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RESUMO

A modificacdo covalente é uma estratégia utilizada frequentemente na
regulacdo de uma série de processos biologicos. Dentre os modificadores
polipeptidicos conhecidos, a ubiquitina é o mais utilizado, promovendo tipicamente a
degradacéo de seus alvos. O processo de ubiquitinagédo depende primordialmente
de trés enzimas: uma enzima de ativagcdo da ubiquitina (E1), uma enzima de
conjugacgao a ubiquitina (E2), e uma ubiquitina-ligase (E3), que é responsavel pelo
reconhecimento das proteinas-alvo. A ativacdo da ubiquitina ocorre por meio da
acao da El1. E2 e E3 cooperam para montagem de uma cadeia multiubiquitina na
proteina alvo. A ligagdo de moléculas de ubiquitina orienta a degradacdo das
proteinas pelo complexo 26S proteassomo. A poliubiquitinacdo esta associada a
processos fisiologicos diversos, desde regulacédo do ciclo celular e desenvolvimento
até resposta a estimulos ambientais. O complexo SCF (Skpl-Cullinl-F-box) € uma
das ubiquitina-ligases mais bem descritas na literatura atualmente. Proteinas da
familia F-box sdo responsaveis pelo reconhecimento de substratos para atuacao do
complexo na via de ubiquitinacdo. As expansdes ocorridas no grupo das F-box as
coloca entre as maiores familias génicas de plantas. O presente trabalho apresenta
o impacto diferencial causado por eventos de duplicagdo sobre a expansao e
conservacao da familia F-box em diferentes espécies de leguminosas (Glycine max
(soja) e Medicago truncatula). Nossos resultados mostram grandes diferencas tanto
no conteudo de genes F-box entre espécies proximas, quanto no meio pelo qual
esta familia se prolifera. Enquanto na soja os genes F-box tendem a ser mais
antigos e dispostos em regifes sinténicas com outras dicotiledéneas, em Medicago
o repertorio desta familia evoluiu preponderantemente por duplicacdes locais, ou em
tandem. Reportamos ainda a divergéncia transcricional em varios destes genes
oriundos de duplicacbes recentes, bem como a rpida evolucdo de transcricdo
tecido-especifica e recrutamento para processos biologicos distintos como
nodulacdo e desenvolvimento da semente, colocando-os como potenciais

reguladores de processos adaptativos.
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ABSTRACT

Covalent modification of proteins is often used to regulate a number of
biological processes. Among the polypeptide modifiers, ubiquitin is the most used,
typically inducing protein degradation. Ubiquitination primarily depends on three
enzymes: ubiquitin activating enzyme (E1), ubiquitin conjugating enzyme to (E2), and
ubiquitin ligase (E3), being the latter responsible for substrate specificity.
Ubiquitination occurs through the concerted action of Els, E2s, E3s and other
less-conserved accessory proteins to assemble a polyubiquitin structure in the target
protein. The attachment of ubiquitin molecules typically drive protein degradation by
the 26S proteasome complex. Polyubiquitination is associated with various
physiological processes, from cell cycle regulation and development to stress
response. The SCF complex (Skpl-Cullinl-F-box) is one of the best described
ubiquitin ligases and the F-box proteins are the subunit responsible for substrate
specificity. Moreover, due to several lineage-specific expansions, the F-box family is
arguably the largest gene families in plants. This work presents the differential impact
caused by large-scale and tandem duplication events on the expansion and
maintenance of F-box family in two closely-related legumes (Glycine max (soybean)
and Medicago truncatula). Our results show large differences in both, content and
origins of the F-box family members. While soybean F-box genes tend to be older
and arranged in synthenic regions with other dicots, the M. truncatula F-box
repertoire mainly evolved by local (tandem). Several of these young F-box genes
evolved divergent transcriptional patterns and recruitment to various biological
processes (e.g. nodulation and seed development), indicating that they are potential

regulators of adaptive processes.
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ABREVIACOES

NBS-LRR - nucleotide-binding-site leucine-rich-repeat

HECT - homologous to the E6-AP carboxyl terminus

RING - really interesting new gene

Cull - cullin 1

FBX - F-box

TD-FBX - F-box duplicado localmente (tandem)

TD-F-box - F-box duplicado localmente (tandem)

*HAI _IN_RH - hours after inoculation _ inoculated _ root hair

*HAI _UN_RH - hours after inoculation _ mock-inoculated _ root hair
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Introducao

A relevancia da soja no @&mbito econémico

Sementes sao cultivadas para diversas finalidades, dentre elas a producao de
biocombustiveis e alimentacdo humana e animal. Sementes acumulam proteinas,
carboidratos e lipideos, que sdo consumidos para sustentar as etapas iniciais do
desenvolvimento pés-germinativo (Schmidt et al., 2011). Durante o desenvolvimento
da semente, o acumulo de proteinas de reserva € regulado por uma complexa rede
de componentes genéticos, fisiolégicos e ambientais (Golombek et al., 2001;
BrocardGifford et al., 2003; Elke et al., 2005; Fait et al., 2006; Weber et al.,2005). A
soja (Glycine max Merr.) é a leguminosa mais cultivada no mundo, constituindo uma
importante fonte de proteina e 6leo. A producdo mundial de soja e o rendimento por
hectare aumentou de forma constante ao longo do século passado em decorréncia
do desenvolvimento tecnologico e langamento de cultivares adaptadas a diferentes
ambientes. A soja € um componente chave da alimentacdo humana e animal, sendo
responsavel por mais da metade da producdo de oleaginosas do mundo [United
States Department of Agriculture (USDA) Servico AGRICOLAS Exteriores do banco
de dados de produgéo, abastecimento e distribuicdo - http://www.usdabrazil.org.br].
Em termos de massa de sementes produzidas, a soja é o quarto cultivo mais
importante do mundo e ocupa nos Estados Unidos o segundo lugar em area
plantada (FAOSTAT 2010; http://faostat.fao.org/default.aspx). Em 1990, as
importacdes liquidas chinesas de soja foram de um 1 teragrama (Tg). Esse niumero
aumentou para 33 Tg até 2007, acompanhando o crescimento exponencial da
economia daquele pais (FAOSTAT 2010; http://faostat.fao.org/).

A producédo atual mundial de soja é de mais de 255.000 Tg, dos quais mais
de 95% séo provenientes de apenas sete paises (Ainsworth et al., 2011). Embora a
soja tenha sido inicialmente domesticada na China e permanecido ausente do Novo
Mundo até a colonizacdo europeia, atualmente 80% da producdo mundial €&
proveniente de Estados Unidos, Brasil e Argentina. O rendimento da soja nesses
trés paises tém aumentado constantemente ao longo das Ultimas duas décadas
(Ainsworth et al., 2011), sendo esta crescente aliada ao dramético aumento na area

plantada praticamente dobraram a producdo mundial da cultura desde 1990


http://faostat.fao.org/default.aspx
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(Ainsworth et al., 2011). A producao comercial de soja no Brasil comecou na década
de 1960 e superou 40 milhdes de toneladas em 2002. O Brasil atualmente € o
segundo maior produtor de soja do mundo ao lado dos EUA (FAOSTAT 2010:
http://faostat.fao.org/). O rendimento médio da soja no Brasil € de quase 3 toneladas
por hectare, podendo ser considerado altamente produtivo e comparavel ao de
outros grandes produtores das Américas do Norte e do Sul (FAOSTAT 2010;
http://faostat.fao.org/).

Nodulacéo e fixacao biolégica do nitrogénio

Uma caracteristica importante das leguminosas é a sua capacidade de
estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio (familia Rhizobiaceae)
(Schmutz et al., 2010), num processo denominado nodulacdo. O desenvolvimento
de noédulos depende de complexas interagbes entre os simbiontes, sendo sua
morfologia frequentemente distinta em diferentes leguminosas (Jones et al., 2007,
Maunoury et. al.,, 2008). Na interacdo entre Medicago truncatula e Sinorhizobium
meliloti, os primeiros processos de sinalizacdo envolvem flavondides derivados de
plantas e fatores Nod derivados de Rhizobium, induzindo a divisao celular no cértex
radicular interno e levando a formacao do primérdio nodular (Maunoury et al., 2010).
Tem sido evidenciado nos ultimos anos que a assimilagcdo de nitrogénio e o
metabolismo de carbono sédo bioquimicamente coordenados por uma complexa rede
transcricional e enzimatica (revisado por Nunes-Nesi, 2010). Esta simbiose
baseia-se na alocagéo de carbono para o simbionte Bradyrhizobium japonicum em
troca de nitrogénio fixado. A partir de ortdlogos conhecidos em outras espécies,
foram identificadas em soja 28 nodulinas e 24 genes reguladores da nodulacéo
(Schmutz et al., 2010).

