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RESUMO

O etileno (Et) ¢ um fitormonio importante na chamada resposta tripla em plantulas,
compreendendo a inibi¢do do alongamento caulinar, o espessamento do caule e o habito de
crescimento horizontal (perda da sensibilidade gravitropica), além de participar na indugao
da abscisdo foliar e na resposta a estresse. Estudos sobre a resposta da soja aos mais
diversos tipos de estresse tém emergido dentre a comunidade cientifica brasileira, uma vez
que esta cultura ¢ de grande importancia econdmica ao pais. Tendo em vista o papel
descrito das respostas desencadeadas por etileno em diversas espécies vegetais, este
trabalho descreveu in silico a rota de biossintese deste fitormonio e da sinalizag@o por ele
mediada em soja, utilizando recursos disponibilizados por banco de dados publicos e pelo
Projeto GENOSOIJA (Consorcio Brasileiro do Genoma da Soja), que disponibilizou dados
moleculares relacionados a gendmica, transcriptomica e protedmica desta leguminosa sob
diversas condi¢oes de estresse. Com auxilio de ferramentas de bioinformatica foram
identificados 502 genes em soja, divididos em trés grupos: (i) biossintese de etileno, (ii)
transdugao de sinal por ele mediada e (iii) fatores de transcri¢ao da superfamilia AP2/ER.
Andlises posteriores possibilitaram a avaliacdo da possivel ortologia das proteinas de soja
identificadas por experimentos in silico de BBH (Best Bidirectional Hit), mostrando uma
maior proximidade filogenética com Arabidopsis thaliana. A associagdo destes dados
propiciou a elaboracdo de modelos in silico da biossintese de etileno e da sinalizacdo por
ele mediada em soja, onde foram identificados elementos conservados principalmente com
A. thaliana. Além disso, a analise do banco de dados fornecido pelo Projeto GENOSOJA
possibilitou identificar em transcriptomas de raizes e folhas de cultivares de soja cultivadas
em sistema hidroponico e submetidas a déficit hidrico a expressao diferencial de cerca de
24,00 % dos genes caracterizados. A regulacdo transcricional destes genes foi estudada
pela andlise de seus possiveis promotores, onde foram identificadas in silico 29 familias de
elementos cis-atuantes importantes na regulacdo mediada por etileno e em possiveis
interconecgdes com a sinalizagdo mediada por outros fitormonios, como acido jasmdnico,
acido abscisico, auxinas e brassinoesteroides. Estes dados, associados com a avaliagdo dos
niveis de ACC livre e produgdo de etileno, possibilitaram melhor compreensdao em nivel
molecular da importancia deste fitormonio em soja nas condi¢des analisadas e a sua

possivel participacdo em respostas desta commodity a seca.
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ABSTRACT

The ethylene (Et) is the phytohormone known for the seedlings triple response,
comprising the inhibition of shoot elongation, the stem thickness and the habit of
horizontal growth (loss of gravitropic sensitivity). Ethylene also participates in the
induction of leaf abscission and in response to stress. Studies about soybean response to
various types of stress have emerged among the Brazilian scientific community since this
crop is extremely relevant to the country. Considering the described role triggered by
ethylene responses in several plant species, this work described in silico the biosynthesis
and signaling pathways mediated by this gas in soybean, using resources provided by
public databases and GENOSOJA (Brazilian Soybean Genome Consortium) project. The
study expanded the molecular data related to genomics, transcriptomics and proteomics
known of this plant under several stress conditions. With the aid of bioinformatics tools,
we identified 502 genes in soybean, divided into three groups: (i) ethylene biosynthesis,
(i1) signal transduction mediated by this gas, and (iii) AP2/ERF transcriptional factors
superfamily. Subsequent analyzes of BBH (Best Bidirectional Hit) experiments enabled
the evaluation of the possible protein orthology encoded by these genes, showing
phylogenetic proximity with Arabidopsis thaliana. The combination of these data
propitiated the development of soybean ethylene biosynthesis and signaling in silico
models, which were identified preserved elements mainly with 4. thaliana. Furthermore,
GENOSOJA database analysis allowed to identify the differential expression of 24, 00% of
these genes in soybean transcriptomes, as the crop was initially grown in hydroponic
system and then submitted to water deficit. In addition, the transcriptional regulation of
these genes was studied by analyzing its putative promoters, in which were identified, in
silico, 29 families of cis-acting elements. These elements are important for ethylene-
mediated regulation and its possible interconnections with other signaling pathways
mediated by other plant hormones, such as jasmonic acid, abscisic acid, auxin and
brassinosteroids. Thereby, this study, combined with assessing the abundance of free ACC
and ethylene production, allowed a better understanding of ethylene importance at a

molecular level in this crop, and its possible participation in responses to drought.
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1. INTRODUCAO.

