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RESUMO

A jurema-preta pertence a familia Fabaceae, com importancia em dreas semidridas. E
utilizada, principalmente, na produgdo de lenha, carvao e estacas, também na recuperacdo de -
dreas degradadas por ser uma espécie pioneira. Entretanto, o estresse hidrico, principal
adversidade ambiental em regides semidridas, faz com que esta espécie apresente adaptacdes
morfoldgicas e fisioldgicas, fazendo com que ela suporte um longo periodo de seca. Neste
sentido, € necessdrio o estudo de proteinas que atuam como facilitadoras da passagem de dgua
entre as membranas, como as aquaporinas. Apesar da grande quantidade de dados sobre as
aquaporinas nos vegetais, nada se sabe sobre estes transportadores de membrana na jurema-
preta. Dessa forma, a identificacdo de genes que controlam os mecanismos de defesa e
adaptacdo desta espécie, a falta de dgua serd de grande utilidade para melhor manejo da
espécie. A drea da bioinformdtica possui vdrias ferramentas que permite analisar os dados
moleculares, como os genes ou proteinas e uma delas ¢ o programa BLAST, que faz uma
busca por sequéncias similares dentro de um banco de dados publico. Assim, através das
técnicas biotecnoldgicas e da bioinformética podemos identificar quais genes de aquaporinas
sdo induzidos pelo estresse hidrico, permitindo que a planta suporte sobreviver no bioma
Caatinga, que passa a maior parte do ano em periodo de estiagem.

Palavras chaves: Mimosa tenuiflora, MIPs, resposta a estresse.



Souza, Téssia Laicya Vieira de. INSULATION PARTIAL, IDENTIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF PROTEIN WATER CARRIER GENES (AQUAPORINS)
IN Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.In 2015. Dissertation in Forest Science. CSTR / UFCG,
Patos-PB, 45p.

ABSTRACT

Jurema belongs to the Fabaceae family, with importance in semi-arid areas. It is used mainly
in the production of firewood, coal and pilings, also the recovery of degraded areas to be a
pioneer species. However, water stress, major environmental adversity in semi-arid regions,
makes this species present morphological and physiological adaptations, causing her to
support a long drought. Therefore, it is necessary to study proteins that act as facilitating the
passage of water between the membranes, such as aquaporins. Despite the large amount of
data on aquaporins vegetables, nothing is known about these membrane transporters in
Jurema. Thus, the identification of genes that control the defense mechanisms and adaptation
of this species, the lack of water will be very useful to better management of the species. The
field of bioinformatics has various tools that can analyze molecular data, such as genes or
proteins and one of them is the BLAST program, which is a search for similar sequences in a
public database. Thus, with biotech and bioinformatics techniques we can identify which
genes are aquaporins induced water stress, allowing the plant to survive in support Caatinga
biome, which spends most of the year in the dry season.

Key words: Mimosa tenuiflora, MIPs, response to stress.
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1 INTRODUCAO

A vegetagdo Caatinga contém vdrias adaptacdes fisioldgicas as condi¢des estressantes
do semidrido, sendo assim, estudd-las € de suma importancia para o conhecimento desse
ecossistema. A compreensdo dessas varidveis fisioldgicas possibilita o entendimento de como
as espécies vegetais sdo capazes de se estabelecer neste ambiente, com fendtipos
determinados pelo seu patrimonio genético, consentindo-lhes a permanéncia e a sua evolugao
nos diversos ambientes, muitas vezes considerados indspitos e invidveis a sobrevivéncia
(TROVAO et al., 2007). Comumente as espécies de caatinga exibem adaptacdes morfolégicas
e/ou fisioldgicas que permitem a sobrevivéncia em condicdes de seca (TROVAO et al., 2007).

O homem explora a vegetacio caatinga de forma empirica, ndo levando em conta os
riscos e a fragilidade a que a mesma esta exposta. Por outro lado, dados sobre a diversidade
e/ou estrutura genética de suas espécies de plantas sdo extremamente importantes, antes que
decisdes sobre manejo sejam adotadas. A caracterizacdo genética pode também prover
informacdes para o planejamento de tais atitudes.

A jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. faz parte da familia Fabaceae, da
subfamilia Mimosoideae, distribuida nas vastas drea do bioma Caatinga. Por ser uma planta
pioneira exige menos nutrientes do ambiente, sendo adequada para recuperacdo de dreas
degradadas. Devido as suas potencialidades, ¢ muito usada em nossa regido, especialmente
para producdo de lenha, carvdo e como forrageira, sendo que na maioria das vezes € utilizada
de maneira indevida, o que podera causar sua extin¢ao, fazendo com que o bioma perca uma
das espécies mais adaptdveis a seus fatores abidticos extremos.

O estresse hidrico que essa espécie estd submetida diariamente se torna uma
ferramenta importante para uma possivel caracterizacdo de genes, envolvidos na producdo de
proteinas e no transporte de 4gua. Um dos genes com essa fun¢do sdo as aquaporinas, que
produzem as proteinas da familia MIPs (Proteinas Intrinsecas da Membrana), sendo
subdividida em PIPs (proteinas intrinsecas de membrana plasmatica), TIPs (proteinas
intrinsecas do tonoplasto), NIPs (membrana de bactérias simbidticas fixadoras de nitrogénio
na raiz), SIPs (proteinas pequenas intrinsecas) e XIPs (proteinas intrinsecas desconhecidas).

Da identificac@o funcional da primeira aquaporina de plantas, em 1993 aos dias atuais,
uma ampla quantidade de informacdes sobre a estrutura, a localizacdo e a func¢do dos
diferentes membros desta familia multigénica de proteinas de membrana foi disponibilizada
pela comunidade cientifica. A principio, consideradas como ‘“‘simples canais de agua”, as

aquaporinas sao capazes de transportar gases e pequenos solutos neutros, como glicerol, uréia
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e silicio. Devido a redundancia dos genes de aquaporinas e a sua distribui¢cdo em todos os
orgdos e tecidos vegetais, essas proteinas sdo importantes na manutencao de fungdes vitais,
como absorcdo de dgua e nutrientes em raizes, germinagdo de sementes, fotossintese,
transpiragdo e reproducao (GASPAR, 2011).

Ha disponibilizacdo de grande quantidade de informacdes genéticas e foram
desenvolvidas técnicas de bioinformdtica permitindo a interpretacdo devida dos dados,
mostrando grande demanda por parte dos que se interessam pela andlise comparativa das
sequéncias. A ferramenta mais usada para o exame das sequéncias € o programa BLAST(
Basic Local Alignment Search Tool), que identifica rapidamente a presenca de sequéncias
semelhantes entre si. Essas podem indicar homologia e identificar a funcdo (AMARAL,
2007).

Assim, através das técnicas biotecnoldgicas e da bioinformética podemos identificar
quais genes de aquaporinas sdo induzidos pelo estresse hidrico, permitindo com que a planta
suporte sobreviver no bioma Caatinga que passa a maior parte do ano em periodo de
estiagem. Como a M. tenuiflora é uma espécie encontrada vastamente nessa regido, podemos
consideré-la altamente adaptdvel as suas condi¢gdes indspitas e poderd ser utilizada em estudos

de melhoramento genético.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A Caatinga

A Caatinga ocupa aproximadamente 11% do territério nacional, sendo o mais
importante ecossistema/bioma da regido nordeste e o Unico totalmente brasileiro (BRASIL,
2007). Segundo Sampaio e Rodal (2000), a 4rea deste bioma é de aproximadamente 935 mil
Km?* que vai do norte de Minas Gerais, passando pela Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui.

