra na sua regido C-terminal. Como pode ser
observado (figura 10), todos os genes de fitocistatinas compartilham sequéncias
altamente conservadas. Apesar da estrutura de alguns genes ser mais variavel,
em se tratando do nimero de exons e introns, a sequéncia proteica codificada por
eles ndo varia significativamente entre os loci génicos. A fitocistatina XIl é uma
excecdo, pois além dos exons em preto (regido N-terminal), compartilhados com
as demais 11 fitocistatinas, possui a sequéncia C-terminal extra representada
pelos exons em cinza na figura 10. Esta sequéncia, apesar de remontar alguma
similaridade com o dominio cistatina (tabela 7), possui algumas diferencas, entre
elas, principalmente, a presenca do motivo SNSL, que anteriormente foi
caracterizado por MARTINEZ et al. 2007 em cevada, como um motivo importante
para inibicdo de uma outra classe de proteases cisteinicas, as legumainas. Todas
as doze fitocistatinas de arroz apresentam o motivo LARFAV caracteristico, além
dos motivos cistatinas conservados, QxVXG e PW. A excegao torna-se a

fitocistatina 1X, que apesar de ainda ser reconhecida pelos bancos de dados como
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uma proteina similar a fitocistatinas, ela j& ndo possui os motivos citados acima,
que a caracterizam como uma inibidora de proteases cisteinicas.

Analisando-se os doze genes de fitocistatinas quanto aos seus padrdes de
expressao génica, o Unico que ndo foi detectado por nenhum dos métodos
utilizados foi a OcVIl (figuras 11a, 12, 14 e 16). Enquanto que as demais
fitocistatinas apresentaram um padrdo variavel entre os diversos métodos
empregados, tendo em vista os tecidos especificos analisados. A comparacéo
dos niveis de mRNA entre os tecidos de folha, que foram analisados tanto por
microarranjos quanto por RNAseq e RTgPCR, demonstra que os genes Ocl, Oclll
e OcXll sdo os genes mais expressos neste tecido, além de OcVIIlI também ser
detectado, em niveis mais baixos, pelas trés diferentes metodologias. Quando a
expressdo destes quatro genes € verificada nos diferentes tecidos dos
experimentos de microarranjos, também se percebe que 0S mesmos estdo
presentes de forma ubiqua nos demais tecidos da planta, mas apresentando
algumas variacoes tecido-especifica de expressdo génica (figura 12). O gene da
Ocll é consideravelmente elevado nos diferentes tecidos avaliados nos
experimentos de microarranjos. Entretanto, a expressao deste gene possui um
padrdo divergente onde, nos microarranjos o0 nivel de sua expressdo €
equivalente em folhas e raizes de plantulas (figura 12), mas na andlise de
RNAseq sua deteccédo foi de aproximadamente quatro vezes maior em raizes do
que em folhas (figura 14). Ocll ndo foi detectado em nenhum dos estadios de
desenvolvimento analisados por RTgPCR (figura 16). Sendo assim, os resultados
para este gene apresentam discrepancias entre as técnicas utilizadas para
deteccdo de sua expressdo, mesmo quando sdo considerados 0S mesmos
tecidos e estadios de desenvolvimento. Os demais genes OclV, OcV, OcVI, OclX,
OcX e Oc Xl foram detectados apenas com uma ou outra das metodologias
empregadas, em apenas alguns tecidos e com um nivel de expressao mais
reduzido. Tais resultados indicam que 0s provaveis genes com maior relevancia
para as plantas de arroz, de um modo geral, sédo as fitocistatinas I, IlI, VIl e XII,
pois estes genes possuem uma expressdo mais constante e elevada, enquanto
que as demais fitocistatinas ndo sao tdo expressas no decorrer do

desenvolvimento da planta, sendo detectadas em apenas alguns tecidos
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especificos (exceto OcV, OcVIl, OclIX cujos niveis de mRNA n&o foram
satisfatoriamente detectaveis). Um (nico estudo avaliando a expressao das
fitocistatinas por ESTs, em tecidos de folha, raiz, flor e sementes de arroz,
demonstrou, de forma similar, que a expresséo da Ocl era detectada em todos os
tecidos avaliados, Ocll apenas em folha, flor e raiz, Oclll em folha e flor, OcVlII
em folha e semente, OcX em folha e raiz e OcXll em folha e semente. Os demais
genes nao foram detectados (MARTINEZ et. al, 2005).