1.1. UMA BREVE REVISAO SOBRE FITORMONIOS.

Os hormonios em plantas possuem um papel crucial no controle de vias importantes
no crescimento e desenvolvimento das mesmas. Enquanto o metabolismo fornece energia e
elementos estruturais para a sobrevivéncia da planta, os hormdnios integram a velocidade
do crescimento de regides especificas através de respostas moleculares. Adicionalmente,
eles possuem papel no controle de processos reprodutivos (Gerashchenkov & Rozhnova,
2013) e em resposta a diversos tipos de estresse (Forcat et al., 2008; Bari & Jones, 2009;
Kaya et al., 2009; Peleg & Blumwald, 2011; Erb et al., 2012; Kohli et al., 2013). Desta
forma, pode-se definir como fitormonio (hormonios de plantas) o grupo de compostos
organicos que ocorrem naturalmente e, mesmo em baixas concentragdes, influenciam
processos fisioldgicos importantes (Gardner, 2009).

Desta forma, ¢ necessario considerar como os sinais hormonais podem atuar
eficientemente mesmo em baixas concentragcdes. Em qualquer sistema de sinalizacdo existe
um sinal que é captado por um alvo. Na sinalizacdo hormonal em plantas ¢ dificil
identificar cada um destes componentes, mas algumas generalizagdes podem ser
consideradas: (i) cada hormdnio pode ser sintetizado em mais de um local na planta. De
fato, todas as células vivas de um vegetal podem produzir todos os hormdnios, mas
somente algumas podem produzi-los em altas quantidades; (ii) cada hormodnio pode
apresentar muitas funcdes, fato este que ¢ comprovado por deducdes a partir de
experimentos especificos com hormodnios, fenotipos hormonio deficientes e mutantes
insensiveis a hormodnios; (iii) fitormonios sdo pequenas moléculas com grande mobilidade
e difusdo celular; (iv) varios tipos celulares respondem a cada classe hormonal; (v) muitos
hormonios podem ter atividade nas mesmas células ou tecidos em que sdo sintetizados
(Went & Thimann, 1937).

Charles Darwin foi um dos primeiros cientistas que investigou o papel dos
fitormonios em plantas. Suas observagdes originais do fototropismo dos coledptilos de
grama o levaram a postular a existéncia de um sinal que era transportado da extremidade

do coleoptilo até zonas mais basais da planta (Darwin & Darwin, 1881). Apos diversos
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autores caracterizarem o modo pelo qual este sinal era transferido, Went e colaboradores
(1927) finalmente foram capazes de isolar a substancia quimica por difusdo em blocos de
agar, a partir de extremidades de coledptilos (Went, 1927). Quando estas substancias foram
administradas nas extremidades dos coleoptilos decapitados, foi observada a estimulagao
do crescimento dos mesmos, seguida de eventual curvatura quando a substancia era
adicionada assimetricamente sobre estas extremidades. Esta substancia identificada foi
denominada originalmente por Went como Wuchsstoff, nome que foi mudado
posteriormente para auxina. Apos algumas falsas identificagdes, o material foi finalmente
caracterizado como dcido indol-3-acético, conhecido mundialmente como IAA (ou AIA).

Outras linhas de investigacdo levaram a identificagdo de outros hormonios:
pesquisas envolvendo patogénese em plantas levaram a descoberta das giberelinas (GAs)
(MacMillan & Suter, 1958); as ciftocininas (CKs) foram detectadas em estudos de
padronizagdo metodoldgica de cultura de tecidos vegetais (Kieber & Schaller, 2010); o
controle da abscisdo foliar e dorméncia culminaram na descoberta do dcido abscisico
(ABA) (Addicott & Lyon, 1969); e o etileno (Et) foi detectado pela primeira vez ao se
avaliar os efeitos da fumacga e da iluminacdo a gas em plantas (Doubt, 1917).