Apresentando os seguintes dados catalogados: 932 espécies de plantas, 148 espécies
de mamiferos e 510 espécies de aves, que demonstram sua grande riqueza, tanto para o
ecossistema local como para a economia nacional, onde se encontra jazidas de minérios e
petréleo. Entretanto, como outros ecossistemas, a caatinga estd ameacgada pela acdo antrépica,
sem a devida ciéncia total da sua biodiversidade (ARAUJO et al., 2005).

Essa regido ¢ denominada ‘poligono das secas’, devido ao seu clima semidrido,
quente, seco e com baixa pluviosidade (entre 250 e 800 mm anuais) e com duas estacdes bem
distintas durante o ano: uma estacdo seca (verdo), com sete a nove meses sem ou quase
nenhuma chuva e uma estagdo chuvosa (inverno), com trés a cinco meses de chuvas
irregulares, torrenciais, locais e de pouca duragdo. Além disso, as plantas e animais da
caatinga apresentam propriedades especiais que lhes permitem viver nessas condi¢des
desfavoraveis (MAIA, 2004).

Os fatores abidticos da caatinga apresentam um aspecto agressivo da vegetacao,
indicando uma répida adaptacdo das plantas as condicdes de aridez, com um colorido variado
das flores arbéreas no periodo seco e a exibicdo da beleza e riqueza do estrato herbaceo
sazonal durante a estacdo umida (PAZ, 2010). As condi¢des ambientais podem provocar
vdrios estresses nas plantas, um deles € o déficit hidrico (LARCHER, 2000).

Por possuir um dominio climético distinto, as plantas da caatinga desenvolveram
mecanismos de defesa para sobreviverem, tais como: transpiracio cuticular reduzida; plantas
deciduas; plantas esparsas para evitar a competicdo de dgua e nutrientes; plantas de porte
baixo; forma compacta; raizes profundas; raizes e tecidos de reservas de dgua, presenca de

espinhos e acuileos (LARCHER, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).
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2.2 Mimosa tenuiflora (Willd) Poir.

2.2.1 Caracteristicas Botanicas

Mimosa tenuiflora (Willd) Poir., popularmente conhecida como jurema-preta,faz parte
da familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae (JUDD et al., 2009). E um arbusto com cerca
de 5 a 7 metros, espinhos esparsos, caule ereto ou um pouco inclinado, casca de cor castanha -
escura, grossa, rugosa, fendida longitudinalmente e entrecasca vermelho-escura. As folhas
sd0: compostas, alternas e bipinadas, de 4 a 7 pares de pinas com comprimento de 2 a 4 cm.

Possui flores pequenas de cor clara, arranjadas em espigas isoladas, de 4 a 8 cm de

comprimento. O fruto é vagem, tardiamente deiscente, com 2,5 a 5 cm de comprimento, casca

fina e fragil quando maduro (Figura 1) (MAIA, 2004).

FIGURA 1 — Detalhes das folhas (A), de um ramo com inflorescéncia (B) e de um ramo com frutos

(C) da espécie jurema-preta. Adaptado Azevédo, 2011.

2.2.2 Importancia economica e ecologica

No Nordeste, a jurema-preta tem sido amplamente usada para fabricacao de estacas e
de lenha, devido a sua alta densidade basica (ARA(JJ O et al., 2004). A lenha é removida de
comunidades nativas, sendo usada como energia em fornos de padarias, olarias, ceramicas e
residéncias, colaborando com cerca de 30% da matriz energética do estado da Paraiba
(FERREIRA, 1994).

Também se destaca como um importante nutriente na alimentacdo de ruminantes
locais (caprinos, ovinos e bovinos), tendo nessa, principalmente pastejando as rebrotas mais

jovens no periodo das chuvas, como também as folhas e vagens secas durante a época de
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estiagem (PEREIRA, 2010). Por ser uma planta facilmente encontrada nessa regido, destaca-
se como uma importante forrageira para os animais, especialmente na época de estiagem.

Outro recurso florestal que possui é a grande quantidade de tanino, especialmente na
casca, sendo de muito valor para a inddstria de curtumes de peles (MAIA, 2004). Também
apresenta atividade antimicrobicida, onde j4 ha estudos na literatura (PEREIRA, 2010).

A jurema-preta encontra-se em locais de desenvolvimento secundario, com baixo teor
de umidade, de solos profundos, alcalinos, com baixa fertilidade e de crescimento lento. Sua
capacidade de enraizamento em terrenos compactos torna essa espécie uma excelente
candidata na regeneracdo de dreas degradadas. E uma planta indicadora de uma sucessdo
secunddria progressiva ou de recuperacdo e tende ao longo do processo a diminuicdo da
densidade (BEZERRA, 2008).

De uma forma geral, pode-se dizer que esta espécie apronta uma regido nos primeiros
estdgios de sucessdo para o surgimento de espécies mais exigentes dos estdgios sucessionais
mais progredidos observados na Caatinga (BAKKE, 2005). Fornece, dentre outros fatores,
sombra, prote¢do ao solo e a producdo de uma fina camada de himus, por meio da deposi¢ao
da sua serapilheira, o que contribui para o desenvolvimento de outras espécies vegetais
(MAIA, 2004).

A regido semidrida do Nordeste do Brasil € muito pobre em nitrogénio e fésforo. A
fixacdo do nitrogénio atmosférico (N) pelas leguminosas, quando ligadas a bactérias dos
géneros Rhizobium ou Bradyrhizobium, diminui ou ndo necessita da adubac¢do nitrogenada
(BAKKE, 2005). Portanto, pode ser utilizada para alternar em plantios de espécies que

possuem dificuldade de fixar o nitrogénio, adubando-o.

2.3 Relacdes hidricas e resposta ao déficit hidrico

2.3.1 Relacio entre a agua e as plantas

As plantas necessitam de dgua para que o seu metabolismo e seu desenvolvimento
ocorram adequadamente. Assim, o nivel de dgua determina a estrutura de muitas proteinas,
acidos nucléicos, polissacarideos e ainda outros componentes citologicos. Segundo Taiz e
Zeiger (2009), a dgua € importante no desenvolvimento da planta em todo o seu ciclo de vida,

pois, influencia no contedido celular e no turgor da planta.
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A absorcdo de dgua pela planta ocorre em toda a sua superficie, sendo a maior parte
advinda do solo (PAIVA; OLIVEIRA, 2006). A quantidade de 4gua absorvida pela raiz
depende de diversos fatores, tais como: dgua disponivel no solo para a planta, do arejamento,
da temperatura do solo, da concentragido da solucdo e da taxa de transpiracio (KERBAUY,
2004).

A entrada da dgua na planta através do sistema radicular ocorre através de processos
osméticos (ndo envolvendo, portanto, gasto de energia), ou seja, € transportada do meio
menos concentrado para o meio mais concentrado em solutos, sendo necessdria para o
equilibrio hidrico — a diferenca entre a 4gua absorvida e a dgua perdida num determinado
espaco de tempo (RAVEN et al., 2007).