Dentre os estresses abidticos, a seca € o fator que causa mais prejuizos,
prejudicando o desenvolvimento da planta e resultando em perdas de
aproximadamente 40% (Ladrera et al., 2007). A seca também limita
significativamente a fixacdo bioldégica de nitrogénio em nodulos, pois afeta a
disponibilidade de oxigénio e carbono para a fixacdo de nitrogénio pelo bacteréide,

além de induzir o aciamulo de ureides nos nédulos (Ladrera et al 2007; Marino et
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al.2007). Varias centenas de genes que sao especificamente induzidos ou
reprimidos durante a nodulacdo tem sido identificados, sendo sua maioria ativada
em estagios tardios da organogénese (El Yahyaoui et al., 2004). Estudos sobre os
perfis transcricionais relacionados a interacdo simbidticas entre M. truncatula e
S.meliloti documentaram 13 possiveis fatores de transcricdo (TFs) regulados
positivamente e 11 regulados negativamente em nodulos. Nodulinas correguladas
junto a estes TFs também foram encontradas, sugerindo fortemente que elas

tenham sua transcricdo controlada por estes fatores.

Caracteristicas do genoma da soja

A recente publicacdo do genoma da soja (Schmutz et al., 2010) abriu grandes
perspectivas para pesquisas bioquimicas e fisiologicas. Dentre estas iniciativas,
estudos em larga escala vem sendo conduzidos para estudar o transcriptoma,
proteoma e metaboloma de diferentes tecidos e condi¢des fisiologicas da espécie
(Libault et al., 2010). O genoma da soja esta entre 0s maiores genomas vegetais
sequenciados até o momento e apresenta boa qualidade se comparado a outros
drafts gendmicos de alta qualidade (Schmutz et al., 2010). O genoma de soja tem
aproximadamente 950 megabases, sendo 57% das bases contidas em regides
heterocromaticas, ricas em repeticbes e proximas aos centrdmeros. Dos 46.430
genes preditos com alta confianca, 34.073 (73%) apresentaram ort6logos em outras
angiospermas, sendo classificados em 12.523 familias (Schmutz et al., 2010).
Expansb6es em tandem de familias de genes sdo comuns na cultura da soja e
incluem NBS-LRR, F-box, proteinas de resposta a auxina, e outros dominios

comumente encontrados em grandes familias em plantas (Schmutz et al., 2010).

A maioria das espécies de angiospermas e vertebrados descendem de
ancestrais que sofreram duplicagcbes de genoma, seja através de autopoliploidia ou
alopoliploidia. Evidéncias citogenéticas, morfoldgicas e gendmicas sugerem que a
maioria das angiospermas (60-70%) sejam derivadas de ancestrais que sofreram
algum evento de poliploidizac&o. E normalmente esperado que alteraces de ploidia
sejam deletérias em decorréncia do desbalanco genético e metabdlico (Otto e

Whitton, 2000), apesar de as evidéncias de duplicacdo gendmica serem claras em
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muitos dos genomas sequenciados, com surpreendente prevaléncia em plantas
(Sémon e Wolfe, 2007).

Dado o alto niumero de duplicacbes genémicas, alguns cientistas argumentam
gue a poliploidizacdo ofereca grande potencial adaptativo. Crow e Wagner (2006)
sugeriram que a duplicacdo do genoma poderia reduzir o risco de extingao atraves
de redundancia funcional, robustez mutacional, e taxas aumentadas de evolucédo e
adaptacao (Van de Peer et al., 2009). Contudo, é importante notar que em 500-600
milhdes de anos de evolucdo dos vertebrados, ndo mais que duas (ou trés em
teledsteos) duplicacdes gendbmicas completas foram detectadas até o momento (Van
de Peer et al., 2009), evidenciando que a prevaléncia dos eventos de poliploidizacéo

observada em plantas néo se repete em vertebrados.

Eudicots
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Figura 1: Arvore filogenética representada de forma simplificada. As barras
coloridas representam eventos de duplicagdo de genomas. Resultado de
poliploidias ocorridas nas linhagens. Fonte: Soltis e Soltis, 2009.
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Efeitos da abordagem biotecnoldgica sobre a producdo da soja

Melhoramento genético, lancamento de novos cultivares e avanco das
técnicas agricolas tém contribuido para aumentos substanciais na producéo de soja
ao longo dos anos (Specht et al., 1999). Apesar do sucesso dos programas de
melhoramento genético classico, € imperativa a necessidade de se compreender as
bases genéticas e bioquimicas de fendtipos de interesse a fim de identificar
potenciais alvos para futuras melhorias e extrapolacdo para outras espécies
(Ainsworth et al., 2011).

Anadlises histéricas de cultivares lancadas ao longo dos ultimos 90 anos
indicam que um dos principais fatores do aumento do rendimento € o ndmero de
sementes por planta (Morrison et al., 2000; Jin et al 2010). Por outro lado, patégenos
e doencas impdem severas limitagcdes a producdo agricola mundial. Enquanto as
plantas sdo naturalmente imunes a grande maioria dos potenciais patdogenos de
bactérias e fungos do ambiente, eventualmente patdégenos e pragas conseguem se
estabelecer, resultando em enormes prejuizos econémicos. O controle de patdogenos
tem sido essencialmente feito por programas de melhoramento genético e/ou
utiizagcdo de pesticidas, sendo a primeira estratégia extremamente eficaz na
geracdo de plantas altamente resistentes a patégenos especificos (Wally e Punja,

2010).

A correlacédo historica positiva entre fotossintese e rendimento de soja sugere
gue esta via poderia ser um alvo promissor para ganhos de rendimento adicional
(Ainsworth et al., 2011). Outra importante funcédo que tem sido constante alvo de
investigacdo € o armazenamento de lipidios. Arabidopsis thaliana e soja possuem
nameros comparaveis de genes envolvidos na sintese de lipidios de reserva,
alongamento de &cidos graxos e producdo de cera/cutina (Schmutz et al., 2010).
Curiosamente, o numero de genes envolvidos na sinalizacao lipidica, degradacéo de
lipidios de reserva, e sintese de lipidios de membrana € de duas a trés vezes maior
em soja que em A. thaliana, indicando uma maior complexidade regulatéria no

metabolismo de lipideos na leguminosa (Schmutz et al., 2010).
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A via de ubiquitinacdo

A modificacdo de proteinas por polipeptideos pode alterar varios aspectos
bioquimicos, tanto em células eucaridticas quanto procarioticas. Embora o sistema
de ubiquinacao seja exclusivo de eucariotos, diversas proteinas da via apresentam
homologia com proteinas procariéticas (Burroughs et al., 2009; lyer et al., 2006).
Dentre esses peptideos modificadores, 0 mais conhecido é a ubiquitina, um peptideo
altamente conservado em eucariotos (Hochstrasser, 2000; Hershko e Ciechanover,
1998; Pickart, 2001; Weissman, 2001; Glickman e Ciechanover, 2002). Apés
processamento da pré-ubiquitina para a sua forma ativa monomeérica, a ubiquitina
pode ser covalentemente ligada a outras proteinas por um conjunto de processos

bioquimicos coletivamente chamados de ubiquitinacdo ou ubiquitilac&o.