Vale a pena ressaltar que além dos fitormdnios presentes nas cinco principais
classes citadas acima, diversas outras moléculas foram caracterizadas em plantas
desempenhando fun¢des hormonais. Dentre elas, destacam-se o dcido jasmonico (JA), o
dacido salicilico (SA) e os brassinoesterdides (BRs). O dcido jasmonico e seus principais
metabolitos sdo importantes no crescimento (inibicdo) e desenvolvimento de plantas
(senescéncia, formacao de gavinhas e tubérculos, desenvolvimento de flores e abscisdo
foliar), assim como em resposta tanto a estresse biodtico (principalmente ferimentos e
resisténcia adquirida sistémica) quanto abidtico (seca, alta salinidade e temperaturas
adversas) (Delker et al., 2006; Worrall et al., 2012; Pirbalouti et al., 2014). Ja o dcido
salicilico ¢ um fitormonio com papel importante na fotossintese e transpiracao (induzindo
mudangas na anatomia foliar e estrutura do cloroplasto), transporte e captacdo de ions,
assim como na defesa contra patdgenos (sinalizando na producdo de proteinas especificas)
(Vlot et al., 2009). Por fim, os brassinoesterdides promovem a expansdo, alongamento e
divisdo celular (em parceria com as auxinas), regeneracao da parede celular, diferenciacao

vascular e formacao do tubo polinico. Além disso, aceleram a senescéncia em cultura de
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tecidos e podem apresentar um papel protetor sob influéncia de frio e seca (Clouse &

Sasse, 1998; Cano-Delgado et al., 2004; Nemhauser et al., 2004).

1.2. ETILENO (E¢t).

O etileno (nome IUPAC: eteno) ¢ um hidrocarboneto gasoso incolor, inflaméavel,
com odor doce e almiscarado (quando puro) e com formula molecular CoHs (Booth &
Campbell, 1929). Este alceno (hidrocarboneto com ligacdo dupla entre carbonos) forma
quatro ligacdes com atomos de hidrogénio com conformagdo coplanar, onde o angulo de
ligagdo H-C-H ¢é de 117,4° ideal para hibridizacio sp? no carbono. A molécula é
relativamente rigida devido a dupla ligacdo presente entre os carbonos. A necessidade de
processos altamente energéticos para rompimento da ligagdo m € a responsavel pela
reatividade do composto, principalmente por ser uma regido de alta densidade eletronica e
suscetivel a ataques por eletrofilos (Booth & Campbell, 1929). Muitas reagdes de metais
com o gas sdo catalisadas por transicdes metalicas, podendo ser transientes pelo uso de
orbitais m e *. Além disso, por ser uma molécula simples, o método mais utilizado para
sua detecgdo ainda ¢ a espectroscopia normal no espectro UV-visivel (Booth & Campbell,
1929).

Como fitormonio, estudos empiricos do efeito deste gads em plantas sdo estudados,
mesmo que indiretamente, desde a Antiguidade. Os antigos egipcios e chineses ja haviam
observado que a fumaga de incenso acelerava a maturagdo de frutos. Uma pratica antiga
refere-se a utiliza¢do de fogueiras junto a plantagdes de manga (nas Filipinas) e de abacaxi
(nas Antilhas), no sentido de ajudar a iniciar a sincronizagdo da floracdo nestas culturas.
Em 1864, Girardin observou que o gas de iluminagdo (produto da combustdo de carvao)
provocava o desfolhamento de arvores (Doubt, 1917). Em 1901, Neljubow foi o primeiro a
constatar que o etileno era o componente do gas que afetava o crescimento das plantas
(Neljubow, 1901). Observou ainda, que o etileno causava a resposta tripla em plantulas de
ervilha, compreendendo a inibi¢cdo do alongamento caulinar, o espessamento do caule e o
habito de crescimento horizontal (perda da sensibilidade gravitropica). Em 1917 estudos
mostraram a participagdo deste fitormonio na indugdo da abscisdo foliar, mas somente em

meados de 1934 que foi comprovada a sua biossintese em plantas e a sua associacdo com 0
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amadurecimento dos frutos e senescéncia de uma variedade de tecidos vegetais (folhas,
flores e células do xilema) (Doubt, 1917; Nath et al., 2006).