Na caatinga, a condi¢do ambiental que mais influencia nas respostas das plantas ao
ambiente é a quantidade de dgua (ARAUJO, 2005). O mesmo autor explana que estas
respostas podem vir a contribuir ou ndo para a sobrevivéncia e a reproducdo destas plantas

nestes locais.
2.3.2 Resposta ao déficit hidrico

Do ponto de vista fisiolégico, o estresse € compreendido como uma alteracdo das
condi¢des 6timas para a vida, vindo a induzir modificacdes em todos os niveis funcionais do
organismo, em resposta as novas condicdoes (LARCHER, 2000; ARAUIJO, 2005). Ndo ha um
mecanismo universal de tolerancia a seca, pois as plantas respondem por meio de processos
adaptativos distintos a escassez de dgua (TAIZ; ZEIGER, 2009; VELLINI et al., 2008).

A diversidade da caatinga contém caracteristicas fisioldgicas que apresentam
adaptacdes complexas e peculiares as condicdes ambientais tnicas (TROVAO et al., 2007). O
mecanismo de fechamento estomdtico, nas horas mais quentes do dia, é uma tatica utilizada
por muitas espécies que habitam regides dridas e semidridas, evitando a perda excessiva de
dgua por meio da transpiracdo (SILVA et al., 2004).

Condigdes de déficit hidrico reduz a taxa fotossintética determinada pelo fechamento
dos estdmatos. A regulacdo do fechamento e abertura estomdtica € controlada pelos
horménios 4cidos abscisicos e citocininas, respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2002).
Ocorrendo, devido ao declinio de turgor da folha, um déficit da pressdo de vapor de dgua na
atmosfera ou ainda a recepg¢ao de sinais de seca pelas raizes.

Para evitar uma condi¢do de seca, as plantas otimizam os seus processos de absor¢ao

e retencdo de dgua. Permanecem desenvolvendo suas raizes, de forma a ampliar sua area de
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captacdo de dgua, fecham os estdmatos, modificam os angulos das folhas, at¢ mesmo perdem

as folhas por inteiro, reduzindo a perda de dgua (CHAVES et al., 2002).

2.3.3 Resposta molecular ao déficit hidrico

A percep¢do de sinais que indicam déficit hidrico nas plantas desencadeiam varios
mecanismos de resposta. Estes mecanismos serdo processados em diferentes graus, tendo
como objetivo diminuir as lesdes que este tipo de estresse pode provocar na planta. A
amplitude da resposta muda de acordo com a capacidade de percepcdo do sinal e com a
resposta que ocorre ao nivel de expressdo génica; ou ainda de outros processos metabolicos,
que possam ser peculiares a algumas plantas, como as que sdo tolerantes a seca (BARTELS;
SUNKAR, 2005).

Estresses abidticos quase sempre levam a ativacdo de genes de vias de sinalizacdo
celular (KNIGHT; KNIGHT, 2001; ZHU, 2002) e respostas celulares, como a expressao de
proteinas de estresse e a de substancias antioxidantes (CUSHMAN; BOHNERT, 2000).
Alguns desses sdo membros das aquaporinas, canais especificos para dgua, ions e outros
pequenos solutos. A medida que as proteinas canal empilham-se no tonoplasto (membrana do
vacuolo) durante o estresse, hd uma modificacdo no movimento da dgua e dos solutos do
vacuolo para o citoplasma, alterando tanto o teor de dgua quanto o potencial osmético do

citoplasma (NEPOMUCENO et al., 2001).

2.4 Aquaporinas: diversidade, classificacao e atividade

Desvendada na década de 90, as aquaporinas sdo proteinas de membrana responsaveis
pela condugdo de moléculas de agua, constituindo um verdadeiro canal proteico (MAUREL;
CHRISPEELS, 2001). O papel das aquaporinas € de suma importancia, sendo componentes
centrais nas relacdes hidricas das plantas e como uma opcao para difusao facilitada da dgua
pela membrana plasmdtica, ampliando a permeabilidade da mesma (Figura 2) (JAVOT;

MAUREL, 2002; TYERMAN et al., 2002; MENESES et al., 2006).
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Canal de agua

FIGURA 2 - Exemplo do transporte de moléculas de d4gua por meio das aquaporinas nas membranas

celulares. (Adaptada de Zhao et al., 2008).

Presentes em diversos seres vivos, tais como animais e fungos, a expressao dos genes
para aquaporinas € regulada de forma distinta. Alguns destes genes sdo essenciais, tendo
expressdo continua, outros sdo acionadas em determinadas condi¢des, como quando na
imposi¢ao de estresse (PARK et al., 2010).

A superfamilia MIPs (Major Intrinsic Proteins - Proteinas Intrisicas de Membrana) é
mais diversa e complexa em plantas do que em animais, isso pode estar relacionado com a
forma séssil das plantas e a falta de um sistema circulatério (FORREST;BHAVE, 2007).
Segundo Wudick et al. (2009). Essa ampla variedade de aquaporinas em plantas poderia ser
pertinente a seletividade e aos diferentes substratos, como também aos vérios padrdes de
localizagdo celular e tecidual, ao alto nivel de compartimentalizacao das células vegetais e as
varias funcdes celulares que requerem o equilibrio hidrico e osmoético entre os
compartimentos.

As aquaporinas sao representadas pela superfamilia das MIPs, a qual € dividida em 5
grupos: PIPs (Plasma membrane Intrisic Proteins) sdo proteinas intrinsecas de membrana
plasmatica; TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins) proteinas intrinsecas do tonoplasto; NIPs
(Nodulin-26-like Intrinsic Proteins) presente na membrana de bactérias simbidticas fixadoras
de nitrogénio na raiz, sendo encontrada também em plantas ndo leguminosas; SIPs (Small
basic Intrinsic Proteins) sdo proteinas pequenas intrinsecas; e XIPs (X Intrinsic Proteins) ou

proteinas intrinsecas desconhecidas, recentemente descobertas e presentes especialmente em
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musgos, fungos e plantas dicotiledoneas (Figura 3) (MAUREL et al., 2008; PARK et al.,
2010).
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/,‘—*\.
( nucleo \ %Complem de Golgi

/ Mitocondri
\ %NIP Itocondria

ER S ~ (omes

PIP1 © SIP Organelas
Membranosas
D Q
D-—9—q
P]P;()ﬁ RO OTIP2  vaciolo

Pequenas vesiculas
Membrana Plasmatca

Parede celular

FIGURA 3 - Esquema de localiza¢do das subfamilias de aquaporinas nas organelas vegetais. PIPs:
localizadas na membrana plasmaética; TIPs: localizadas no vacuiolo; NIPs: localizadas no reticulo
endoplasmitico e membrana plasmadtica; SIPs: Localizada no reticulo endoplasmético. Alémdo
transporte de 4gua, transportam: PIP (CO, e ureia), TIP (ureia, amdnia, glicerol e H,0O,), NIP (amdnia,

ureia, glicerol, boro e lactato). Adaptado de Maeshima e Ishikawa (2008).

As aquaporinas t€m fun¢do muito importante em situagdes de seca. Foram realizados
diversos estudos em casos de déficit hidrico, demonstrando que a transcri¢io das PIPs é
alterada, tendo a expressdo destes genes de acordo com a tolerancia das plantas (MAUREL et
al., 2008; ZHANG et al., 2007). Também € observada inducio na expressdo, como por
diferentes fatores de estresse abidtico (déficit hidrico) (MAUREL et al., 2002).