A ubiquitinacdo tipicamente induz a degradacdo especifica de seus alvos. A
degradacdo de proteinas regulatérias mediada por ubiquitinacdo desempenha uma
importante fungcdo no controle de diversos processos como a progressao do ciclo
celular, transducdo de sinal, regulacdo transcricional e endocitose (Fang e
Weissman, 2004 ; Hershko e Ciechanover, 1998). A ubiquitina possui sete residuos
de lisina (K27, K29, K33, K48 e K63) cujos varios tipos de ligacdes sdo associadas a
diferentes fungdes celulares. Por exemplo, as cadeias poliubiquitina ligados por K48,
estdo envolvidos em degradacédo proteossomal, enquanto a ubiquitinacdo por K63 &
um sitio de acoplamento para mediacdo de internalizacdo de proteinas de
membrana, interagdo proteina-proteina ou mudancas conformacionais (Mallette e
Richard, 2012). Em geral, o esqueleto da via ubiquitinacdo é composto de por trés
enzimas: a enzima de ativacdo da ubiquitina, ou E1; E2, ou enzima de conjugacao
da ubiquitina; e E3, ou ubiquitina-ligase (Figura 2). E1, a primeira enzima da via da
ubiquitinacdo, forma uma ligagdo tiol-éster entre a cisteina do seu sitio ativo e a
glicina carboxi-terminal da ubiquitina. Cada molécula de E1 totalmente carregada
leva duas ubiquitinas ativadas. A ubiquitina ativada na E1 é subsequentemente
transferida ao sitio ativo de uma E2 por transesterificacdo. E3 liga-se a E2, ja
combinada a ubiquitina, e ao substrato (proteina-alvo) facilitando a formacdo de um
isopeptideo ligado pela glicina carboxi-terminal da ubiquitina e um residuo de lisina

do substrato ou a uma outra ubiquitina previamente aderida a esse substrato
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(Hershko e Ciechanover, 1998; Pickart, 2001). Alternativamente, a E3 pode ter a
ubiquitina ligada covalentemente a sua estrutura e transferi-la posteriormente ao
substrato, de forma E2-independente. A organizacdo da cascata enzimatica de
conjugacéao € hierarquica: Ha uma E1; um numero limitado de E2's, cada uma das
guais pode servir varias E3's; presentes em dezenas ou até centenas (muitas delas

ainda néo identificadas) (Venancio et al., 2009).
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Figura 2: A via de ubiquitinagdo. Ubiquitina livre (Ub) é ativada de modo dependente de ATP com a
formagdo de ligagdo tiol-éster entre E1 e a por¢do C-terminal da ubiquitina. A ubiquitina é
transferida para uma ou vdrias E2's diferentes. E2 associa-se a E3, que jd deverd possuir um
substrato a ela ligado. A ubiquitina é entdo transferida diretamente de E2 ao substrato. Fonte: Fang
e Weissman, 2004.

A reacdo da E3 envolve pelo menos duas etapas distintas: ligacdo da E3 ao
substrato através do sinal de ubiquitinacéo, e a ligacdo covalente de uma ou mais
ubiquitinas ao substrato. Além disso, os substratos que serdo marcados para
reconhecimento pelo proteassomo normalmente possuem uma cadeia poliubiquitina
ligada a K48 estendida de uma das ubiquitinas ja ligadas e ele (Pickart, 2001). As
ubiquitina-ligases (E3) pertencem tipicamente a familias génicas com o dominio
HECT, que transfere a ubiquitina diretamente do substrato ligado a um dominio nao
catalitico. Proteinas HECT sao encontradas em diversas linhagens de eucariotos e
sdo definidas por um dominio HECT de aproximadamente 350 aminoacidos
(Scheffner, 1998). Séo proteinas, em geral, de grande massa molecular (90 a
200kDa) com dominios N-terminais longos. Nessa classe de ubiquitina-ligases, o

7

dominio N-terminal € aparentemente responsavel pela ligacdo ao substrato
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enquanto o dominio C-terminal HECT atua na transferéncia direta da ubiquitina de

uma ligacgéo tiol-éster para o substrato.

Por outro lado, os membros da outra classe catalitica, como SCF e complexos
APC, utilizam um dominio RING-finger para facilitar a ubiquitinacdo (Jackson et al.,
2000). O APC (anaphase-promoting complex) foi a primeira ubiquitina-ligase
multicomponente descrita, e € necesséaria para a degradacdo de substratos que
controlam a transicdo da metafase para anafase e para a degradacdo da ciclina B
para encerramento da mitose (Peters, 1998; Wolf e Jackson, 1998; Zachariae e
Nasmyth, 1999). De maneira similar ao complexo SCF, o APC contém um homadlogo
da culina (Apc2), e uma proteina RING-H2-finger similar a Rocl/Rbx1, chamada
Apcll.

O complexo SCF (Skpl-Cullin1-F-box) contém pelo menos quatro proteinas:
Skpl, Cull, Rocl/Rbx1/Hrtl, e uma proteina F-box. Os substratos do SCF sao
ligados diretamente por adaptadores chamados de proteinas F-box. Estes contém
um motivo de aproximadamente 45 aminoacidos (dominio F-box) e ligam-se aos
substratos por uma interacao proteina-proteina (Bai et al., 1996). O dominio F-box é
responsavel pela ligacdo com Skpl, que por sua vez associa-se com a porcao
N-terminal de Cull (Jackson et al, 2000). Proteinas F-box direcionam a
ubiquitinacao de substratos especificos (Bai et al., 1996; Skowyra et al., 1997), mas
a gama de F-boxes e substratos € bastante ampla. H4 pelo menos 19 proteinas
F-box em S. cerevisiae, mais de 100 em C. elegans, e aproximadamente 50
descritas em vertebrados (Cenciarelli et al., 1999; Regan-Reimann et al., 1999;
Winston et al.,, 1999). Assim, como muitas dessas proteinas F-box constituem
ubiquitina-ligases SCF ativas, o numero de substratos de complexos SCF pode ser
bastante variado (centenas ou milhares). Em complexos SCF bem estudados como
SCF(Cdc4), SCF(Grrl), SCF(Skp2) e SCF(B-TrCP), a fosforilagdo parece ser
necesséria para ligacdo da proteina F-box. No complexo SCF (Cdc4), cada um dos
substratos conhecidos necessita estar fosforilado para que ocorra a ubiquitinacéo
(Deshaies, 1999). Cull é um membro da familia das culinas, que, em humanos,
incluem pelo menos Cull-Cul5, e Apc2. As culinas organizam e ativam o complexo
E3 e colaboram no recrutamento de E2. Rocl/Rbxl contém dominio

RING-H2-finger, e promove a associacdo da proteina Cull com a enzima de
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conjugacao a ubiquitina (E2), além de aumentar a atividade da prépria ubiquitina
ligase (Kamura et al., 1999; Ohta et al., 1999; Seol et al.,1999; Skowyra et al., 1999).
A RING-H2 pertence a classe das RING-finger (Really Interesting New Protein
colocar o significado a primeira vez que aparece a sigla RING) que contém um
octeto de cisteina e residuos de histidina que participam da ligagdo com E2. A
reconstituicdo bioquimica de complexos SCF sugere que esses quatro componentes
sdo suficientes para ubiquitinar substratos especificos (Skowyra et al, 1997,
Feldman et al., 1997).

(a) HECT domain proteins (b) RING finger E3 (c) SCF complex

(d) VBC complex

Key
E2 Adaptor  Skpi/ Ring finger Cullin Cysteine/

elongin C thioacceptor
,V < O wdl -

Figura 3: Comparacdo entre algumas das principais ubiquitina-ligases.
(a) Proteina de dominio HECT. (b) Proteina de dominio RING-finger. (c)
Complexo SCEF. (d) Complexo VBC. (e) Complexo APC. Fonte: Jackson et
al., 2000

Sao conhecidas diversas proteinas cujo mecanismo de acdo € semelhante
ao da ubiquitina. Pelo menos 70 familias de Ubl's (ubiquitin-like modifiers) estao
distribuidas entre os eucariotos, das quais aproximadamente 20 estavam presentes
no ancestral comum todos os organismos do clado (Burroughs et al.,, 2012). A
diversificacdo inicial das Ubls em eucariotos teve um importante papel na

emergéncia de subestruturas celulares caracteristicas dos eucariotos, bem como de
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sistemas referentes a compartimentalizacdo nucleo-citoplasma, trafego vesicular,
direcionamento lisossomal, processamento protéico no reticulo endoplasmatico e
dindmica da cromatina (Burroughs et al., 2012; Venancio et al., 2009). Dentre todas
essas, a SUMO (small-ubiquitin-related modifier) e a RUB1 (related-to-ubiquitin 1)
tem recebido a maior atencdo. O primeiro alvo de SUMO a ser identificado foi a
proteina de transporte nucleoplasmatico RunGAP1. Sua atuacdo na importacdo de
algumas proteinas através do poro nuclear depende do sistema de conjugacéo de
SUMO. Nesse caso especifico, SUMO liga-se a um residuo especifico de lisina da
proteina RunGapl (Haas e Siepmann, 1997). Em contraste do grande numero de
proteinas modificadas por SUMO, um numero menor de proteinas modificadas por
RUB1 € conhecido até o momento. Todas as proteinas modificadas por RUB1
conhecidas até o momento pertencem a familia das culinas (Hochstrasser, 1998;
Read et al., 2000). Uma E3 conhecida como SCF (B-TrCP), responsavel pela
ubiquitinacdo de proteinas IkB, necessita ter sua Cull rubilada para realizar a
ligacdo da ubiquitina & proteina-alvo citada (Read et al., 2000). E possivel que a via
de RUB1 tenha evoluido como um regulador do sistema de ubiquitinacdo, para
limitar eventualmente a auto-ubiquitinacdo das subunidades de E3, o que pode
regular negativamente a atividade de E3. Ou ainda, para acionar uma mudanca
conformacional em um complexo ubiquitina-E2-E3 subsequentemente formado que