Os principais efeitos da inibicdo enddgena pelas fitocistatinas estéao
relacionados com os processos de regulacdo de proteases cisteinicas em 6rgaos
de armazenamento da planta (BENCHABANE et al. 2010). Um dos primeiros
trabalhos realizados com a oryzacystatina ja demonstrava que a expressao deste
gene era bastante elevada durante a formacdo das sementes de arroz, onde
também era possivel correlacionar seu nivel de mMRNA com o aumento de mRNA
de gluteina, uma das principais proteinas de armazenamento (ABE et al. 1987a).
Assim, sabe-se que as fitocistatinas sao ativamente sintetizadas nas sementes
em desenvolvimento, ou eventualmente, em O0rgdos vegetativos para promover a
deposicdo das proteinas de armazenamento. Segundo o modelo proposto por
BENCHABANE et al. 2010, ha um aumento na quantidade de fitocistatinas, em
nivel proteico, durante formacdo das sementes, quando ocorre a deposicdo das
proteinas de armazenamento sendo que o nivel de proteina das fitocistatinas
permanece alto durante o periodo de dorméncia da semente, para protecao
destas proteinas de armazenamento. No momento em que o inicio de germinacao
€ sinalizado, o nivel proteico de fitocistatinas diminui, de forma a aumentar a
atividade das proteases cisteinicas e desencadear a hidrolise e mobilizacdo das
proteinas armazenadas. Quando a expressao génica das doze fitocistatinas de
arroz foi testada durante estadios de desenvolvimento e germinacdo de plantas,
apenas os genes Ocl, Oclll, OcVI, OcVIIl e OcXIl tiveram seu mRNA detectado
(figura 15 e 16). O padrdo de expressao destes cinco genes revela de forma
similar, que para as fitocistatinas de arroz h4 uma maior expressdo génica nas
sementes maduras, decaindo com o inicio da germinacdo. Tal modo de
expressdo € condizente com as principais funcbes postuladas para as

fitocistatinas e descritas no modelo acima. Também pode ser verificado que
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alguns genes (Ocl, Oclll e OcVI), apds passarem por um periodo de reducéo de
expressao génica, durante o desenvolvimento inicial das plantas, tem seu nivel de
expressdo elevado em folhas de plantas adultas e entrando em senescéncia
(figura 15 a, b e c¢). A expressao génica destas Ultimas trés fitocistatinas pode ser
relacionada com a necessidade de inibicdo ou diminuicdo de outros processos
fisiologicos, em tecidos vegetativos, aos quais as proteases cisteinicas estédo
envolvidas. Além da clara importancia das proteases cisteinicas para o
desenvolvimento e crescimento de plantas, elas também desempenham papéis
cruciais durante a senescéncia e morte celular programada, sendo também
importantes em vias de resposta a estresses biéticos e abiéticos (GRUDKOWSKA
& ZAGDANSKA 2004). Os processos de envelhecimento e senescéncia de folhas
das plantas sdo caracterizados pelo aumento da expressdo de alguns genes
especificos. Como ja demonstrado, proteases cisteinicas, assim como seus
inibidores, possuem expressao elevada e coordenada em tecidos senescentes,
de forma que o aumento do nivel de mMRNA de fitocistatinas nestes locais,
sugerem provaveis funcdes na prevencdo da morte celular ndo desejada em
certos tecidos da folha (HUANG et al. 2001; TAJIMA et al. 2011). Em uma
contextualizacdo do nivel de expressdo génica das fitocistatinas de arroz, nos
diferentes estadios de desenvolvimento das plantas, pode-se verificar que as
fitocistatinas mais expressas na planta sdo os genes Ocl, Oclll e OcXIl (figura 16).
Ocl e Oclll apresentam grandes elevacfes da expressado génica em plantas mais
velhas, demonstrando a possibilidade de serem o0s genes mais estritamente
relacionados em desacelerar e controlar os processos de senescéncia e morte
celular das plantas.

A fitocistatina XII teve seu padrao de expresséo génica mais detalhadamente
analisado para melhor elucidacdo das suas possiveis implicacbes funcionais.
Com capacidade de ser um inibidor bifuncional de proteases cisteinicas, como
descrito para o gene ortdlogo em cevada (MARTINEZ et al. 2007), aléem da OcXIl|
regular processos fisiolégicos desencadeados pelas papainas, ela também pode
inibir processos relacionados com as legumainas. As analises de microarranjos
na figura 11A, demonstram que este gene da OcXIll tem seu nivel de mRNA

detectado em todos os estaddios de desenvolvimento das plantas, sendo que
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existem algumas variagcdes na intensidade de expressao, principalmente nos
estadios de poés-germinacdo e crescimento da planta. Tais variacbes sao
corroboradas pelo resultado apresentado na figura 11b, onde fica claramente
visivel que a expresséo de OcXll é extremamente elevada nos estadios finais de
maturacdo das sementes. Considerando-se os tecidos especificos avaliados
(figura 12), a presenc¢a da OcXIl € ubiqua e pouco variavel entre niveis médios e
altos de express&o génica. E notavel que a expressido deste gene se sobressai
em sementes, principalmente no tecido de endosperma (figura 13). A analise
comparativa da expressao de OcXIl, por RTgPCR, durante a germinacao
corrobora com o maior nivel de mRNA, sendo detectado na semente madura e
este nivel de expresséo decai consideravelmente nas primeiras doze horas, apos
o inicio da germinacdo e permanece neste nivel mais basal durante todo o
desenvolvimento das plantas de arroz analisadas (figura 15E). O perfil de
expressao génica encontrado para a fitocistatina XII possibilita a afirmacgéao de que
uma maior quantidade da proteina codificada por este gene é necessaria para a
manutencdo do processo de dorméncia das sementes, mas no momento em que
0 inicio da germinacdo € desencadeado, o nivel de seus transcritos diminui de
forma a proporcionar a reducdo da quantidade deste inibidor de proteases
cisteinicas para ativacdo enzimatica das proteases-alvo, levando a degradacéo
das proteinas de armazenamento e mobilizacdo de nutrientes. Porém, para uma
melhor caracterizacdo funcional dos genes de fitocistatinas, principalmente OcXII,
€ crucial a identificacdo de suas proteases-alvo, para a realizacdo de uma
correlacdo mais acurada. Dados semelhantes com o gene ortélogo de A. thaliana,
AtCYS6, indicam que tanto transcritos, quanto a proteina codificada por este
gene, ja ndo é mais detectada em plantas com mais de 14 dias de idade,
sugerindo que AtCYS6 tem um maior acumulo em sementes e plantulas do que
em plantas adultas (HWANG et al. 2009). Contudo, no presente estudo realizado
com arroz, foi possivel detectar a transcricdo do gene OcXIl em estadios mais
avancados de desenvolvimentos das plantas, porém com um nivel de mRNA bem
menor do que nas sementes das mesmas. De forma similar, estudos com o gene
ortélogo de OcXIl em cacau (Theobroma cacao, TcCYS4) mostraram que a