Muitas proteinas de membrana da familia MIP transportam outras substancias como:
NHj;, CO; e outros pequenos solutos (TYERMAN et al., 2002; LUDEWIG; DYNOWSKI,
2009). Membros da subfamilia PIP agem na conducio de dgua, enquanto que os membros da
subfamilia TIP conduzem d4gua, amonia, uréia e glicerol. Os membros da subfamilia NIP
estdo interligados ao transporte de dgua, glicerol ou boro (raizes), enquanto SIP tem afinidade
no transporte de pequenos solutos basicos (MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008).

H4 uma variedade de isoformas de aquaporinas em plantas, permitindo-lhes vantagens
adaptativas para o crescimento sob as mais variadas condicdes, provavelmente como
resultado das diferentes seletividades e mecanismos regulatérios (CHAUMONT et al.,2005).

Plantas como: arroz, milho e Arabidopsis, apresentam mais de 30 homdlogos

identificados (CHAUMONT et al. 2001, JOHANSON et al. 2001, SAKURAI et al.
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2005),enquanto que em Populus e algodao foram identificados 55 e 63 genes de aquaporinas,
respectivamente (GUPTA et al. 2009, PARK et al. 2010).

As proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIP) estdo presentes em tecidos
com alto fluxo de 4gua, como tecidos vasculares, célula guarda de estdomatos e flores.
Membros da subfamilia PIP sdo expressos em raizes, elementos de floema e folhas, podendo
ter importante papel na comunica¢do célula-a-célula (DYNOWSKI et al., 2008). As PIPs
dividem-se em duas subfamilias, as PIP1 e as PIP2. As PIP1 possui menos capacidade no
transporte de d4gua quando comparadas com as PIP2 (CHAUMONT et al., 2001).

A subfamilia TIP de aquaporinas sdo canais de transporte para 4gua, mas que também
sdo permedveis para uréia, glicerol e amonia. Encontram-se na membrana do vacuiolo celular,
com a funcdo de transportar 4gua e pequenos solutos através da membrana, atuando também
nos processos de regulacdo do turgor, sinalizagdo e degradagdo celular. Viérias TIPs estdo
associadas com a osmorregulacdo, além do transporte de pequenos solutos e gases, junto com
o transporte de metabdlitos para vias importantes como o ciclo da uréia ou de producdo de
aminoacidos (KALDENHOFF; FISCHER, 2006).

A expressdo de membros da subfamilia TIP ocorre especialmente na membrana do
tonoplasto, sendo importante para a movimentacao intracelular de dgua e outras pequenas
moléculas. Trata-se de proteinas em maior quantidade no tonoplasto, consentindo o rapido
ajustamento osmotico, operando na manutengdo da osmolaridade e do turgor (GOMES et al.,
2009).

Em diversos experimentos, membros das NIPs mostraram-se funcionais para o
transporte de dgua e glicerol, mas exibem primariamente baixa permeabilidade para a 4dgua.
Seus transcritos sdo identificados em sementes, caules e raizes, além das membranas do
simbiossomo, quando estas existem (KALDENHOFF; FISCHER, 2006; GOMES et al.,
2009).

A expressao dos membros da subfamilia NIP € inferior a de PIP e TIP, estando
interligado a especializagdes celulares, tais como zonas de elongacdo radicular. Devido a sua
localizagdo e expressdo particulares, os processos em que este grupo atua ainda sdo em grande
parte desconhecidos (GOMES et al., 2009).

A subfamilia SIP € representada por pequenas proteinas bdsicas intrinsecas de
membrana, sendo o menor grupo dentre as MIPs. A fun¢do das SIPs vegetais por enquanto
ndo foi definida, porém, estudos in vitro mostraram que estas agem no transporte de dgua
através da membrana do reticulo endoplasmatico, controlando o volume e a concentracdo

ionica do limen, assim como a morfologia da organela (FORREST; BHAVE, 2007).
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2.4.1 Estrutura e localizacao das aquaporinas

Apresenta um tamanho de 26-30 kDa, presentes em todos os reinos (FORREST;
BHAVE, 2007). Estes transportadores especializaram-se em termos de localizacdo, fungao
(envolvidos no transporte de uma diversidade de substratos), além de apresentarem diversos
efeitos na fisiologia vegetal (JOHANSON et al., 2001; FORREST; BHAVE, 2007; GOMES
et al., 2009). As aquaporinas apresentam estrutura tetramérica, composta por 4 monomeros,
cada um com um poro ativo (MAUREL et al., 2008).

As estruturas das MIPs (Figura 4) sdo bem conservadas, constituidas por: seis alfa-
hélices hidrofébicas que compdem os dominios transmembrana (H1-H6); cinco loops entre as
alfa-hélices (A-E, onde os loops B e E sdo hidrofobicos, parcialmente inseridos nas
membranas e os demais sdo hidrofilicos), havendo dois motivos NPA (asparagina-prolina-
alanina) altamente conservados nos loops B e E (FORREST; BHAVE 2007; GOMES et al.,
2009).
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NH2 LD
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FIGURA 4 - Diagrama da estrutura de uma aquaporina, demonstrando as principais caracteristicas
estruturais. Alfa-hélices representadas pelos retdngulos azuis. Onde estfio presentes os seis dominios
transmembrana (H1-H6), conectados pelos cinco loops (LA-LE). Dois dominios alfa-hélices nos loops

B e E, contendo os dois motivos NPA, formadores do poro. Adaptado de Bezerra -Neto (2011).

Outra estrutura relacionada a seletividade de substrato nas diferentes MIPs para dgua
ou outras moléculas polares sdo os residuos de aminoécidos conservados, abrangendo a regido
arginina/aromdtica (ar/R). Esta regido compreende uma tétrade formada por dois residuos

conservados localizados nas alfa-hélices H2 e HS5, bem como duas no loop E (LE1 e LE2),
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encontrada no centro do poro, formando uma segunda constri¢do, separada do motivo NPA,
atuando na afinidade por substratos (FORREST; BHAVE, 2007). O residuo de arginina
conservado é importante por conter pontes de hidrogénio para o transporte de moléculas de

dgua ou glicerol ou ainda desviar cations do poro (SUI et al., 2001).

2.5 Bioinformatica e os bancos de dados

De maneira simplificada, podemos definir a bioinformatica como uma 4area
interdisciplinar da ciéncia que envolve tecnologia da informacgdo, biologia, matemética,
estatistica, quimica, fisica e outras disciplinas, sendo principalmente aplicada nas questdes da
biologia molecular. Assim, a bioinformaética faz a utilizacdo de programas computacionais
para reconhecer, caracterizar e mapear genes, interpretando a estrutura de suas respectivas
proteinas (SABBATINI, 1999). De acordo com Sabbatini (1999), a bioinformatica apareceu
devido a necessidade de acessar e manusear, de maneira eficaz, uma ampla quantidade de
dados, objetivando a geracio de novos conhecimentos.

Desse modo, com o objetivo, ndo apenas de guardar a grande quantidade de dados
produzidos pelas diferentes ‘Omicas’, mas também de acessar de forma acelerada e eficiente
esse grande volume de dados, teve inicio a produgdo de bancos de dados publicos e privados e
de redes de acesso que admitissem a interacdo entre estes grupos, bem como 0 acesso e
depdsito continuo de dados (PROSDOCINTI et al., 2002).