estimula a poliubiquitinacdo do substrato (Hochstrasser, 2000).
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Figura 4: A familia ubiquitina de proteinas modificadoras. (a) Via de conjugacéo a
ubiquitina das proteinas Ubls (ubiquitin-like) incluindo as respectivas E1s, E2s, E3s
e 0s seus substratos. (b) Comparagdo entre ativagdo de Ub/Ubl e vias biossintéticas
de cofatores enzimaticos. Fonte: Hochstrasser, 2000.

A familia multigénica F-box

A expansao de familias génicas (gerando multiplos paralogos) tem sido
proposta como uma das principais fontes de matéria-prima para a adaptacao de
organismos a diferentes ambientes (Li, 1983; Nei e Rooney, 2005; Xu et al., 2009).
Genes paralogos podem dividir funcbes (subfuncionalizacdo) ou adquirir novas
funcdes (neofuncionalizag&o). Alternativamente, genes duplicados podem ainda
sofrer mutacdes, sendo inativados e deletados ou permanecendo no genoma na
forma de pseudogenes (Hua et al., 2011). A familia F-box € uma das maiores
familias multigénicas em plantas, estando alguns de seus membros envolvidos na
regulacédo do desenvolvimento e respostas a estresse (Yan et al., 2011). Xu et al.,
2009 reportou 692, 337 e 779 genes F-box em Arabidopsis thaliana, Populus
trichocarpa, e Oryza sativa respectivamente, ilustrando a grande representatividade
da familia no grupo. Proteinas F-box recrutam especificamente substratos do
complexo ubiquitina ligase (E3) conhecido como SCF (Skpl-Cullin-F-box), sendo

assim responsavel pela especificidade do reconhecimento (Lechner et al., 2006). De
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forma mais ampla, sabe-se que a degradacao proteica pelo proteossomo (um
processo relativamente conservado durante o curso da evolucdo) requer a ligacao
de vérias moléculas de ubiquitina as proteinas alvo. E1 e E2 sdo pouco especificas,
enquanto diferentes E3s reconhecem conjuntos de substratos distintos para
ubiquitinacdo. A ubiquitina ligase (E3) mais bem caracterizada é o complexo SCF
(SKP1-CUL1-F-box) (Cardozo et al., 2004). Proteinas F-box séo definidas por uma
assinatura peculiar de aproximadamente 45-60 aminoacidos na por¢cdo N-terminal
(Kipreos e Pagano, 2000) que determinam o dominio F-box propriamente dito.
Enquanto a extremidade oposta (C-terminal) compreende um médulo que recruta o
substrato do complexo. Alguns dos médulos de recrutamento mais bem
caracterizados sdo: LRR (leucine-rich repeat), Kelch, WD-40, Tubby e armadillo
(Gagne et al., 2002; Xu et al., 2009).
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Figura 5: Participacdo crucial da via de ubiquitinacdo na sinalizagdo por
diversos fitorménios.A) Auxina; B) Jasmonato; C) Giberelina; D) Etileno. A
ubiquitinacdo leva normalmente a degradacdode repressores transcricionais,
ativando programas de expressao génica especificos. Adaptado de McSteen
e Zhao (2008).
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Um dado importante a respeito dos F-box, é a grande variacdo guantitativa
com que se apresentam nos genomas das diferentes espécies (Bai et al., 1994;
Gagne et al., 2002). Em Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabidtis elegans,
Drosophila melanogaster e Homo sapiens ha, respectivamente: 14, 337, 24 e 38
genes F-box (Kipreos e Pagano, 2000). Especificamente em plantas, Hua et al.,
2011 confirmaram a variacdo substancial do numero de F-boxes em espécies
vegetais sem correlagdo com o tamanho dos genomas. Este mesmo estudo
confirmou ainda que espécies proximas filogeneticamente podem apresentar
conjuntos bastante divergentes de F-boxes devido a ganhos e perdas de genes
ocorridos nas linhagens. Provavelmente devido a seu papel na ubiquitinacdo e
degradacdo, genes F-box tem sido associados ao controle genético de varios
processos essenciais tais como: desenvolvimento de plantulas, respostas a
diferentes estresses, embriogénese, sinalizacdo hormonal, organogénese floral,
senescéncia e resisténcia a patégenos (Lechner et al., 2006). Os alvos mais notorios
dos complexos SCF em plantas sdo fatores de transcricdo pertencentes as
principais vias de sinalizacdo mediadas pelos principais fitorménios (Figura 2).
Otimos exemplos de tais F-boxes s&o Tirl e Afb1-5 (auxina); Coil (jasmonato); Slyl
e SNE (giberelina); Etpl-2 (etileno) e Aip2 e KEG (acido abscisico) (Santner e
Estelle, 2010).

Eventos de duplicacdo em genomas vegetais

O aumento recente no volume de dados anotados de genomas de plantas
tem fomentado diversas hipoteses a respeito da biologia e histéria evolutiva destas
espécies. Mais especificamente, os genomas recentemente anotados de G. max
(soja) (Schmutz et al., 2010) e de M. truncatula (alfafa) (Young et al., 2011)
contribuiram substancialmente para o entendimento de inUmeras caracteristicas no
grupo das Fabaceae, dentre as quais destaca-se a formacéo de nodulos nas raizes
para fixacdo de nitrogénio. Particularmente importante do ponto de vista biolégico e
econdmico, o mecanismo de fixacdo de nitrogénio (pela simbiose com bactérias
Rhizobium) tem tido sua origem associada a eventos de duplicacdo de genoma

inteiro (WGD, whole-genome duplications) ocorridos na linhagem das leguminosas
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(Young et al., 2011), clado ao qual pertencem espécies com genomas sequenciados,
como: G. max, M. truncatula, e Phaseolus vulgaris. Ainda que o conhecimento a
respeito dos eventos de duplicagdo nos genomas, bem como suas implicacbes na
biologia dos organismos, tenha avancado consideravelmente nos ultimos anos,
pouco se explorou as diferencas nos padrées de conservacdo/delecdo dos alelos
duplicados entre os organismos. O emprego de andlises de sintenia em genomas
tem se mostrado uma estratégia valiosa na descoberta de regibes de conservagao

nos genomas de espécies vegetais utilizando metodos de genémica comparativa.

O termo sintenia (do Grego; syn = junto, taenia = faixa) € usado em genética
para indicar a presenca de dois ou mais /oci no mesmo cromossomo. As analises de
sintenia foram elaboradas antes do surgimento dos genomas completamente
sequenciados. Atualmente, o conceito de sintenia tem sido expandido para abordar
guestdes de homeologia (homologia residual de cromossomos originalmente
completamente homdlogos). Os primeiros mapas comparativos entre genomas
inteiros entre espécies foram desenvolvidos entre membros da familia das
Solanaceae (McCouch, 2001). Desvendar a relagdo entre segmentos cromossomais
conservados e a relacao funcional dos elementos contidos nesses segmentos € uma
importante questdo no ambito da gendmica computacional. Frequentemente
sugere-se que regides apresentando conteudo génico similar em diferentes espécies
sdo evidéncias de relacdo filogenética e tracam, através do curso evolutivo, a
heranca da funcao a partir de um ancestral comum. Em um determinado genoma, a
presenca de regides extensas de duplicacdo indicam uma duplicacdo ancestral de
larga-escala; ou ainda uma duplicacédo de genoma inteiro. Por outro lado, segmentos
contendo genes homélogos em varios genomas indicam a conservacgao da estrutura
génica no ultimo ancestral comum das espécies em questdo (Sakar et al., 2011).
Estudos classicos demonstraram que regides multigénicas homodlogas entre varias
espécies estariam sob selecdo negativa e por isso teriam sua organizagéo estrutural
preservada, sendo os operons os melhores exemplos deste fenémeno (Ermolaeva,
2005). Por outro lado, estudos em eucariotos mostram que, salvo algumas excecdes
(e.g. genes Hox), estes genes encontram-se em regides sinténicas simplesmente
por causa do curto tempo de divergéncia entre as espécies em questdo. No primeiro
caso sugerido, o exemplo mais conhecido € o dos operons presentes em genomas

procarioticos.
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Objetivos

— Determinar, com base em estudos de sintenia, os padrbes de conservacao
dos genes da familia F-box nas espécies analisadas;

— Investigar o impacto dos eventos de duplicacdo locais (tandem) e de
segmento (incluindo duplicagdes de genoma inteiro) sobre os conjuntos de

genes F-box nas diferentes espécies estudadas;

— Avaliar os padrbes teciduais de expressdo de genes F-box duplicados

localmente em G. max e M. truncatula.