proteina codificada por este gene estava presente, em baixos niveis, em tecidos
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de folhas maduras, mas quando estas folhas eram infectadas com o fungo
Moniliophthora perniciosa, a proteina ndo era mais detectada. Tais observacoes
levaram a hipotese de que o gene TcCYS4 estaria envolvido na prevencdo da
morte celular em folhas saudaveis, inibindo a atividade de proteases cisteinicas
envolvidas neste processo, enquanto que em folhas infectadas, na auséncia de
TcCYS4 as proteases cisteinicas atuariam na morte celular (PIROVANI et al.
2010).

Em outros estudos realizados com cereais, € demonstrado que a auséncia
de inibidores das proteases cisteinicas em células de endosperma, permite que
as proteases degradem as proteinas de armazenamento da semente,
prejudicando a germinacdo e o desenvolvimento das plantas (SHEWRY &
HALFORD 2002; MARTINEZ et al. 2009) Desta forma, justifica-se a necessidade
de uma expressdo génica elevada das fitocistatinas nos estadios de maturacéo e
manutencdo da dorméncia das sementes. Entretanto, as proteases cisteinicas
também estdo diretamente relacionadas com os processos de morte celular na
planta (SOLOMON et al. 1999). As proteases cisteinicas conhecidas como
legumainas sdo também expressas em tecidos vegetativos das plantas, além de
sementes, e apresentam funcdes de processamento e degradagdo de outras
proteinas em tecidos vegetativos, principalmente naqueles entrando em
senescéncia, ativando proteases cisteinicas do tipo papainas (MUNTZ et al.
2002). Em arroz, o Unico gene com a capacidade potencial de inibir as proteases
do tipo legumainas seria a fitocistatina Xll, baseado no fato de que suas proteinas
ortélogas, em cevada e cana-de-acucar, sdo as Unicas descritas até o momento
como inibidores enddégenos de legumainas, devido a sua extensdo carboxi-
terminal com o motivo proteico SNSL conservado (MARTINEZ et al. 2007,
SANTOS-SILVA et al. 2012). Esse motivo proteico também é importante em
algumas cistatinas de animais com capacidade de inibir legumainas (ALVAREZ-
FERNANDEZ et al. 1999). Assim, os resultados de expressdo génica obtidos
revelam que para a germinacdo das plantas € importante que haja uma reducao
da expresséo génica de OcXll, aumentando a atividade das legumainas que por
sua vez auxiliam na ativacdo de papainas para degradacdo das proteinas de

armazenamento e remobilizacdo de nutrientes para a planta. De forma similar, a
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reducdo dos niveis dos inibidores Ocl, Oclll e OcVIll, na etapa de germinacéo e
desenvolvimento da plantula, propicia o ambiente adequado para as papainas
exercerem sua funcdo. Quanto a expressdo destes inibidores em outros tecidos
da planta adulta, é possivel acreditar que haja a necessidade deles para a
manutencdo do nivel de protedlise adequado para a situagéo fisiolégica em que
as plantas se encontram. Entretanto, existe a necessidade da caracterizagao dos
alvos especificos de cada um destes inibidores de proteases para melhor

entendimento da funcdo dos mesmos.

5.2 Consideracfes evolutivas sobre as fitocistatinas relacionadas com seu

perfil funcional em arroz

Os 204 genes identificados com os dominios cistatina conservados, nos 23
genomas de Viridiplantae e dois genomas de Chloropytha, possibilitaram a
verificagdo do padrao evolutivo destas fitocistatinas (figura 17 e 18). A andlise
filogenética resultante pode ser dividida em quatro clados principais, onde no
primeiro deles encontram-se o0s genes de espécies menos derivadas
evolutivamente, V. carteri e C. reinhardti, os quais mantém relacbes de
ancestralidade com os demais genes de Viridiplantae. Desta forma, como ja
observado em trabalhos anteriores utilizando diferentes metodologias de analise
evolutiva, e um menor numero de genes de diferentes espécies, as cistatinas
destas duas espécies permanecem de forma basal aos demais genes analisados
(MARTINEZ & DIAZ 2008). E valido ressaltar que as sequéncias proteicas dos
genes destas duas Chloropyceae, ndo possuem a sequéncia consenso LARFAV,
e estes genomas também nao apresentam versdes carboxi-extendidas de
fitocistatinas. Este fato vem de encontro & afirmacao feita em trabalhos anteriores
de que as fitocistatinas possuem uma origem evolutiva comum, mantendo-se
como um grupo filogeneticamente relacionado em Viridiplantae e diferente das
cistatinas de animais (MARGIS et al. 1998; MARTINEZ & DIAZ 2008; KORDIS &
TURK 2009).