A partir dai, inimeras fungdes fisiologicas foram atribuidas ao etileno (Davies,
1995). Dentre elas destacam-se a inducdo da germinac¢dao de sementes, crescimento de
raizes adventicias sob condi¢des de alagamento (aumentando a eficiéncia de absorc¢ao de
dgua e minerais), estimulagdo da epinastia (curvatura descendente de folhas, resultado do
crescimento assimétrico do peciolo) e da curvatura nutricional, inibi¢do do crescimento de
brotos e do fechamento de estomatos (exceto em plantas aquaticas e em espécies que se
desenvolvem normalmente em condi¢gdes de alagamento, como arroz), além da indugdo da
floracdo em Ananas comosus (L.) Merril (abacaxi) (Trusov & Botella, 2006; Wilmowicz et
al., 2008). Além disso, existem estudos que correlacionam a liberagao de etileno em
resposta a uma grande variedade de estresses (bioticos e abidticos) (Morgan & Drew,

1997).

1.2.1. Biossintese.

Para entender o papel do etileno em plantas, ¢ importante saber como o fitormonio
gasoso ¢ sintetizado. A produgdo de etileno varia de acordo com o tecido € com a espécie
vegetal e sua biossintese € realizada a partir da metionina, que ¢ disponibilizada pela rota
metabolica de reciclagem denominada de ciclo de Yang, ciclo da metionina ou ainda ciclo
da 5-metil-tio-adenosina (MTA) (Miyazaki & Yang, 1987). Muitas das reagdes deste ciclo
foram preditas pela identificagdo dos intermediarios esperados, mas muitos dos passos
enzimaticos foram deduzidos de dados obtidos em animais, leveduras e bactérias. Hoje ¢
bem estabelecido o fato de que o ciclo de Yang em plantas ndo ¢ essencial somente para a
biossintese de etileno, mas também para reagdes biossintéticas de poliaminas e
nicotinaminas/fitosider6foros, sendo que todas essas rotas utilizam S-adenosil-metionina
(SAM) e produzem MTA, que ¢ reciclado (Kende, 1993; Roje, 2006).

Rzewuski e colaboradores caracterizaram a primeira enzima do ciclo, a 5-metil-tio-
adenosina nucleosidase (MTN; EC 3.2.2.16) que ¢ a responsavel pela clivagem da
adenina, presente no MTA, produzindo 5-metil-tio-ribose (MTR) (Rzewuski et al., 2007).

A proxima enzima do ciclo de Yang encontrada em plantas, a 5-metil-tio-riobose cinase
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(MTK; EC 2.7.1.100), foi identificada inicialmente em arroz e A. thaliana, e catalisa a
conversao dependente de ATP da 5-metil-tio-ribose (MTR) em 5-metil-tio-ribose-1-fosfato
(MTR-1-P) (Sauter et al., 2004). Como A. thaliana possui somente um gene MTK,
Pommerrenig e colaboradores identificaram e caracterizaram em A. thaliana e Plantago as
duas proximas enzimas do ciclo, a MTR-1-P isomerase (MTI; EC 5.3.1.23), que converte
MTR-1-P em 5-metil-tio-ribulose-1-fosfato (MTRu-1-P), e o complexo desidratase-
enolase-fosfatase (DEP; EC 4.2.1.109 e 3.1.3.77), que catalisa a conversao de MTRu-1-P
em 1,2-diidroxi-3-ceto-5-metil-tio-penteno (DHKMP) (Pommerrenig et al., 2011). Vale a
pena ressaltar que a mesma conversdo catalisada por estas duas enzimas em plantas ¢
realizada em bactérias, fungos e animais em quatro diferentes passos enzimaticos.
Subsequentemente, a quinta reacdo ¢ catalisada por uma acidoredutona oxigenase (ARD;
EC 1.13.11.53 e 1.13.11.54), que converte DHKMP em 2-ceto-4-metil-tio-butirato
(KMTB) (Sauter et al., 2005). Por fim, pouco se sabe sobre a conversao de KMTB em
metionina, mas estudos in silico demonstram que em A. thaliana os produtos dos genes
referentes a aspartato aminotransferase (AAT ou ASP; EC 2.6.1.1) podem desempenhar
tal fun¢do metabolica (Pommerrenig et al., 2011). Dados experimentais demonstraram que
em plantas superiores o ciclo de Yang ocorre preferencialmente em células do floema e
sugerem também que em folhas de A. thaliana e Plantago esta rota recicla MTA derivado
principalmente da biossintese de poliaminas (Pommerrenig et al., 2011).