Metodologia

Aquisicao de dados

A escolha adequada das ferramentas e dos repositérios de dados é essencial
para o sucesso de qualquer projeto de bioinformatica. Os dados genémicos foram
inicialmente obtidos do Phytozome (Department of Energy's Joint Genome Institute
and the Center for Integrative Genomics; University of California Regents;

http://www.phytozome.net).

Analise de dominios

Todas as sequéncias de proteinas foram obtidas e submetidas e analise com
o algoritmo foi utilizado o algoritimo HMMERS3 (Finn et al., 2011) para detectar de
novo o dominio F-box (PF00646). Visando, desta forma, uniformizar e otimizar os

parametros de busca para todos os genomas estudados.

Manipulacéo dos dados

Os dados obtidos foram processados usando scripts escritos em linguagem
Perl (www.perl.org), visando a consolidacéo de informacfes de diferentes fontes em

um formato Unico a ser utilizado nas etapas subsequentes do projeto. Todos os
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passos do trabalho envolvendo comparacdo de listas; analise, normalizacdo e
integracdo de dados foram realizados através de scripts escritos em perl durante o
desenvolvimento do projeto.

Analise de sintenia

Utilizou-se BLASTp (Altschul et al., 1997) para comparar par-a-par 0S
conjuntos de proteinas preditas para cada espécie estudada utilizando o corte de
E-value < 0.01. Utilizamos entdo estes resultados para alimentar o software
DAGchainer (Haas et al., 2004), que é capaz de identificar as regibes de sintenia
nos genomas dos organismos, bem como identificar regides duplicadas nos
genomas. Foram aplicados os parametros padrdo do DAGchainer, exceto pela
exigéncia de pelo menos quatro genes alinhados. Apos a identificacdo das regides
de sintenia/duplicacdo nos genomas, foram gerados ideogramas circulares utilizando
o software Circos (Krzywinski et al., 2009) .

No sentido de avaliar a possibilidade dos genes F-box estarem
preferencialmente localizados dentro ou fora das regides de sintenia foi realizada
uma simulagdo computacional onde as regides sinténicas detectadas entre dois
dados genomas tiveram os identificadores de seus genes embaralhados. Este
processo foi repetido no sentido de gerar 10.000 conjuntos de regides sinténicas,
gue foram entdo usados para comparar as frequéncias esperada e observada de

F-boxes em regides sinténicas.

Identificacdo de ortélogos e reconstrucao filogenética

A deteccdo de similaridade entre as proteinas analisadas foi realizada
usando BLAST (Altschul et al., 1997). Alinhamento multiplo das proteinas homodlogas
foi realizado utilizando o software MUSCLE (Edgar 2004) e visualizado com o

programa Jalview (Clamp et al., 2004). Reconstrucdes filogenéticas seréo realizadas
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com a utilizacdo do software RAXML (Stamatakis et al., 2008), que utiliza
méaxima-verossimilhanca para predicdo da filogenia baseado nas sequencias

fornecidas.

Especificidade da expressao génica

Baseado no algoritmo desenvolvido por Yanai et al., 2004, foi desenvolvido
um programa em linguagem de programacao Perl capaz de fornecer um indice de
especificidade da expresséo tecidual de cada gene presente no transcriptoma. Com
base nos dados de expressdo de cada gene, o algoritmo retorna um valor entre O
(perfil de expressdo mais constitutivo) e 1 (perfil de expressdo mais

tecido-especifico).

Resultados

Simulacéo de regiées de sintenia

Com o objetivo de investigar o grau de conservacdo dos genes da familia
F-box em espécies distintas de leguminosas (G. max e M. truncatula) foi realizada
uma rotina de simula¢cdes computacionais que randomizou as regides de sintenia
entre os genomas das espécies (Figura 6). Para essa analise foram utilizados dois
genomas de espécies externas ao grupo Fabaceae: A. thaliana e Vitis vinifera. Os
genes presentes nas regides sinténicas entre as espécies foram substituidos por
genes aleatdrios recuperados do conjunto completo dos genomas das espécies. As
proporcdes de representatividade dos genes encontradas nas regifes sinténicas
originais foram mantidas nas randomizacdes. Observou-se um padrdo bastante

distinto de conservacdo da familia F-box entre as espécies. Ao passo que G. max e
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V. vinifera tendem a apresentar maior retencdo de genes F-box ancestrais em seus
genomas, M. truncatula e A.thaliana possuem maior grau de reposicao de genes
dessa familia. Essa diferenga deve-se a extensao de regides de duplicagdo tandem

presentes em M. truncatula e A. thaliana.
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Figura 6: Os graficos de barra mostram as quantidades encontradas de genes
F-box nas regibes de sintenia (par-a-par) entre as espécies comparadas. As
nuvens ilustram as quantidades de FBX encontradas nas 10.000 regibes
sinténicas randomizadas computacionalmente. Na tabela, os numeros de FBX
em cada comparacdo de sintenia com 0s respectivos valores de desvio
padréo encontrados nas simulagées.
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Andlise dos perfia de expressdo em blocos de duplicacédo local (tandem)

Os blocos duplicados localmente (tandem) em M. truncatula mostraram-se
mais extensos que nas demais espécies analisadas. A Tabela 1 lista os segmentos
de duplicacdo no genoma da espécie que contém genes da familia F-box.

Destacados estdo 0s segmentos com maior enriguecimento em termos de
proporcao (total de F-box/total de genes no segmento) de genes da familia. Os perfis
transcricionais dos genes F-box oriundos de eventos de duplicacédo local (tandem)
foram analisados nas espécies de leguminosas abordadas no trabalho: G. max
(Libault et al., 2010; Severin et al., 2010) e M. truncatula (Benedito et al., 2008).
Neste resultado (Figura 7), é possivel observar alguns clusters de expressao
tecidual, de forma mais evidente, em M. truncatula (mais conspicuos em sementes).
O resultado evidencia ainda que genes F-box recentemente duplicados, como os
originados de duplicacdes locais, estdo atendendo a demandas biologicas sendo

expressos em diversos tecidos em ambas as espécies.
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Tabela 1: A tabela mostra os blocos duplicados em
tandem no genoma de M. truncatula. Em amarelo estdo
marcados as regibes com maior propor¢cdo de genes
pertencentes a familia F-box em relacdo ao total de
genes presentes no bloco.