Nas ultimas décadas, vdrios bancos de dados tém sido construidos objetivando
armazenar e organizar esta grande quantidade de dados, ademais, a maior parte destes dados
disponibilizam ferramentas que permitem a andlise das sequéncias. Embora existam varios
bancos de dados com acesso restrito, recentemente a tendéncia é que estes dados estejam
disponibilizados e sejam acessiveis a todos os pesquisadores.

Ha trés bancos de dados: EMBL-Bank (European Molecular Biology Laboratory
Databank; Banco de Dado do Laboratério de Biologia Molecular Europeu), DDBJ (DNA
DataBank of Japan; Banco de Dados de DNA do Japao), dentre outros. O GenBank faz parte
do Centro Nacional para Informacdo Biotecnolégica (NCBI; National Center for
Biotechnology Information — http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sendo um banco de dados
publico integrativo e abrangente, apresentando informacdes de diferentes tipos e origens.
Ultimamente, este banco contém sequéncias nucleotidicas de mais 380.000 organismos,

obtidas especialmente por meio da submissdao de grupos de pesquisa individuais e também de
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projetos de sequenciamento em larga escala, que incluem ESTs e WGS (Whole Genome
Shotgun; Fragmentacao do Genoma Inteiro) (BENSON et al., 2011).

Juntamente a criagdo dos bancos de dados, muitas ferramentas consentem o acesso e
andlise deste grande nimero de dados e foram produzidas pela bioinformadtica. Estas
ferramentas permitem, por exemplo, uma andlise in silico de sequéncias desconhecidas e
novos genes, através da andlise de alinhamentos comparativos (KENT et al., 2002).

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Ferramenta de Busca por
Alinhamento Local) € a técnica mais comum de comparagdo de sequéncias de DNA com os
bancos de dados gendmicos (ALTSCHUL et al., 1990). Este algoritmo proporciona comparar
uma sequéncia (DNA ou proteina) qualquer (definida “Query”) com todas as sequéncias
genOmicas armazenadas no banco publico. O resultado da busca (em que a pesquisa pode ser
restringida a um dado organismo, por exemplo) retorna aquelas sequéncias (DNA ou
proteinas), depositado na base de dados (“Subject”) com maior homologia.

O algoritmo BLAST permite comparar e alinhar uma sequéncia de DNA ou proteina
com todas as sequéncias armazenada sem um banco de dados publico ou privado, o qual faz
uma busca por sequéncias similares. Esta ferramenta possui vdrias versoes: BLASTp,
compara sequéncias de aminodcidos com o banco de proteinas; BLASTn, compara sequéncias
de nucleotideos contra o banco de dados de DNA; BLASTX, traduz a sequéncia de DNA para
proteina e a compara com banco de dados proteico; tBLASTn, compara sequéncias proteicas
com o banco de dados de DNA traduzido; tBLASTX; traduz tanto a sequéncia nucleotidica
quanto o banco de dados de DNA e os compara (Tabela 1).

Outra ferramenta disponivel no NCBI € o ORF-Finder (Open Reading Frame Finder;
Identificador de Quadros Abertos de Leitura), sendo uma técnica de andlise gréfica,
responsavel pela traducdo de sequéncias nucleotidicas (DNA/RNA) em todos os seis quadros

abertos de leitura (NCBI, 2014).
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TABELA 1 - Descricio dos programas presentes no algoritmo BLAST para comparagdo de

sequéncias
Programa Descricao

Blastp Compara sequéncias de aminodcidos de entrada (guery) contra um banco
de dados de sequéncias de proteinas (Subject)

Blastn Compara sequéncias de nucleotideos de entrada contra um banco de
dados de sequéncias de nucleotideos.

Blastx Compara a sequéncia de nucleotideos de entrada traduzida para todas as
sequéncias de leitura possiveis contra um banco de dados de sequéncias
de proteinas.

tBlastn Compara sequéncias de aminodcidos de entrada contra um banco de
dados de sequéncias de nucleotideos traduzidas para todas as sequéncias
de leitura possiveis.

tBlastx Compara as seis sequéncias de leitura possiveis de um nucleotideo contra

um banco de dados de nucleotideos traduzidas para todas as sequéncias de

leitura possiveis.

Fonte: www.ncbi.nim.nih.org
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CAPITULO I - ISOLAMENTO PARCIAL, IDENTIFICACAO E
CARACTERIZACAO DE GENES DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE
AGUA (AQUAPORINAS) EM Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

RESUMO

A jurema-preta € uma espécie do bioma Caatinga, utilizada principalmente para a producdo de
estacas, lenha e carvao. A caatinga possui um fator limitante com clima extremo onde apenas
plantas adaptadas sdo capazes de sobreviver. Com o advento da gendmica e da
transcriptomica podemos inferir se proteinas da familia MIPs (Proteinas Intrinsecas de
Membrana), as quais estdo principalmente relacionadas com o transporte de d4gua e pequenos
solutos, influenciam na adaptacdo desta espécie num ambiente muitas vezes considerado
indspito. A presenca dos genes que codificam essas proteinas é de suma importancia para o
desenvolvimento e adaptacdo das plantas, contudo, até hoje ndo hd estudos relatando a
identificacdo de genes das MIPs no genoma da jurema-preta. O sequenciamento e a
identificacdo in silico foram feitas utilizando o banco de dados GenBank e o programa
BLAST - blastx. Do resultado do alinhamento via BLASTx das sequéncias de interesse
(query), foram obtidas trés possiveis candidatas para o gene de aquaporinas, sendo que duas
delas (com primers PIP2-1 e NIP 1-2) ndo apresentando o dominio ou motivo caracteristico
da familia MIP. Entretanto, o primer PIP1-4 mostrou que a sequéncia apresentou um dominio
conservado. Todas as sequéncias obtidas se alinharam com sequéncias da familia Fabaceae,
como feijdo, soja e ervilha, o que comprova o grau de conservacdo da proteina em nivel da
familia. Assim podemos inferir a presenca de aquaporinas em jurema-preta € as mesmas
identificadas neste estudo representam um importante recurso genético, fornecendo
informacdes em potencial para modificar as propriedades do uso de 4gua em jurema-preta ou
em outras leguminosas relacionadas.

Palavra-chavas: Bioinformadtica, gendmica comparativa, Fabaceae, Mimosa tenuiflora.
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CHAPTER I - INSULATION PARTIAL, IDENTIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF PROTEIN WATER CARRIER GENES (AQUAPORINS)
IN Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

ABSTRACT

The Jurema is a species of the Caatinga biome, mainly used for the production of poles,
firewood and carvao.A savanna has a limiting factor with extreme climate where only adapted
plants are able to survive. With the advent of genomics and transcriptomics can infer whether
MIPs family proteins (proteins Membrane Intrinsic), which are mainly related to the transport
of water and small solutes, influence the adaptation of this species in an environment often
considered inhospitable. The presence of genes encoding these proteins is of paramount
importance to the development and adaptation of plants, however, to date there are no studies
reporting the identification of genes in the genome of the MIPs of Jurema. The sequencing
and identificacdoin silico, for which used the GenBank database and program BLAST -
blastx, to analyze the result sequéncias.Do via BLASTx alignment of the sequences of interest
(query), were obtained from three possible candidate gene for aquaporins, two of which (with
primers PIP2-1 and NIP 1-2) did not show the characteristic domain or motif of the MIP
family. However, the primer PIP1-4 showed that the sequence presented a domain
conservado.Todas the obtained sequences aligned with sequences of the Fabaceae family such
as beans, soybeans and peas, which proves the degree of preservation of the family level in
protein. So we can infer the presence of aquaporins in jurema-pretae the same identified in
this study represent an important genetic resource, providing potential information to modify
the properties of water use in Jurema or other related legumes.