As verdadeiras fitocistatinas (Viridiplantae) podem ser divididas em mais trés

grupos principais (grupos 2, 3 e 4; figuras 17 e 18). No grupo 2 encontram-se
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sequéncias de dicotiledbneas (subgrupo 2.1), e de monocotiledoneas (subgrupo
2.2). Neste subgrupo 2.2 o posicionamento das fitocistatinas VI e VIl indicam que
uma delas é originaria de um evento de duplicacdo recente deste locus no
genoma de arroz. Tal afirmacéo € suportada também pela localizagdo em tandem
dos mesmos no cromossomo 3 (figura 6) (MARTINEZ et al. 2005). Neste mesmo
cluster 2.2, também estdo as sequéncias das fitocistatinas VIII e XlI, mais
estritamente relacionadas entre si, podendo ter uma origem comum também de
uma duplicacdo mais ancestral. A proximidade das OcVI, OcVIl, OcVIll e OcXl
neste grupo 2 da filogenia corrobora com resultados prévios obtidos (MARGIS-
PINHEIRO et al. 2008) e que também incluem neste grupo a OclX, a qual nao foi
utilizada neste presente estudo por ndo apresentar o dominio cistatina
conservado. Comparando-se os padrdes evolutivos com a expressdo génica
avaliada para estas quatro fitocistatinas, é possivel verificar que apenas um dos
genes de cada série de duplicacdo (OcVI e OcVIII) possui niveis de mRNA
significativamente detectaveis, levando a inferéncia de que os outros dois genes
(OcVIl e OcXl) sao provaveis pseudogenes oriundos de duplicacdes. As
sequéncias das fitocistatinas 1V, V e X estdo agrupadas em ramos muito proximos
do grupo 3, na filogenia (figura 18), como ja observado em outros estudos
(MARTINEZ et al. 2005; MARGIS-PINHEIRO et al. 2008), além de encontrarem-
se em um grupo monofilético apenas de monocotiledéneas. A expressao génica
das Ocs IV e X, nos resultados de microarranjos, é baixa, porém o padrdo de
expressdo é bastante similar (figura 11a). A OcV ndo é expressa. Assim, O
posicionamento filogenético destes genes também infere que o0s mesmos
originaram-se durante a diversificacdo do genoma de arroz, tendo surgido nesta
planta provavelmente por eventos de duplicacdo génica, sendo que as OclV e
OcX ainda tém funcdes mais relacionadas, enquanto que OcV € provavelmente
um pseudogene originado de OclV, devido ao posicionamento sequencial no
cromossomo 1 de arroz (figura 6) (MARTINEZ et al. 2005), e auséncia de
expressao génica.

O grupo 4 da andlise filogenética (figuras 17 e 18) é onde se encontram as
fitocistatinas de arroz que apresentaram o maior nivel de expresséo génica neste

estudo (Ocl, Oclll e OcXIl). Este grupo pode ser subdividido em cinco subgrupos,
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conforme indicado nas figuras, e € possivel verificar que as sequéncias de
espécies mais basais (S. moellendorfii e P. patens), posicionam-se de forma
externa as demais sequéncias de Viridiplantae, deste grupo em particular,
formando o subgrupo 4.1. Desta forma, as sequéncias do grupo 4 apresentam
uma relacdo de ancestralidade mais estreita, tendo provavelmente se originado
na diversificacdo inicial das plantas, enquanto que as demais sequéncias do
grupo 2 e 3 devem ter se originado nas diversificacdes internas de cada genoma,
através de duplicacdes dos genes pré-existentes. No subgrupo 4.2 as sequéncias
das fitocistatinas de arroz Ocl e Ocll encontram-se agrupadas em outros dois
subclados compostos apenas por sequéncias de monocotiledéneas, indicando
gque as mesmas podem ter-se originado de uma duplicacdo ancestral ao
surgimento das monocotileddéneas, e vém divergindo separadamente desde
entdo. A Oclll, localizada no subgrupo 4.4 também € clusterizada
monofileticamente com outras sequéncias de monocotileddneas, inferindo que
este gene vém sendo mantido desde a origem deste grupo. E, por fim, o cluster
da OcXll (4.5) € onde agrupam-se todas as sequéncias com extensado carboxi-
terminal de plantas, indicando que de fato, as sequéncias com este segmento
adicional surgiram antes da grande diversificacdo de Viridiplantae e mantiveram-
se nos genomas das plantas, sendo que em alguns genomas houveram
duplicacbes e diversificacbes posteriores e independentes. Curiosamente,
algumas fitocistatinas carboxi-extendidas de dicotileddneas formaram um
agrupamento separado, juntamente com outras sequéncias, das mesmas
espécies, que nao possuem a extensdo C-terminal (subgrupo 4.5.2). Estas
relacbes podem indicar que no(s) ancestral(is) das espécies de Viridiplantae
originou-se a versao bi-funcional das fitocistatinas, através da duplicacdo e
diversificacdo do dominio N-terminal de uma fitocistatina (MARTINEZ et al. 2007;
MARTINEZ & DIAZ 2008; MARGIS-PINHEIRO et al. 2008). Durante as
diversificacdes internas dos genomas de cada espécie, duplicagbes deste gene
bi-funcional ocorreram nos genomas de algumas dicotiledéneas (subgrupo 4.5.2),
sendo que também podem ter ocorrido duplicacbes apenas do dominio N-
terminal, as quais mantém-se agrupadas com as fitocistatinas carboxi-extendidas