##Gene ID Total FBX |DAGChainer_alignment_header
Medtr1g008500 4 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #1 score = 2544.6 (num aligned pairs: 73):
Medtr1g012890 3 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #103 score = 304.1 (num aligned pairs: 11):
Medtr1g016490 2 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #93 score = 320.3 (num aligned pairs: 12):
Medtr1g020700 6 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #23 score = 641.6 (num aligned pairs: 21):
Medtr1g025860 2 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #3 score = 1555.4 (num aligned pairs: 40):
Medtr1g028440 1 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #162 score = 202.4 (num aligned pairs: 8):
Medtr1g043480 4 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #2 score = 1598.5 (num aligned pairs: 52):
Medtr1g068390 2 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #43 score = 497.8 (num aligned pairs: 13):
Medtr1g093010 17 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #5 score = 1307.6 (num aligned pairs: 36):
Medtrlg110860 2 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #18 score = 754.5 (num aligned pairs: 21):
Medtr1g137960 3 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #22 score = 647.2 (num aligned pairs: 18):
Medtrlg143190 1 ## alignment MtChrl vs. MtChrl Alignment #10 score = 899.2 (num aligned pairs: 30):
Medtr2g008430 10 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #2 score = 2469.6 (num aligned pairs: 66):
Medtr2g011000 3 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #6 score = 1427.4 (num aligned pairs: 33):
Medtr2g026900 18 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #15 score = 858.6 (num aligned pairs: 35):
Medtr2g030030 8 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #18 score = 707.4 (num aligned pairs: 23):
Medtr2g033660 4 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #16 score = 835.5 (num aligned pairs: 22):
Medtr2g077470 5 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #40 score = 432.8 (num aligned pairs: 17):
Medtr2g091950 2 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #3 score = 2165.6 (num aligned pairs: 60):
Medtr2g096920 5 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #1 score = 2640.7 (num aligned pairs: 70):
Medtr2g123270 6 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #13 score = 879.5 (num aligned pairs: 29):
Medtr2g126940 2 ## alignment MtChr2 vs. MtChr2 Alignment #110 score = 217.0 (num aligned pairs: 10):
Medtr3g006080 6 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #26 score = 689.9 (num aligned pairs: 22):
Medtr3g009050 9 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #61 score = 460.7 (num aligned pairs: 15):
Medtr3g013620 4 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #20 score = 794.4 (num aligned pairs: 19):
Medtr3g016530 15 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #41 score = 562.3 (num aligned pairs: 18):
Medtr3g020690 4 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #34 score = 603.9 (num aligned pairs: 17):
Medtr3g026350 4 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #22 score = 750.8 (num aligned pairs: 24):
Medtr3g029580 30 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #19 score = 808.5 (num aligned pairs: 26):
Medtr3g040840 5 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #10 score = 972.4 (num aligned pairs: 33):
Medtr3g044250 7 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #48 score = 518.6 (num aligned pairs: 15):
Medtr3g087770 3 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #334 score = 212.4 (num aligned pairs: 7):
Medtr3g104440 5 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #4 score = 1569.4 (num aligned pairs: 51):
Medtr3g110040 6 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #5 score = 1224.4 (num aligned pairs: 34):
Medtr3g123450 1 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #49 score = 511.6 (num aligned pairs: 18):
Medtr3g137080 5 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #14 score = 914.5 (num aligned pairs: 24):
Medtr3g144040 2 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #72 score = 427.8 (num aligned pairs: 17):
Medtr3g149860 2 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #93 score = 377.0 (num aligned pairs: 12):
Medtr3g156220 2 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #69 score = 434.4 (num aligned pairs: 14):
Medtr3g166440 2 ## alignment MtChr3 vs. MtChr3 Alignment #17 score = 848.2 (num aligned pairs: 21):
Medtr4g005380 8 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #93 score = 454.7 (num aligned pairs: 11):
Medtr4g025790 34 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #1 score = 4171.0 (num aligned pairs: 121):
Medtr4g033500 8 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #44 score = 794.5 (num aligned pairs: 30):
Medtr4g036010 2 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #53 score = 702.7 (num aligned pairs: 19):
Medtr4g073670 3 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #292 score = 179.1 (num aligned pairs: 8):
Medtr4g110360 4 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #155 score = 307.8 (num aligned pairs: 11):
Medtr4g125290 11 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #8 score = 1657.5 (num aligned pairs: 55):
Medtr4g133940 2 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #4 score = 2031.6 (num aligned pairs: 69):
Medtr4g143470 2 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #238 score = 219.4 (num aligned pairs: 11):
Medtr4g156560 2 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #41 score = 836.3 (num aligned pairs: 32):
Medtr4g160910 1 ## alignment MtChr4 vs. MtChr4 Alignment #74 score = 574.9 (num aligned pairs: 25):
Medtr5g011800 8 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #4 score = 3446.6 (num aligned pairs: 99):
Medtr5g016800 1 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #10 score = 1360.4 (num aligned pairs: 41):
Medtr5g022890 6 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #7 score = 2259.8 (num aligned pairs: 73):
027510 2 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #6 score = 2565.1 (num aligned pairs: 69):
Medtr59040840 8 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #3 score = 3708.1 (num aligned pairs: 120):
Medtr59048810 5 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #14 score = 1116.9 (num aligned pairs: 51):
Medtr5g066660 9 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #23 score = 843.6 (num aligned pairs: 35):
Medtr5g082790 11 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #2 score = 4195.5 (num aligned pairs: 122):
Medtr5g087550 2 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #63 score = 454.0 (num aligned pairs: 24):
Medtr5g105510 15 ## alignment MtChr5 vs. MtChr5 Alignment #1 score = 6665.4 (num aligned pairs: 221):
Medtr6g006320 2 ## alignment MtChr6 vs. MtChr6 Alignment #20 score = 1031.5 (num aligned pairs: 34):
Medtr6g013700 2 ## alignment MtChr6 vs. MtChré Alignment #5 score = 1662.0 (num aligned pairs: 48):
Medtr6g017560 3 ## alignment MtChr6 vs. MtChré Alignment #281 score = 251.1 (num aligned pairs: 9):
Medtr6g036560 2 ## alignment MtChr6 vs. MtChr6 Alignment #30 score = 910.9 (num aligned pairs: 24):
Medtr6g081060 1 ## alignment MtChr6 vs. MtChr6 Alignment #188 score = 357.3 (num aligned pairs: 10):
Medtr6g092780 3 ## alignment MtChr6 vs. MtChré Alignment #98 score = 548.4 (num aligned pairs: 20):
Medtr7g022020 8 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #2 score = 2546.5 (num aligned pairs: 74):
Medtr7g032170 1 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #37 score = 531.8 (num aligned pairs: 21):
Medtr7g047630 3 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #8 score = 1121.7 (num aligned pairs: 32):
Medtr7g068230 6 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #44 score = 485.8 (num aligned pairs: 17):
Medtr7g075920 6 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #23 score = 659.1 (num aligned pairs: 18):
Medtr7g080880 2 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #62 score = 395.0 (num aligned pairs: 10):
Medtr7g088650 14 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #4 score = 2304.5 (num aligned pairs: 78):
|Medtr7g107990 16 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #1 score = 3036.7 (num aligned pairs: 87):
Medtr7g116940 4 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #15 score = 766.7 (num aligned pairs: 20):
Medtr7g127560 2 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #96 score = 294.4 (num aligned pairs: 9):
Medtr7g135540 3 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #35 score = 536.5 (num aligned pairs: 18):
Medtr7g138350 2 ## alignment MtChr7 vs. MtChr7 Alignment #26 score = 638.6 (num aligned pairs: 19):
015780 7 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #24 score = 754.1 (num aligned pairs: 23):
Medtr89025220 1 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #7 score = 1225.6 (num aligned pairs: 37):
Medtr8g034220 1 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #17 score = 910.0 (num aligned pairs: 23):
Medtr8g044370 1 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #2 score = 1976.3 (num aligned pairs: 57):
Medtr8g074530 8 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #93 score = 334.7 (num aligned pairs: 14):
Medtr8g076990 1 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #13 score = 944.2 (num aligned pairs: 36):
076990 2 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #13 score = 944.2 (num aligned pairs: 36):
Medtr8g088880 4 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #6 score = 1250.5 (num aligned pairs: 35):
Medtr8g093360 3 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #94 score = 329.9 (num aligned pairs: 10):
Medtr8g102650 4 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #77 score = 376.9 (num aligned pairs: 13):
Medtr8g112970 3 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #125 score = 261.0 (num aligned pairs: 6):
Medtr8g120510 2 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #40 score = 569.7 (num aligned pairs: 16):
Medtr8g122430 3 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #85 score = 350.1 (num aligned pairs: 13):
Medtr8g140060 1 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #44 score = 542.9 (num aligned pairs: 16):
Medtr8g148150 4 ## alignment MtChr8 vs. MtChr8 Alignment #3 score = 1637.4 (num aligned pairs: 52):
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Andlise das regibées sintenicas, blocos de duplicacdo tandem e clusters de