Key Words: Bioinformatics, comparative genomics, Fabaceae, Mimosa tenuiflora.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga € o dnico bioma excepcionalmente brasileiro, com plantas adaptadas as
suas condicOes semidridas peculiares. Porém, ha necessidade de saber quais mecanismos sao
adotados pelas plantas para adaptarem-se aos estresses abidticos que ocorrem neste bioma. De
modo geral, a vegetacdo € caracterizada por uma formacao do tipo arbustiva esparsa, com
prevaléncia das juremas (RODRIGUEZ, 2002), a exemplo da jurema-preta.

A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (jurema-preta) € uma espécie pioneira de porte
arbustivo, com presenca de muitos espinhos em seus ramos. E decidua perdendo as folhas no
fim da estacdo chuvosa. Frequentemente € encontrada em levantamentos fitossociolégicos na
regido semidrida (LACERDA et al.,, 2005; FREITAS et al., 2007), sendo tolerante as
condi¢des extremas desse ambiente, florescendo e produzindo sementes durante um longo
periodo do ano, predominando na estacdo seca (GARIGLIO et al., 2010).

Sua tolerancia a seca € uma caracteristica complexa, que estd relacionada com a
expressao de varios genes que podem fornecer direta ou indiretamente no aparecimento de um
fenotipo tolerante (GUPTA et al.,, 2010). Um deles age diretamente na expressdo das
proteinas funcionais aquaporinas, as quais envolvem uma grande familia de canais de
membrana que promovem a permeacao de dgua e pequenos solutos neutros (AGRE, 1998; LI
et al., 2008). As aquaporinas sao classificadas em quatro subfamilias: proteinas intrinsecas da
membrana plasmaética (PIP), proteinas intrinsecas do tonoplasto (TIP), proteinas intrinsecas
nédulos (NIP), proteinas intrinsecas de pequena base (SIP) (DANIELSON; JOHANSON,
2008).

Virios trabalhos com diferentes vegetais t€ém admitido que as aquaporinas estivessem
intensamente relacionadas a multiplos processos fisiologicos da planta, entre eles a
osmorregulacdo, assimilacdo de CO,, fechamento e abertura estomdtica e absor¢do de
elementos minerais (LI et al., 2008; GUPTA et al., 2010). Além disso, escassez de agua e
salinidade podem modificar significativamente os padroes de expressdo de aquaporinas
(HEINEN et al., 2009).

Para o entendimento das relacdes hidricas e a sua relacdo ao transporte de pequenas
moléculas em nivel molecular € importante ndo somente identificar as aquaporinas, como
também entender como funcionam seus aspectos de especificidade (DANIELSON;
JOHANSON, 2008). Neste sentido, utilizar ferramentas in silico, através dos bancos de dados

de genoma completo, tem sido uma forma eficaz tanto na identificacdo de genes codificantes
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para aquaporinas, assim como na determinacdo de aquaporinas de uma determinada espécie
(PARK et al., 2010).

Em jurema-preta, pouco ou nada se conhece sobre a relagdo entre a familia MIP e a
tolerdncia a seca. Assim, neste estudo objetivou-se identificar, isolar e realizar andlises in
silico de genes candidatos a aquaporinas no genoma da jurema-preta, visando na catalogacdo
e triagem de elementos uteis para programas de melhoramento contra seca. Tal abordagem
molecular trard mais informagdes acerca dos recursos florestais integrantes da caatinga
brasileira, cuja utilizacdo, ainda priméria, podera ser extrapolada para uma maior exploracao,

porém, de forma sustentdvel.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal

Foram obtidas folhas jovens de plantas de Mimosa tenuiflora (localizadas na fazenda
Tamandua, Santa Terezinha — PB, Brasil), de trés individuos adultos com tamanho
aproximado de 5Sm.

Tecidos de folhas jovens de M .tenuiflora foram coletadas e armazenadas em solucio
saturada de Cloreto de Sodio e CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide), numa propor¢ao
de 20 g de CTAB e 350 g de NacCl por litro de solu¢do (ROGSTAD, 1992) e mantidas a 4°C
até a extracdo do DNA.

A extragdo do DNA gen6mico foi realizada conforme o protocolo CTAB descrito por
Doyle e Doyle (1987), com modificacOes no que se refere a quantidade de material vegetal
(aproximadamente 150 mg de folhas). Em seguida, o pellet foi tratado com uma solucdo de
precipitacdo de polissacarideos e contaminantes, (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 25 mMNacCl),
conforme descrito por Michaels et al. (1994). Procedeu-se, entdo, o tratamento com RNAse A
(10 pg/mL), seguida de quantificagdo do DNA em gel de agarose 1,2% por comparacdo com
DNA lambda (A- DNA), tendo diferentes concentracdes (20, 50 e 100 mg/uL) como

referencial.

2.2 Reacido em cadeia da polimerase - PCR

Para amplificacdo dos genes relacionados a aquaporinas em M. fenuiflora foram
utilizados 15 pares de primers (representantes das subfamilias PIP (6 pares), TIP (4 pares),
NIP (3 pares) e SIP (2 pares) desenhados com base em sequéncias de feijao-caupi (Vigna
unguiculata), gentilmente cedidos pelo Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal, da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.Os primers foram desenhados através da

ferramenta web Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; ROZEN; SKALETSKY, 2000),

considerando os seguintes critérios: tamanho do oligonucleotideo (minimo: 18 bases; 6timo:
20 bases; maximo: 22 bases); temperatura de anelamento (minimo: 57° C; 6timo: 60° C;
maximo 63° C); e conteido em GC (minimo: 40%; 6timo: 50%; maximo: 60%).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se 50 ng de DNA molde, 1,5 uL de
MgCl, (25 mM), 0,25 uL de dNTPs (10 mM), 1 pL de cada primer (F e R, 10 mM), 1.0 U
Taq DNA polimerase (Fermentas), 2,5 uL. de solu¢@o tampao 10x (500 mMKCI, 100 mM
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Tris-HCI, pH8.3 e 1,4 mM MgCl,) e 4gua Milli-Q num volume final de 25 pL.As reacdes de
PCR foram conduzidas em um termociclador “Techne TC-412” (Barloworld Scientific), com
a seguinte programacao: desnaturacao inicial por 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de Imin
a 95°C (desnaturag¢do), 1min a 60°C (anelamento) e 1min a 72°C (extensdo) e finalizando

com uma extensio final de 10 min a 72°C.

2.3 Eletroforese, purificacio dos fragmentos e sequenciamento

Os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarosea 2,5%, usando
como padrdao de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega). Com auxilio de um bisturi,
fragmentos foram excisados do gel e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega — Cat. A9280), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. Apds a purificacdo, os fragmentos foram quantificados através de gel de agarose
1,2 %, usando como padroes de peso molecular DNA lambda (A- DNA), tendo diferentes
concentragdes (20, 50 e 100 ng/uL) como referéncia.

A reagdo de PCR de sequenciamento foi realizada em equipamento ABI 9700 (Gene
Amp PCR SYSTEM (Applied Biosystems), usando a técnica Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequence Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA-USA). A reacgado foi precipitada (90 uL.
de uma solu¢do composta de KOAc3M, etanol absoluto e 5 uL de H,O Milli-Q) lavada em
100 puL de etanol 70 % gelado e seca por 1 h (no escuro). Apds adi¢dao de 10 uL. de Hi-Di
formamida (Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a eletroforese capilar no
sequenciador automdtico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA-USA).