apenas pela similaridade de seus dominios N-terminais.
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Sabendo-se que as fitocistatinas carboxi-extendidas possuem relacoes
monofiléticas de ancestralidade, uma andlise avaliando a sequéncia completa
destas proteinas (N-terminal e C-terminal) foi realizada para melhor elucidacdo
das relacdes evolutivas. Este resultado (figura 19) corrobora com a topologia
filogenética obtida na analise da regido N-terminal (figuras 17 e 18). A fitocistatina
Xll, no grupo 2, subgrupo 2.1 é monofileticamente relacionada com as demais
sequéncias caboxi-extendidas de monocotiledéneas e também mantém relacdes
de ancestralidade comum com as demais sequéncias de dicotiledbneas deste
mesmo grupo 2. Interessantemente, algumas sequéncias com extensdo C-
terminal de dicotiledéneas continuaram formando um grupo a parte (grupo 3). No
alinhamento das sequéncias deste grupo (figura 20), € possivel verificar que a
separacdo deste grupo deve-se a pelo menos treze sitios identificados com
substituicdo de aminoacidos entre sequéncias do grupo 2 e 3. A andlise
filogenética obtida permite a postulacdo de duas principais hip6teses para o
padrdo evolutivo observado. Na primeira delas, as sequéncias que formam o
grupo 3 podem ter-se originado posteriormente a diversificacdo individual dos
genomas das dicotiledéneas por duplicacdo dos genes pré-existentes. A segunda
hip6tese, leva em consideracdo a presenca de dois genes carboxi-extendidos nas
espécies basais (grupo 1). Assim, o provavel ancestral das espécies de
Viridiplantae também possuiria duas sequéncias de fitocistatinas carboxi-
extendidas. Durante o processo evolutivo das espécies, o ancestral que deu
origem as monocotiledéneas deve ter perdido uma destas sequéncias, tendo em
vista que os genomas das espécies atuais ndo mais apresentam uma segunda
copia deste gene. Por outro lado, o ancestral de dicotiledéneas manteve as duas
copias carboxi-extendidas, sendo uma delas mais divergente e apresentando
substituicbes nucleotidicas, tais como na figura 20. Entretanto, esta segunda
copia foi mantida apenas nos genomas de algumas espécies, enquanto a mesma
foi perdida em outras dicotileddneas.

Cistatinas bi-funcionais também ja foram reportadas em metazoarios, além
de plantas, porém, em metazoarios elas nao apresentam um dominio separado
responsavel pela funcdo de inibicdo de proteases cisteinicas da familia C13,
como em plantas (ALVAREZ-FERNANDEZ et al. 1999; KORDIS & TURK 2009).
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De forma geral, estudos envolvendo diversos genes de cistatinas revelam que o
surgimento da superfamilia das cistatinas ocorreu ja no ancestral das linhagens
eucariotas, sendo que elas passaram por processos evolutivos dinamicos e
complexos, através de diversas duplicacdes de genes e dominios (KORDIS &
TURK 2009). As proteinas originérias deste evento inicial seguiram em evolucdo
paralela entre os genomas de plantas e animais (BENCHABANE et al. 2010).

5.3 Silenciamento génico da fitocistatina XIl de arroz

A fitocistatina XII de arroz, por ser o Unico gene nesta planta com a provavel
capacidade inibidora bifuncional, de papainas e legumainas, foi escolhida como
alvo para silenciamento génico. Assim, neste trabalho, foram produzidas e
parcialmente caracterizadas plantas transgénicas com o gene OcXll silenciado
em nivel de RNA mensageiro.

As plantas silenciadas obtidas apresentaram grande reducdo na expressao
génica de OcXll, sendo que quatro linhagens (L9, L10, L19 e L24) apresentaram
uma reducdo nos niveis de mRNA de OcXIl de pelo menos 90% (figura 24). A
andlise fenotipica destas plantas ndo resultou em grandes variacbes entre as
plantas controle e as silenciadas, exceto quando se compara a altura das plantas
e a viabilidade das sementes, as quais sdo significativamente reduzidas nas
linhagens 19 e 24 (figura 30). Também existem algumas peculiaridades na L24, a
qual apresenta menor massa da parte aérea, menor numero de sementes por
panicula e menor massa das sementes por planta. As sementes destas quatro
linhagens de plantas compdem a T1 analisada no estudo, revelando que o
silenciamento da OcXIl continua especifico, ndo afetando outros genes
codificadores de fitocistatinas (figura 32A, B e C). Porém, dois genes de
legumainas mostraram-se alterados na T1 da L24 (figura 32 D e F). A legumaina
1 sofreu uma diminuicao significativa, enquanto que a legumaina 3 teve seu nivel
de mRNA bastante elevado na L24, entretanto a leg 3 também aumentou sua
expressao na L9. Tais alteracbes da expressdo génica das legumainas podem
estar indicando que exista um mecanismo de feedback na regulacdo de sua
expressdo, onde a auséncia do inibidor destas proteases causou um desbalanco

no processo regulatério, levando ao aumento ou diminuicdo transcricional de
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algumas legumainas. Entretanto, analises mais detalhadas em nivel proteico, e
também a verificacdo do efeito de posi¢cdo e inser¢cdo do transgene no genoma
destas plantas, precisam ser realizadas, uma vez que estas alteracdes néao
podem ser atribuidas ao nivel de silenciamento, ou expressédo diferencial do
hairpin de silenciamento (figura 27).