expressao

As regifes de sintenia entre as duas leguminosas estudadas e V. vinifera
foram expressas em um ideograma circular que representa a totalidade dos 3
genomas analisados (Figura 8). Escolheu-se V. vinifera como elemento de
comparacao por se tratar de uma rosidea basal que sofreu poucos rearranjos em
seu genoma ao longo de sua histéria evolutiva. Podendo assim oferecer um bom
parametro comparativo. Na figura 8 estao reprentados ainda os blocos de duplicacéo
local encontrados nos genomas das trés espécies. A representacdo de linhas
expressa 0 numero de genes F-box contidos em intervalos de 100 genes nos
genomas, evidenciando a intensa representacdo dos membros dessa familia em M.
truncatula comparado as outras duas. Estdo mostrados no ideograma ainda os
clusters de expressdo tecidual encontrados na analise anterior, incluindo genes
TD-F-box. E possivel observar clusters génicos de expressio tecidual mantidos em

posicdes proximas no genoma de G. max e M. truncatula.
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Figura 8: No ideograma estdo dispostos os cromossomos de M. truncatula (cinza) e G.
max(cinza-claro) e V. vinifera (cinza-escuro) na auréola externa. Acima da circunferéncia estao
representados: TD-Fboxes pertencentes aos clusters de expresséao tecidual em M. truncatula
(verde: sementes [estagio tardio do desenvolvimento] ; vermelho: sementes [embriogénese
tardia]; amarelo: nédulo e em G. max (cinza: ndo expressos; roxo: meristema apical;, amarelo:
nodulo; laranja: flor; preto: vagens verdes); Duplicacbes locais ao longo dos genomas estao
representados na auréola seguinte (mais interna): em laranja-claro; regibes com duplicacbes
sobrepostas estdo representadas em vermelho; O line-plot sinaliza a quantidade de genes
F-box acada 100 genes no genoma; intervalos (de 100 genes) com 5 F-boxes ou mais s&o
realcados em vermelho. Os links (regido central do ideograma) conectam genes sinténicos
entre as espécies: V. vinifera x M. truncatula(verde), V. vinifera x G. max (azul).
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Expressao génica em M. Truncatula

O gréfico (Figura 9) mostra o log dos niveis de expressao génica em M.
truncatula baseados no experimento de Benedito et al., 2008. Nota-se que todos 0s
tecidos/6rgdos amostrados no experimento apresentam niveis similares de
expressdo de genes F-box. Embora a maioria dos genes F-box, duplicados
recentemente em tandem ou ndo, apresentem niveis de expressao relativamente
baixos, ha representantes da familia com niveis de expressao tecidual altos. Dois
dos genes mais expressos na familia sdo, de fato, oriundos de duplicacdo local
recente (Medtr4g1340000 e Medtr1g092880).

0.4

0.3

Density
0.2

Medtrlg013790, Medtr7g071340

Medtrdg134000

Medtrlg092880

0.1

0.0

| LA AT ||||||IH|I|||\||
2 4 6 8 10
N =11850 Bandwidth = 0.2734

Figura 9: Plot de densidade: log dos dados de expresséo génica total em M. truncatula.
As linhas representam os niveis de expressdo génica por tecido/6rgdo: sementes
(preto), peciolo (azul), caule (vermelho), broto vegetativo (marrom), flor (rosa), folha
(magenta), vagem (amarelo), raiz (laranja), nédulos (roxo). As marcacbes na parte
inferior do grafico representam genes FBX (preto) e TD-FBX (vermelho).
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Dominios presentes em proteinas F-box

Com o intuito de investigar a representatividade de dominios especificos em
proteinas F-box ao longo do curso evolutivo de organismos vegetais, foi realizada
uma busca seguida da quantificacdo em proteinas traduzidas por genes presentes
em regides sinténicas entre espécies (Figuras 10-13). Alguns dominios C-terminais
(responséaveis pelo reconhecimento do substrato a ser recrutado pelo complexo
SCF) se destacam, como por exemplo: Kelch, dominios LRR, Tub, e FBA (F-box
associated). Esse resultado abre questdes relativas as funcées especificas de tais
proteinas, que poderiam estar envolvidas em processos basais da biologia vegetal.
Em seguida investigou-se quais seriam os dominios protéicos mais frequentes em
regides sinténicas entre soja e outras quatro espécies, incluindo duas fixadoras de
nitrogénio (M. truncatula, e Prunnus persica), e duas espécies externas a esse grupo
pertencentes ao grupo das rosideas (A. thaliana, e V. vinifera) (Figuras 14-17). A
prevaléncia mais evidente encontrada refere-se a familia Pkinase. Uma familia
altamente conservada em diversos organismos que responde por processos
celulares variados, como: divisdo, proliferacdo, apoptose e diferenciacéo.
Interessante notar que em regides sinténicas entre G. max e M. truncatula, a familia
F-box aparece na lista das mais conservadas (barra marcada em cor laranja na
figura 14). Possivelmente por estar envolvida em processos bioldgicos estratégicos

para o grupo Fabaceae, como a nodulacao por exemplo.
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Figura 14: As barras ilustram a quantidade de genes de cada familia presente nas regibes sinténicas entre M. truncatula e G. max.
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Figura 15: As barras ilustram a quantidade de genes de cada familia presente nas regides sinténicas entre P. persica e G. max.
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Figura 16: As barras ilustram a quantidade de genes de cada familia presente nas regibes sinténicas entre A. thaliana e G. max.
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Andlise preliminar da expressao génica em tecidos/orgados de G. max

A primeira abordagem sobre a expressao tecidual de genes F-box em soja foi
realizada em escala global. Foram quantificados os genes F-box expressos em cada
tecido amostrado no experimento de Libault et al., 2010. Para tracar um comparativo
com esses numeros e observar se algum viés seria observado nos nimeros, viu-se
também a expressao génica geral em todos os tecidos. A comparacao entre as duas
guantificacdes foi realizada por uma razdo (genes F-box/Total geral de genes).
Embora a raz8o em ndédulos tenha se apresentado maior que a dos demais tecidos
analisados, nenhum viés foi observado na expressdao de F-boxes nos tecidos
estudados (Figuras 18-20). Na Tabela 2 estdo dispostos 0s genes que possuem 0S
mais elevados niveis de expresséo para cada tecido e suas respectivas anotacdes
funcionais. Observa-se uma clara prevaléncia de genes relacionados a combate de
patdbgenos em pélos radiculares. Um possivel resultado da intensa interagdo deste
orgdo com microrganismos abundantes no solo. Na Tabela 3 estdo listados os
identificadores dos genes da familia F-box oriundos de duplicacfes locais expressos
em pelo menos um dos dois estudos de transcriptoma utilizados (Libault et al., 2010;
Severin et al., 2010), bem como aqueles nao expressos em nenhum dos dois citados
trabalhos. Foi realizada ainda uma analise para determinacdo do nivel de
especificidade de expressédo tecidual dos genes encontrados no transcriptoma
publicado por Libault et al., 2010 (Figura 21). Pode-se notar uma tendéncia clara a
um perfil intermediario entre a expressdo constitutiva (valores préximos de 0) e a
tecido-especifica (valores proximos a 1). Contudo a frequéncia com que 0s genes
apresentam o perfil tecido-especifico € bem mais alta que a frequéncia de

constitutivos.
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no trabalho de Libault et al., 2010.

Tissue F-box genes expressed [Total genes expressed |Ratio (F-box/total)

12HA1_IN_RH 352 37543 0,94%
12HA1_UN_RH 351 38595 0,91%
24HA1_IN_RH 357 40122 0,89%
24HA1_UN_RH 354 39446 0,90%
48HAL1_IN_RH 359 39590 0,91%
48HA1_Scrip_Root 352 39748 0,89%
48HA1_UN_RH. 353 40795 0,87%
Apical_Meristem 356 41364 0,86%
Flower 354 40810 0,87%
Green_Pods 332 36268 0,92%
Leaves 341 37547 0,91%
Nodule 356 36311 0,98%
Root_Tip_Stacey 357 40522 0,88%
Root_Tip 338 36835 0,92%
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Figura 20: Grafico quantificando o total de genes
F-box transcritos em cada um dos tecidos/orgéaos de
G. max presentes no trabalho de Libault et al., 2010.




Tabela 2: A tabela mostra os identificadores dos genes mais expressos para cada tecido/érgdo amostrado no experimento de Libault et al.,
2010. A terceira coluna mostra o valor obtido no experimento. A quarta coluna mostra a anotagdo funcional (caso haja alguma).