O primeiro metabolito importante na biossintese de etileno seria S-adenosil-
metionina (SAM ou AdoMet), que ¢ sintetizado a partir de ATP e metionina (fornecida
pelo ciclo de Yang), por acdo da enzima metionina-adenosil transferase (MAT), conhecida
também como S-adenosil-metionina sintetase (SAMS; EC 2.5.1.6) (Roje, 2006). Esta
enzima ¢ extremamente conservada entre os organismos vegetais e apresenta-se quase
sempre como tetrameros, tendo seus mondmeros organizados em trés dominios, formados
por trechos ndo consecutivos de sequéncias, contendo cada um duas a-hélices e quatro
folhas B. Estes dominios sdo denominados respectivamente de N-terminal (importante na
interagdo com substrato), central (com fun¢do ndo caracterizada completamente, mas sabe-
se que influencia na catalise) e C-terminal (essencial para a localizagdo subcelular da
enzima no citoplasma) (Takusagawa et al., 1996; Garrido et al., 2011).

A S-adenosil-metionina, produzida na reagdo catalisada por MAT, serve como

substrato da principal enzima da biossintese de etileno, a /-aminociclopropano-1-dcido
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carboxilico sintase (ACS; EC 4.4.1.14), que produz 1-aminociclopropano-1-acido
carboxilico (ACC) e MTA, que ¢ reciclado pelo ciclo de Yang (Argueso et al., 2007). As
ACSs pertencem a familia de proteinas que requerem piridoxal-5'-fosfato (PLP) como
cofator e sdo associadas com reacdes de transamina¢do, deaminagao, carboxilacdo e
eliminagdo ou substituicdo dos carbonos € y em uma variedade de aminoacidos. Embora
divirjam na sequéncia e consequentemente na atividade catalitica, as estruturas
cristalograficas das enzimas dependentes de PLP revelam uma impressionante conservacao
da estrutura do nucleo catalitico, indicando mecanismos comuns de catalise. As ACSs
possuem similaridade de sequéncia peptidica com enzimas da classe das aminotransferase
(aspartato e tirosina) e convertem SAM em ACC através de uma reacdo de eliminagdo dos
carbonos B e y (Capitani et al., 1999; Li et al., 2005). Estas enzimas, que podem ser homo
ou heterodimeros citoplasmaticos, atingem atividade 6tima em condi¢des de pH entorno de
8,5 e sdo induzidas por diversos fatores, tais como situagdes de estresse (ferimentos,
alagamento e seca), outros fitormonios (IAA e citocininas, por exemplo), metais
citotoxicos (cobre, ferro, prata, litio e zinco), compostos inorganicos (amonia e bissulfito) e
organicos (4cido ascorbico), herbicidas, pesticidas e desfolhante (cianeto de potassio). No
entanto, as ACSs podem ser inibidas por diversos componentes, destacando-se S-adenosil-
etionina, que compete com o substrato da enzima (AdoMet), além de aminoetoxi-vinil-
glicina (AVG) e acido aminoxacético (AOA), inibidores competitivos de muitas enzimas
dependentes de PLP. Vale ressaltar que intermediarios do ciclo de Yang (MTA e KMTB)
também podem inibir a atividade destas enzimas (Acaster & Kende, 1983; Yip et al., 1992;
Lewis et al.,, 2011). Na maioria das espécies de plantas, as ACSs sdo codificadas por
familias multigénicas, que sdo diferencialmente reguladas por diversos fatores ambientais e
do desenvolvimento. Em A. thaliana, existem oito genes que codificam ACSs ativas, e
pelo menos um que codifica uma ACS com inatividade catalitica (AtACS1) (Liang et al.,
1992; Liang et al., 1995; Yamagami et al., 2003). Estas proteinas podem ser divididas em
trés grupos, baseados na sequéncia presente em sua regido C-terminal: tipo I, que possui
nesta por¢do da proteina residuos de serina (Ser) que sdo alvos de fosforilagdo pela
proteina cinase ativada por mitogeno 3 ou 6 (AtMPK3-6; EC 2.7.11.24) (Liu & Zhang,
2004), assim como residuos de aminoacido que sdo fosforilados por proteina cinase cdlcio
dependente (AtCDPK2; CDPK ou CPK; EC 2.7.11.1); tipo 11, que possuem um C-terminal

reduzido e apresentam sitios de fosforilacdo somente para CPK (Tatsuki & Mori, 2001;
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Sebastia et al., 2004); e tipo III, que possuem a por¢ao C-terminal muito reduzida e ndo
apresentam sitios de fosforilagdo para ambas as cinases (Tucker et al., 2010).