Alguns estudos ja foram realizados em outras plantas com 0s genes
ortélogos a OcXll. Em A. thaliana, um primeiro estudo realizado com o gene
AtCYSb (conhecido também como AtCYS6), demonstra que a super-expressao
deste gene estimula o crescimento das plantas em condi¢cdes adversas, tais como
alta concentracao de sal (ZHANG et al. 2008). Outros mutantes especificos para o
gene AtCYS6 de Arabidopsis foram obtidos, de forma que foram analisadas
plantas knock-out para este gene, e outras superexpressando o mesmo. Neste
estudo realizado por HWANG et al. 2009, as principais conclusées indicam que a
superexpressao de AtCYS6 diminui a velocidade de germinagcdo e crescimento
das plantas, além de atrasar o alongamento da raiz primaria, enquanto que o
silenciamento do mesmo aumenta a taxa de germinacéo, e a raiz primaria cresce
mais rapido. Ainda, experimentos medindo a atividade enzimética de proteases
cisteinicas foram realizados com estas plantas mutantes. As plantas
superexpressando AtCYS6 apresentaram uma leve diminuicdo na atividade das
proteases cisteinicas, sendo que esta atividade tinha um aumento apds a
germinacao das plantas. Contudo, este estudo realizado acima pode ter perdido
algumas informagdes importantes sobre a importancia funcional desta fitocistatina
bi-fucional (AtCYS6) uma vez que, este gene ndo é Unico em A. thaliana. Uma
outra copia, AtCYS7, também possui os dois dominios cistatinas (MARTINEZ et
al. 2005), e portanto, poderia estar compensando o fenétipo de silenciamento do
gene AtCYS6 nas plantas. Ainda, para a medicdo da atividade proteica foi
utilizado um substrato proteico especifico para proteases cisteinicas do tipo
papainas (Noa-Benzoyl-DL-arginine f-naphthylamide hydrochloride — BANA).
Entretanto, o gene AtCYS6, assim como a OcXll, de arroz, sdao 0s Unicos
provaveis inibidores de proteases do tipo das legumainas, entdo, seria adequado
usar um substrato para medicdo da atividade destas proteases, especificamente.

Mas, assim como em arroz a fitocistatina Xl € um dos genes mais expressos
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(figura 16) e o inibidor de proteases cisteinicas por ele codificado deve ser capaz
de inibir, também, proteases do tipo papainas, AtCYS6 é importante na inibicdo
de papainas, e como demonstrado, apesar da existéncia de outros genes com
funcdo especifica de inibicdo de papainas, a alteracdo de AtCYS6 leva ao
desbalanco da atividade normal destas proteases, implicando em alteragcées na
germinacdo e crescimento das plantas (HWANG et al. 2009). As linhagens
transgénicas L9 e L10, por serem silenciadas para OcXll e ndo apresentarem
alteracdes no nivel de expressao das demais fitocistatinas, nem das legumainas,
além de também néo possuirem diferencas morfolégicas significativas em relacéo
as plantas controle, tiveram sua germinacédo e desenvolvimento acompanhados
paralelamente com plantas controle. Apesar destas alteracdes observadas em A.
thaliana, o silenciamento da OcXIll em arroz ndo acarretou em mudancas na taxa
de germinagdo e desenvolvimento das plantas transformadas (dados né&o
mostrados).

A caracterizacao das plantas silenciadas ainda deve ser concluida, levando-
se em consideracao principalmente os estaios de germinacéo e senescéncia, uma
vez que as legumainas podem estar mais envolvidas nestes processos, e estes
genes serdo confirmados como alvos da OcXIl. O estudo do inibidor bi-funcional
de Cana-de-acucar CaneCPI-3 (GIANOTTI et al. 2006), possibilitou a posterior
caracterizacao bioquimica do mesmo. Nesta caracterizacao foi possivel obter-se a
confirmacédo de que as legumainas de cana sdo de fato inibidas por este gene
com extensao carboxi-terminal, CaneCPI-3, e que a capacidade inibitoria contra
legumainas é perdida quando a asparagina do sitio SNSL é mutada (SANTOS-
SILVA et al. 2012). J4 existem também indicios de que, apesar das fitocistatinas
serem relacionadas com processos de defesa contra patdégenos em plantas, a
extensdo carboxi-terminal dos genes de fitocistatinas, tais como a OcXIl, ndo
estaria envolvida em inibicdo de infeccdo por fungos, e nao teria atividade
inibitéria contra papainas, ao contrario da regido amino-terminal destes inibidores,
0s quais possuem estas funcbes (WANG et al. 2008). Estudos de cristalizacao
proteica com a cistatina carboxi-extendida de taro (Colocasia esculenta),
revelaram que a regido amino-terminal destes inibidores de proteases cisteinicas

€ capaz de interagir com papainas, enquanto que apenas dois residuos da regiao
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carboxi-terminal foram detectados na estrutura fitocistatina-papaina (CHU et al.
2011). Entretanto, neste mesmo estudo foi revelada a existéncia de uma grande
flexibilidade entre os dominios N-terminal e C-terminal, 0 que sugere que esta
flexibilidade exista justamente para acomodacao de proteases do tipo legumainas
interagindo com o dominio C-terminal e papainas interagindo com o N-terminal.
Assim, grande parte dos estudos, até o momento, foram realizados com a regido
N-terminal destas fitocistatinas extendidas, por ser a regido mais similar aos
demais genes, deixando em aberto uma ampla area de investigacdo sobre a
importancia deste segundo dominio nas fitocistatinas, o qual foi mantido
evolutivamente em todo o grupo Viridiplantae, identificado até o momento.