2.4 Analises de Bioinformatica

As sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas via BioEdit 7 (HALL, 1999),
para eliminagdo dos segmentos de baixa qualidade. As sequéncias obtidas foram analisadas no
programa BioEdit, obtendo através deste o seu formato FASTA, entdo foram confrontadas
com o banco de proteinas ndo redundantes do NCBI (National Center for Biotechnology
Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) através de alinhamentos reciprocos com a ferramenta

BLASTx (ALTSCHUL et al., 1990).
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3 RESULTADOS

Dos 15 primers testados (PIP11, PIP13, PIP14, PIP21, PIP23, PIP24, TIP11, TIP21,
TIP22, TIP23, NIP11, NIP12, NIP71, SIP11 e SIP21) foram obtidas 14 bandas (Figuras 1 A e
B).

(A) (B)
0 TP T2 TPE NPH NP l NP SPH SPH ; 100 PIP1T PIP13  PIPM  PIR  PIPZ3 PIP24 TIPTA

ey

-—

FIGURA 1 - Gel de agarose 2,5% com as principais bandas isoladas para sequenciamento,
representando as subfamilias PIP, TIP (A), bem como as bandas representativas de
NIP e SIP (B).

FIGURE 1 - Agarose gel 2,5% with major bands isolated for sequencing, representing the subfamilies
PIP, TIP (A) as well as the representative SIP bands NIP and (B).

Esse estudo apresenta a primeira evidéncia das Proteinas Intrinsecas de Membrana
(MIPs: Major Instrinsic Protein) no genoma da jurema-preta. A busca por possiveis ortélogos
(BLASTx) no banco ndao redundantes do GeneBank/NCBI, a fim de localizar possiveis
ort6logos. Como os primers desenhados ndo sdo especificos para M. tenuiflora, mas sim para
Vigna unguiculata, considerando que as duas espécies pertencem a familia Fabaceae, hd um
grau de conservacgdo da proteina dentro da mesma.

Do resultado do alinhamento via BLASTx das sequéncias de interesse (query), foram
obtidas trés possiveis candidatas para o gene de aquaporinas, sendo duas delas (com primers
PIP2-1 e NIP 1-2), ndo apresentando o dominio ou motivo caracteristico da familia MIP.
Entretanto, o primer PIP1-4 mostrou que a sequéncia apresentou um dominio conservado para
a subfamilia MIP, fazendo o alinhamento com sequéncias da subfamilia PIP1-4 (Figura 2)
Para os trés alinhamentos obtidos todos apresentaram sequéncias com Fabaceae,

especialmente espécies de importancia econdomica.
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Query Length 278 Program BLASTX 2.2.31+ b Citation

Jther reports: i Search Summary [Taxonomy reports’

raphic Summary
:)Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 s 1 150 240 2
RF -3 a ") L -

Super-fanilics B HIF S T

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

!Mouse over to see the defline click to show alignments |

Coelor key for alignment scores

<40 40-50 050 80-200 >=200
QR e e —— e e T
1 1 1 | 1 1
1 50 100 150 200 250

FIGURA 2- Resultado da analise do alinhamento BLASTx/ GeneBank/NCBI, mostrando o dominio

conservado da sequéncia de interesse PIP1-4.
FIGURE 2 - Alignment test result BLASTx / GenBank / NCBI showing the conserved domain of

sequence of interest PIP1-4.

A andlise de identidade, query cover e e-value (Tabela 1), para este Gltimo utilizando
um ponto de corte de ¢”, resultou numa identidade variando entre 93% a 100%, com query
cover variando entre 32% e 33%. Essa sequéncia apresentou um tamanho de 278
nucleotideos, cujo resultado mostrou alinhamento com 100 sequéncias ortélogas (subjects),
muitas das quais pertence a familia Fabaceae, a exemplo de soja e ervilha, comprovando seu

nivel de conservagdo dentro da mesma.

TABELA 1 - Sequéncias apés o BLASTx da sequencia PIP1-4, com a descri¢do, acesso, identidade,
query cover e E-value
TABLE 1 - Sequences after BLASTx of PIP1-4 sequence, with the description, access, identity,

query cover and E-value.

Descricao Acesso Identidade Query cover  E-value
Pyrus x bretschneideri XP_009367837.1 97% 33% 1e-09
Triticum aestivum ABX79960.1 97% 32% 5e-08
Glycine max XM_003552430.2 97% 32% 1e-08
Pisum sativum CAD68986.1 100% 32% 2e-07

Glycine soja KN648819.1 100% 32% 2e-08



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28625252?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=23&RID=DVVW38M0014
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Para o primer PIP2-1 nenhuma das sequéncias tiveram e-valuee query cover
significativos (Tabela 2), estando relacionados com o tamanho da sequéncia que é parcial,
representando apenas 120 nucleotideos, interferindo diretamente nos valores estatisticos. Das
100 sequéncias que foram alinhadas através do BLASTx (Figura 3), algumas deram predi¢do
para PIP2, como a Glycine max. Essa sequéncia, mesmo ndo possuindo dominio conservado
para a superfamilia MIPs e seus resultados estatisticos ndo terem dado significativos, a mesma

poder4 ser utilizada para desenhar um primer especifico para a jurema-preta.

Nucleotide Sequence (120 letters)

RID NTZ1KS9G014 (Expires on 05-22 05:27 am)

Query ID Icl|Query_82508 Database Name nr
Description MNone Description All non-redundant GenBank
Molecule type nucleic acid environmental samples from
Query Length 120 Program BLASTX 2.2.31+ [ Citation

Other reports: pSearch Summary [Taxonomy reports]

SlGraphic Summary
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Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
G ry | —
1 | 1 1 | 1 1
1 20 40 60 80 100 120

FIGURA 3 - Resultado da analise do alinhamento BLASTx/ GeneBank/NCBI, mostrando o dominio
conservado da sequéncia de interesse PIP2-1.
FIGURE 3 - Alignment analysis results BLASTx / GenBank / NCBI, showing the conserved domain

of the sequence of interest PIP2-1.

TABELA 2 - Sequéncias apés o BLASTx da banda PIP2-1, com a descri¢do, acesso, identidade,
query cover e E-value das subejects.
TABLE 2 - Sequences after BLASTx PIP2-1 the band, with the description, access, identity, query

cover and E-value of subejects..

Descricao Acesso Identidade  Query cover E-value

Nelumbo nucifera XP 010262516 80% 50% 0.072
Glycine soja KHNO05685.1 85% 50% 0.29
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O candidato a NIP1-2 apresentou tamanho de 603 nucleotideos, mostrou dominio
conservado para a superfamilia transportadora de membrana, a mesma tendo uma relagdo
funcional com a superfamilia MIP (Figura 4). Houve pareamento de 103 sequéncias do banco,
sendo uma delas descrita como proteina hipotética de Vigna vulgaris, mesmo género de V.
unguiculata para a qual o primer foi desenhado, apresentando um grau de conservacio da
proteina em nivel de género. Os resultados estatisticos deram significativos para query cover e

e-value, com cobertura considerada 6tima e e-value muito proximo de zero (Tabela 3).
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FIGURA 4 - Resultado da analise do alinhamento BLASTx/ GeneBank/NCBI, mostrando o dominio
conservado da sequéncia de interesse NIP1-2.