O metabolito ACC ¢ o elemento chave da biossintese de etileno e pode seguir por
varias rotas metabolicas. A principal delas ¢ a catalise final da biossintese deste fitormonio
gasoso na qual ACC, associado a ascorbato (Asc) e oxigénio (O2), produz etileno,
diidroascorbato (DHAsc), cianeto (HCN), gas carbdnico (CO2) e agua (H20). A enzima
responsavel por esta reagdo € a /-aminociclopropano-1-dcido carboxilico oxidase (ACO
ou EFE - ethylene forming enzyme; EC 1.14.17.4), pertencente a familia das
oxidoredutases ou oxigenases (mononucleares férricas ndo-hémicas), que funcionam com
doadores pareados, onde o O atua como oxidante para posteriormente ser incorporado ou
reduzido (Hegg & Que-Jr, 1997). Estas enzimas sdo caracterizadas por possuirem motivos
2-histidina-1-4cido carboxilico de interagdo com ferro [20G-Fe(Il) oxigenase] e sdo
capazes de catalisar uma variedade de reagdes, tais como hidroxilagdes, insaturagoes,
expansao ¢ fechamento oxidativo de anéis. No caso da enzima ACO, que pode ser inibida
por altas concentragdes de CO; e temperaturas elevadas (acima de 35 °C), o ACC ¢
convertido em etileno por modificagdes nos carbonos C-2 e C-3 do ACC, enquanto C-1 ¢
convertido em cianeto e o grupamento carboxil ¢ eliminado na forma de didxido de
carbono (Peiser et al., 1984; Hegg & Que-Jr, 1997). Com relacdo a localizagdo subcelular
desta enzima, os estudos a respeito do assunto sdo conflitantes, uma vez que alguns autores
postulam que esta proteina seja integral de membrana, devido a dificuldade em sua
purificacdo e a inibicdo da conversdo de ACC em etileno em condi¢des de choque frio e
osmotico, ou ainda quando as amostras sdo previamente tratadas com detergentes
(Apelbaum & Yang, 1981; Mayne & Kende, 1986). Por outro lado, existem evidéncias
experimentais de que a enzima ACO de tomate e mag¢a sejam citoplasmaticas, uma vez que
as mesmas nao possuem em seu N-terminal o peptideo sinal que direcione sua sintese para
o reticulo endoplasmatico rugoso e sua subsequente exportacdo para a membrana
plasmatica (Reinhardt et al., 1994; Chung et al., 2002).

Em 1981, Apelbaum e colaboradores descobriram que quantidades de ACC em
folhas de trigo sob condi¢cdes de déficit hidrico sempre foi muito maior do que a
quantidade produzida de etileno, o que sugere a existéncia outra rota metabodlica
envolvendo ACC (Apelbaum & Yang, 1981). Posteriormente, estudos com marcagdo