5.4 Fitocistatina Xll de arroz e o estudo da sequéncia promotora de

expresséo génica

A analise da regido que antecede o inicio do sitio de transcricdo do gene da
OcXIll possibilitou a identificacdo de cis-elementos que podem atuar na regulacéo
da expresséo génica da fitocistatina Xll, em diferentes situagdes fisioloégicas. Os
elementos encontrados sdo relacionados principalmente com respostas a ABA,
anaerobiose, resisténcia a doencas, seca, giberilina, luz, além de outros
elementos indutores de expressdo génica especifica de endosperma e outros
encontrados em regides promotoras de proteases cisteinicas (tabelas 11 e 12).
Alguns destes elementos também foram encontrados no promotor do gene similar
a OcXll em trigo, como por exemplo elementos responsivos a luz, ABA, infeccdo
por fungos, especificos de endosperma, além de outros cis-elementos como
aqueles envolvidos em transcricdo meristematica, responsividade a metil-
jasmonato e acido salicilico (DUTT et al. 2010). A presenca de alguns destes cis-
elementos, na regido promotora de fitocistatinas carboxi-extendidas parece estar
evolutivamente relacionada entre as plantas. Em cana-de-agclcar, 0 gene
CaneCPI-3 ¢é altamente responsivo ao ABA, tendo seus niveis de mRNA
significativamente aumentados, enquanto que tratamentos com giberilina (GA),
acido salicilico (SA), e &cido jasmonico (JA), ndo desencadearam alteragfes na
expressao génica desta fitocistatina (SANTOS-SILVA et al. 2012)
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Através dos estudos de expressédo génica com o promotor da fitocistatina XlI
fusionado ao vetor de expresséo, controlando os genes reporteres gus e egfp, foi
possivel a observacdo da alta expressao deste gene em calos de arroz de uma
das linhagens obtidas (figura 34). Em uma ultima analise realizada neste trabalho,
pode ser confirmada a responsividade do promotor do gene OcXll ao aumento de
ABA, levando a uma maior transcricdo deste gene, como parte da resposta da
planta (figura 35). Neste experimento € possivel verificar-se que ha um aumento
significativo da expressao génica apos um periodo de quatro horas de tratamento
com 100 uM de ABA, tanto em raizes quanto nas folhas da planta. Tendo em vista
que o tratamento foi aplicado na solugdo em contato com as raizes das plantas, é
interessante verificar a cinética de aumento da expresséo génica, sendo que este
aumento é mais rapido em raizes, e mais lento em folhas. Da mesma forma, 24
horas apos o inicio do tratamento, os niveis de mRNA da fitocistatina Xll estao
voltando ao seu estado basal, mais rapidamente em raizes do que em folhas.

Dois outros estudos referentes a localizacdo da expressdo de genes
ortélogos a OcXIll, e resposta a fitormonios, foram realizados em A. thaliana. No
primeiro estudo, foi verificada a presenca de cis-elementos responsivos a
fitorm6nios relacionados a germinacdo e desenvolvimento das plantas. Assim
plantas transgénicas utilizando o promotor do gene AtCYS6 fusionado com o
gene reporter gus foram obtidas (HWANG et al. 2009). Primeiramente, neste
estudo, foi verificada a expressao predominante do gene AtCYS6 em cotilédones
de plantas e tecidos meristematicos de raiz. Quando estas plantas eram tratadas
com GA observou-se que o nivel de expressdo do gene gus diminuia nos trés
primeiros dias de germinacdo, assim como nas plantas controle, enquanto que
nas plantas tratadas com ABA, a expressdo de gus era detectada até 12 dias
apos o tratamento, inclusive retardando a germinacdo e o desenvolvimento da
plantula (HWANG et al. 2009). Outro estudo realizado com a fitocistatina carboxi-
extendida AtCYS6 frente a diferentes estresses abidticos demonstrou que a
expressao deste gene é elevada em tratamentos com 100 mM de NaCl, é pouco
induzida em tratamentos de seca com 500 mM de manitol e ndo responde ao
estresse oxidativo induzido por paraquat, mas aumenta quando o0 estresse

oxidativo é desencadeado por H,O, Em baixas temperaturas a expressado de
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AtCYS6 aumenta, sendo que o nivel de seu mRNA atinge um pico no periodo de
24 horas apds o inicio do tratamento. N&o foram visualizadas alteracdes da
expressao génica em folhas tratadas com sal, seca ou frio, mas houve aumento
da expressao génica em raizes submetidas as condicbes de frio e aumento da
concentracdo de ABA (ZHANG et. al, 2008).