Genes mais expressos nos tecidos de G. max

Tissue Gene ID Expression data Functional annotations

12HAI_IN_RH Glyma(07g37270.1 13964,5762828089 Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v I family

12HAI_UN_RH Glyma07g37270.1 11680,2079120842 Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v I family

24HAI_IN_RH Glyma(07g37270.1 9564,0796669732 Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v I family

24HAI_UN_RH Glyma07g37270.1 15820,7850159478 Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v I family
Pfam:00230 Major intrinsic protein Panther:19139 AQUAPORIN
TRANSPORTER KOG:0223 Aquaporin (major intrinsic protein family)

48HAI_IN_RH Glyma03g34310.1 5916,2232060398 KEGGORTH:09873 aquaporin TIP.

Glyma09g 12250.1
48HAI_Scrip_Root Glyma09g 12260.1 16239,7206216676 no annotations..

48HAI_UN_RH

Glyma07g37270.1

5825,3609906294

Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v I family

Apical Meristem_Stacey

Glyma07g01730.1

10473,6072594855

Pfam:03767 HAD superfamily, subfamily IIIB (Acid phosphatase)

Pfam:00504  Chlorophyll A-B binding protein Panther:21649 CHLOROPHYLL
A/B BINDING PROTEIN KEGGORTH:08912 light-harvesting complex II

Flower_Stacey Glyma05g25810.1 8650,6601039265 chlorophyll a/b binding protein 1.
Green_Pods_Stacey Glyma(07g01730.1 12642,7631916093 Pfam:03767 HAD superfamily, subfamily IIIB (Acid phosphatase)
Pfam:00504 Chlorophyll A-B binding protein Panther:21649
CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN KEGGORTH:08912 light-harvesting
Leaves_Stacey Glyma05g25810.1 10438,4437577971 complex Il chlorophyll a/b binding protein 1

Nodule_Stacey

Glyma08g 14020.1

25511,9992404484

no annotations.

Glyma09g12200.3
Glyma09g 12200.4
Glyma09g 12200.5
Glyma09g 12200.6
Root_Stacey Glyma09g 12200.7 13909,5068471547 no annotations.
Pfam:01179 Copper amine oxidase, enzyme domain Pfam:02727
Copper amine oxidase, N2 domain Pfam:02728 Copper amine oxidase, N3
Root_Tip_Stacey Glyma17g02260.1 5748,6431879413 domain
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Figura 21: O histograma ilustra as frequéncias encontradas para os valores de indice de
especificidade de expresséo tecidual nos genes de G. max. Os valores foram calculados
com base nos dados obtidos no experimento de Libault et al., 2010.
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Discussao

Inicialmente foram realizadas quantificacdes nos dados obtidos de estudos de
transcriptomas ja publicados (Severin et al., 2010; Libault et al., 2010). As analises
preliminares mostraram que ndo ha nenhum tecido que apresentasse
enriquecimento visivel no conteido de genes F-box expressos. A quantificacdo de
dominios C-terminais nas proteinas da familia F-box também n&o revelou nenhum
viés. A avaliacdo da especificidade da expressao tecidual dos genes F-box mostrou
um comportamento que tende a um perfil intermediario entre o tecido-especifico e o
constitutivo. Ndo ha deslocamento visivel no sentido da expressdo constitutiva.
Contudo parece haver uma quantidade consideravel de genes que tendem a um
perfil tecido especifico. A reconstrucdo filogenética dos genes dessa familia
mostrou-se ineficiente (dado ndo mostrado), uma vez que as sequéncias das
proteinas divergem de forma a ndo permitir que o algoritmo utilizado trace relagcdes

confiaveis entre os clados.

No sentido de compreender a evolucdo da familia F-box no grupo das
leguminosas, foram utilizados os genomas de G. max (Gm) e M. truncatula (Mt).
Também foram inseridos A. thaliana (At) (Eurosideas Il) e V. vinifera (Vv) (rosidea
basal) como membros externos ao grupo das leguminosas. Foram encontrados
numeros bastante distintos de F-boxes entre as espécies analisadas, consequéncia
de ganhos e perdas linhagem-especificos — 480 (Gm), 913 (Mt), 688 (At), 147 (Vv). A
alta variacdo encontrada na quantidade de genes F-box nas espécies estudadas nos
levou a investigar a arquitetura gendmica da familia nestes organismos. Para tanto,
a fracdo de F-boxes presentes em regifes de sintenia entre 0s genomas constituem
um bom indicativo de conservacao evolutiva (Figura 5). A significancia estatistica do
resultado é suportada pela propor¢cdo de F-boxes nas 10.000 regides sinténicas
simuladas computacionalmente. Novamente, diferencas marcantes foram
encontradas em espécies filogeneticamente proximas. Dentre os genes F-box de
soja encontrados em sintenia com Vv, 95,7% estdo mapeados em regides de
duplicacdo de segmento. Tal fato aponta para uma grande contribuicdo dos dois
eventos de duplicacdo de genoma inteiro, ocorridos apds a divergéncia entre as

rosideas basais e as eurosideas, para o atual arcabouco de F-boxes encontrado no
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genoma da soja. Por outro lado, observamos que Mt possui a menor fracdo de suas
F-boxes em regifes de sintenia, resultado do grande numero de duplicacdes locais
gue formam longos arranjos de genes F-box em tandem. Por exemplo, observa-se
uma regido densa em F-boxes (30 genes da familia ao longo de ~368Kb). Nota-se
ainda que muitos destes genes estdo transcricionalmente ativos em diferentes
tecidos (Figura 4). Apenas 15% (72 de 480) dos F-boxes de Gm sao oriundos de
duplicacbes locais recentes, ao contrario dos 53.8% encontrados em Mt (491 de
913) (Figura 3; Figura 5). Uma regido densa em genes F-box foi encontrada no
cromossomo 18 de Gm. Contendo 16 genes F-box e pelo menos 5 potencialmente
inativos (genes que perderam o dominio F-box e ainda assim apresentam
semelhanca com outros F-boxes) ao longo de ~497Kb. Em nenhum dos
transriptomas utilizados (Libault et al.,, 2010; Severin et al., 2010) no estudo foi
detectado qualquer traco de expressdo destes genes. Contudo, em uma perspectiva
ampla, observamos que 53,57% (30/56) dos demais genes F-box duplicados em
tandem em G. max sdo expressos em pelo menos uma condigdo/tecido. Foram
encontrados padrdes transcricionais bastante distintos nestes arranjos de F-boxes.
Ao passo que alguns genes vizinhos retém padrdes similares, outros sao claramente
divergentes (Figura 4). No cromossomo 18, por exemplo, Glymal8g51020,
Glymal8g50990 e Glymal8g51000 formam uma triade. Enquanto os dois primeiros
séo transcritospreferencialmente em nodulos, e estdo provavelmente envolvidos em
interacbes com bactérias Rhizobium, o terceiro é transcrito principalmente em
tecidos aéreos. Este dado sugere uma diversificacdo funcional recente neste arranjo
de tandem-F-boxes. Alguns outros F-boxes presentes em arranjos tandem
desenvolveram expressao preferencial em noédulo (Figura 4), sugerindo que a
ubiquitinacdo mediada pelo complexo SCF desempenha papel importante na fixacao
de nitrogénio em soja. Em M. truncatula, o perfil global de transcricdo dos F-boxes
duplicados localmente pode ser dividido em trés secgbes com base nos perfis de
expressdo: embriogénese tardia e fase de transicdo; desenvolvimento tardio de
semente; e nédulos (Figura 4). Observou-se também que muitos F-boxes duplicados
localmente sdo transcritos em altos niveis em determinados tecidos (Figura 6).
Embora ndo pareca haver correlagéo entre a vizinhanca dos F-boxes e a transcricao
prefencial em ndédulos, alguns F-boxes oriundos de duplicacbes locais
( Medtr2g091950, Medtr4g134000 e Medtr5g035190) apresentam altos niveis de



50

transcricdo em nodulos e respondem positivamente ao tratamento com NO3 (Figura
4).

Conclusoes

= Os eventos de duplicacdo de genoma inteiro ocorridos apos a divergéncia
entre as rosideas basais e 0 ancestral das eurosideas contribuiram marcadamente

para o atual conjunto de F-boxes encontradas em soja.

=>» Duplicacbes locais (tandem) constituem a principal forca evolutiva na
proliferacdo da familia F-box em M. truncatula;

=>» Diversas F-boxes duplicadas recentemente evoluiram perfis transcricionais
tecido-especificos, indicando sua participacdo em processos bioldgicos importantes,

como por exemplo a nodulacao;

= Os inventarios de F-boxes podem variar drasticamente entre espécies,

mesmo as evolutivamente proximas.
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