FIGURE 4 - Alignment analysis Results BLASTx / GenBank / NCBI, showing the conserved domain
of the sequence of NIP1-2 interest.

TABELA 3 - Sequéncias apds o BLASTx da banda NIP1-2, com a descricdo, acesso, identidade,
query cover e E-value das subejects.
TABLE 3 - Sequences after BLASTx da NIP1-2 band, with the description, access, identity, query

cover and E-value of subejects.

Descricao Acesso Identidade Query cover E-value
Coffe acanephora CD099900.1 80% 92% 2e-66
Vitis vinifera XP_002266805.1 76% 92% 2e-64
Glycine max XP_003535876.1 72% 92% 3e-59

Phaseolus vulgares XP_007145546.1 73% 92% le-58
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4 DISCUSSAO

Aquaporinas sdo abundantes nos genomas de plantas, variando o nimero de membros
em cada subfamilia consideravelmente, atuando de forma funcional e especializada para o
crescimento vegetal nas diferentes condicdes abidticas. E uma familia multigénica, sendo
usada em trabalhos que objetivam a otimizacdo do uso da dgua e de outros nutrientes nas
plantas.

Das quatro subfamilias que utilizamos, a subfamilia PIP foi a dnica detectada com
predi¢do para a mesma durante o BLASTX, assim podemos inferir que esta subfamilia € a
mais conservada. Tendo-se como base a homologia de sequéncias, a subfamilia PIP apresenta
o grupo mais conservado dentro das aquaporinas, tendo na regido ar/R um residuo de histidina
(H) na posi¢ao HS, que determina uma alta especificidade pelo transporte de dgua gracas as
pontes de hidrogénio (WALLACE; ROBERTS, 2004; FORREST; BHAVE, 2007; MAUREL
et al., 2008). Os residuos da regido arginina/aromdtica, altamente conservados, tém se
mostrado funcionalmente importantes na determinacdo da afinidade de substrato e passagem
destes através das membranas biologicas (MAUREL et al., 2008).

Os primers utilizados foram desenhados para o feijao-caupi e ndo para a jurema-preta,
entdo os resultados estdo diretamente relacionados com este fato e que mesmo as duas
espécies pertencentes a Fabaceae, sabemos que nas subfamilias TIP, NIP e SIP ha algumas
substituicdes nos dominios conservados. Ainda mais que a expressdo das aquaporinas é
influenciada pelos orgios especificos, pelo estigio de desenvolvimento e com o estado
fisiolégico do vegetal (HEINEN et al., 2009). Assim, as subfamilias NIP e SIP estdo mais
relacionadas no que diz respeito a estrutura e funcao, estando ambas relacionas ao transporte
de pequenos solutos. Sendo sua expressdo menos abundante nos diferentes tecidos, quando
comparada as subfamilias PIP e TIP (PARK et al., 2010).

Mimosa tenuiflora apresenta varios aspectos morfoldgicos e fisiologicos que lhe
permite sobreviver em regides de déficit hidrico. A presenca de aquaporina PIP na folha €
mais um suporte para adaptacdo da mesma a este ambiente, que além do transporte de dgua,
também tem a funcdo no controle da fotossintese. Em Phaseolus vulgaris foi observado um
aumento na expressdo de aquaporinas PIP no tecido foliar quando estas sdo submetidas a
condicdo de seca, favorecendo a diminuic@o na taxa de transpiragdo vegetal, por controlarem
a abertura e fechamento estomatico (AROCA et al., 2006).

Em outras andlises fisiolégicas de PIP2 demonstraram que a expressdo delas em folhas

foi igual ou até maior do que em raizes (LI et al., 2008; AZAD et al., 2008). Na planta
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modelo, Arabidopsis thaliana, os niveis de expressdao de 13 isoformas de PIP2 foram mais
elevados nas folhas do que nas raizes (JANG et al., 2004). No arroz tiveram-se resultados
semelhantes com 14 homoélogos de MIPs, expressos exclusivamente em folhas (HEINEN et
al., 2009). Estes dados inferem que as aquaporinas ndo sdo apenas necessdrias nas relagdes
hidricas de raizes, como também sao essenciais para a fisiologia e desenvolvimento de folhas
nos vegetais (HEINEN et al., 2009).

Contudo, a jurema-preta desenvolve a formacdo de nddulos radicularaes por ser uma
Fabaceae, assim deve codificar genes para a subfamilia NIP. O que nio pode ser comprovado,
pois a extracdo de DNA nao foi feita da raiz, sendo a principal parte de localizacdo das
proteinas codificadas por esses genes (KRUSE et al., 2006). Podendo ser comprovado pelo
estudo da Glycine max, que apresentou elevado numero de candidatos a genes da subfamilia
NIP com expressdo na raiz, devendo-se ao fato desta ser uma Fabaceae e apresentar a
formacdo de nédulos radiculares (NETO; ISSEPON, 2009).

Apesar de as AQPs terem fungdo importante no controle do transporte de &4gua,
resultados contrastantes tém sido notados em situacdo de estresse ambiental. Assim, a baixa
quantidade de aquaporinas na jurema-preta pode ser at¢ uma forma de defesa da planta para
ndo perder dgua. Segundo Hussain et al. (2011), hd atualmente interpretacdes contrastantes
dos resultados obtidos com plantas transgénicas. Para alguns autores, o0 aumento nos niveis de
aquaporina otimiza a capacidade das plantas em suportar o estresse hidrico, enquanto outros
créem que as plantas impedem perdas excessivas de agua ao “desligar” as aquaporinas
durante a desidratacdo (GASPAR,2011).

Fazendo uma anélise das subjects que se alinharam as guery, podemos observar que a
maioria delas é de grande importincia comercial, especialmente da industria alimenticia e que
também ocorreu alinhamento com Fabaceas, confirmando o grau de conservagdo da proteina
dentro da familia. Assim inferimos que para espécies do bioma caatinga, que sdo diariamente
submetidas a situagdes de déficit hidrico, pouco se sabe sobre sua associacdo com
aquaporinas.

Segundo Gaspar (2011), a maior parte dos trabalhos com aquaporinas foi realizada
com plantas modelo e espécies temperadas de interesse comercial. Dessa maneira, espécies
distribuidas em ambientes com diferentes situacdes de disponibilidade de 4gua ou com
variacdo sazonal desse recurso, além de espécies com adaptacdes morfoldgicas e bioquimicas

que promovem melhor utilizacdo dos recursos hidricos e nutricionais tém sido negligenciadas.
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5 CONCLUSOES

A jurema-preta apresenta em seu genoma, representantes da subfamilia PIP de
aquaporinas, identificada em diversos organismos vegetais. Ndao foram encontradas outras
subfamilias, pois 0 DNA foi extraido apenas da folha e de individuo adulto e os primers
utilizados foram desenhados para o feijao-caupi.

Assim, para uma melhor caracterizacio e identificacdo de genes da familia MIP em M.
tenuiflora se faz necessario o desenho de primers especificos, a extragdo de DNA deve ser
feita de vérias partes da planta e também em diferentes estdgios do desenvolvimento. Este
estudo pode servir como modelo para o desenho de primers especificos para a jurema-preta

utilizando as sequéncias que deram predi¢do para aquaporinas.
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