De forma geral, a expressdo da fitocistatina Xll, assim como dos demais
genes com extensdo C-terminal em outras plantas, tem grande relevancia nos
processos de germinacdo, desenvolvimento e resposta a estresses,
desencadeadas das plantas, como demonstrado pelos experimentos realizados,
principalmente com acido abscisico, e pela presenca de cis-elementos que podem
induzir a transcricdo do gene especificamente no endosperma das sementes.
Entretanto, as diferentes plantas estudadas apresentam variagcdes quanto ao
padrdo de resposta aos tratamentos analisados, por isto, é necessaria uma
avaliacdo mais especifica em arroz, para que possam ser formuladas hip6teses

concretas para o padrao de expressao génica da fitocistatina XII.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi realizada a caracterizacdo dos doze genes que codificam
fitocistatinas em arroz (Oryza sativa), de acordo com as estruturas génicas e
proteicas, além da elucidacdo do padrdo de expressdo génica, em diferentes
tecidos e estadios de desenvolvimento das plantas. Também foram realizadas
analises filogenéticas com as sequéncias proteicas de fitocistatinas encontradas
em plantas que possuem 0 seu genoma sequenciado, a fim de contribuir para o
conhecimento evolutivo desta familia génica, com enfoque principal nas
fitocistatinas de arroz. Estes estudos serviram de base para a contextualizagcéo
evolutiva e funcional da fitocistatina Xl de arroz, a qual foi utilizada em analises
funcionais mediante a obtencdo de plantas silenciadas para este gene, e
expressando o promotor do mesmo, fusionado com genes reporteres.

Os genes das fitocistatinas de arroz, em termos estruturais, sdo bastante

similares, excec¢do feita a OcXll que apresenta uma extensdo C-terminal na sua
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sequéncia, que codifica um dominio proteico similar a cistatina, contendo o sitio
conservado SNSL, com provavel capacidade de inibir legumainas.

As andlises de expressao génica revelaram que 0s genes mais ubiquamente
expressos em arroz sdo Ocl, Oclll e OcXIl, enquanto que os demais apresentam
algumas discrepancias entre os métodos utilizados para detec¢do da expressao,
provavelmente devido ao seu nivel mais reduzido de mRNA ou padrdo mais
tecido-especifico de transcricdo. Apenas a OcVIl ndo teve sua expressado génica
detectada por nenhuma metodologia.

Com os métodos filogenéticos empregados foi possivel verificar o padrao
evolutivo das fitocistatinas de arroz, de acordo com a sequéncia evolutiva das
demais Viridiplantae. Assim, todos o0s genes de fitocistatinas de plantas
apresentam uma origem monofilética, sendo que os genes Ocl, Ocll, Oclll e OcXIll
permanecem em um mesmo clado evolutivo, onde OcXIl encontra-se agrupada
com os demais genes carboxi-extendidos de outras plantas. Esta observacao
sugere que as fitocistatinas com extensdo C-terminal vem sendo evolutivamente
mantidas desde os primordios da origem evolutiva das Viridiplantae. Os demais
genes de fitocistatinas de arroz apresentam um padrao mais divergente, o que
demonstra a possibilidade destes terem se originado independentemente dentro
dos genomas individuais de cada espécie de planta, através de processos de
duplicacbes génicas. Esta hipotese também pode ser corroborada ao ser
confrontada com os dados de expressdo génica, uma vez que 0S genes mais
expressos, e provavelmente sob uma maior pressédo de sele¢do evolutiva sao os
genes Ocl, Oclll e OcXII.

O silenciamento génico da OcXIl, ndo resultou em alteracées fenotipicas
significativas para as plantas em um primeiro momento, mas as perspectivas de
continuidade deste trabalho sdo baseadas em estudo e caracterizacdo das
linhagens transgénicas obtidas. Principalmente em relacdo a caracterizacdo da
alteracdo da atividade das proteases-alvo de OcXll, as legumainas. Além de
identificar outras possiveis proteases que interagem com o dominio C-terminal da
OcXIl, e que estejam sofrendo altera¢des devido ao silenciamento deste gene nas
plantas. Existe também a necessidade da caracterizacao individual das linhagens

de plantas silenciadas quanto ao nimero de copias inseridas no genoma das
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plantas, e também a determinacdo do local de insercédo do transgene no genoma
das plantas. Estao previstos estudos de superexpressao do gene da fitocistatina
XIl, para avaliacdo fenotipica, avaliacdo de alteracbes na expressdo génica
global, em paralelo com as plantas silenciadas, e também analise de proteases-
alvo alteradas nas plantas. Ainda, correlacionando o domino C-terminal da
fitocistatina XII com a inibicdo de proteases cisteinicas do tipo legumainas,
deveréo ser realizados estudos de caracterizacdo destes genes nas plantas, tanto
em nivel de expresséo génica, quanto também em nivel evolutivo, procurando por
possiveis relagBes funcionais. Estes genes de legumainas poderao ter sua funcao
caracterizada nas plantas através de experimentos de silenciamento ou
superexpressao de forma transiente em plantas de arroz.

As analises envolvendo os locais de expressdo do gene, baseado em
estudos do promotor de OcXIl deveréo ter continuidade, a fim de avaliar o padréo
de expressdo do gene em tecidos de plantas adultas. Além da possibilidade de
confirmacédo dos dados de ativacdo e transcricdo génica em tecidos especificos,
comparando-se com 0s estudos de microarranjos e RTgPCR. Também sera
possivel verificar como o gene da OcXIl se comporta frente ao estimulo por
estresses ambientais, simulados por tratamentos especificos, como o acido
abscisico, giberilina, acido jasménico, acido salicilico, excesso de sal, seca, calor,

entre outros.
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