radioativa e espectrometria de massas demonstraram a existéncia da rota de N-malonizacao
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de ACC em diversos tecidos vegetais, onde o conjugado 1-malonil-ACC (MACC) seria
formado pela agdo da enzima [-aminociclopropano-I-acido carboxilico-N-malonil
transferase, enzima esta que ja foi purificada a partir de extratos proteicos vegetais, mas
sem a identificacdo de seu respectivo gene (Hoffman et al., 1982; Amrhein et al., 1984).
Esta rota metabolica ocorre frequentemente em plantas sob varios tipos de estresse, como o
crescimento de folhas de trigo no claro, grdo de bico pré-aquecido ou crescimento de
sementes de musgo, além de ser regulada pela concentragdo de auxinas (IAA), ABA e
etileno (Liu et al, 1985; Nath et al., 2006). Experimentos com ACC marcado
radioativamente em protoplastos de Acer pseudoplantanus, a sintese de MACC ocorre no
citosol, sendo posteriormente transportado para os vactiolos, com auxilio de proteinas
carreadoras dependentes de ATP, presentes no tonoplasto, onde ¢ sequestrado para o
espaco apopldsmico através da membrana plasmatica (Bouzayen et al., 1988; Bouzayen et
al., 1989). O conjugado de ACC pode ainda se difundir livremente por variacdo do pH
vacuolar (Pedreno et al.,, 1991). Geralmente, a reacdo de formagdo de MACC ¢
considerada irreversivel, sendo o metabolico um produto final inativo em vez de uma
forma de estoque de ACC (Amrhein et al., 1984). Esta hipotese foi inicialmente
comprovada por Hoffman e colaboradores, que mostraram niveis constantes MACC em
folhas de trigo sob estresse hidrico, enquanto que os niveis de ACC e etileno mudavam
bruscamente (Hoffman et al., 1982). Estes dados contrastaram com as observagdes
apresentadas por Amrhein e colaboradores, onde a recuperagao de ACC a partir de MACC
foi detectada em hipocotilos de trigo mesmo que em niveis muito baixos (Amrhein et al.,
1984). Acredita-se que para tais fins MACC seria substrato da enzima MACC hidrolase,
que catalisaria esta reacdo de recuperacdo de ACC em tecidos onde o conjugado estivesse
presente em altos niveis (Yang & Hoffman, 1984; Jiao et al., 1986; Fluhr et al., 1996).
Sabe-se que além da rota metabdlica de formag¢do de MACC, foi observado em
tomates que ACC também pode ser conjugado na forma de 1-glutamil-ACC (GACC),
reacdo que ¢ catalisada pela enzima y-glutamil transpeptidase (GGT; EC 2.3.2.2). Pouco se
sabe sobre esta rota metabolica de conjugacdo de ACC uma vez que, semelhante a
biossintese de MACC, a enzima que catalisa esta reacdo foi identificada somente em
extratos proteicos vegetais, sem identificacdo de seu respectivo gene. Ainda assim, a
formacdo do conjugado 1-malonil-ACC ¢ considerada a principal via secundaria

envolvendo o precursor de etileno, possuindo um importante papel na regulagdo dos seus
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niveis endogenos e consequentemente na regulagdo da biossintese do fitormonio gasoso
em tecidos vegetais (Martin et al., 1995).

Outra possivel rota metabodlica com a participacao de ACC seria a que envolve a
deaminagao irreversivel do metabolito. Este processo, descrito inicialmente em bactérias, ¢
catalisado pela enzima [-aminociclopropano-1-acido carboxilico deaminase (ACD; EC
3.5.99.7), proteina pertencente a classe das hidrolases que, na presenca de agua, converte
ACC em oxobutirato (OXB ou 2-oxobutanoato) e amodnia (NH3) (Glick, 2005). A
expressao heterologa de ACDs em plantas mostra ser possivel gerar plantas transgénicas
que tenham seus niveis de etileno reduzidos pela redugdo dos niveis de ACC disponivel
(Klee et al., 1991). Posteriormente, foram identificados em plantas genes que codificam
proteinas homologas & ACDs bacterianas em A. thaliana e Populus, genes esses que se
mostram ativos em diversas condicdes do desenvolvimento vegetal (McDonnell et al.,
2009). Além disso, estudos em tomate mostram que a atividade inerente de ACD varia
durante o amadurecimento do fruto, sendo que seus picos de atividade coincidem com as
quedas na producdo de etileno (Plett et al., 2009).

Desta forma, a maioria dos tecidos vegetais possui a capacidade de sintetizar
etileno, mesmo que em niveis baixos. A sua producdo aumenta drasticamente durante
diversos eventos do desenvolvimento, tais como germina¢do, amadurecimento de frutos,
senescéncia e abscisdo de flores e folhas, resposta a outros fitormonios como auxinas,
brassinoesteroides, citocininas e o proprio etileno (auto estimulagdo e auto inibigdo).
Finalmente, uma grande variedade de estresses, incluindo ferimentos, ataque de patdgenos,
inundacao, seca, hipdxia, carga fisica, mudangas bruscas de temperatura e reagentes
quimicos nocivos (ozonio e didxido de enxofre) podem induzir a producdo deste

fitormonio gasoso (Yang & Hoffman, 1984; Bleecker, 1999).

1.2.2. Sinalizacio.

Diversos estudos descrevem mecanismos moleculares das rotas de metabolicas
sinalizadas por etileno (Johnson & Ecker, 1998; Lin et al., 2009). Nestes trabalhos foram
identificadas proteinas capazes de perceber a presenca deste fitormdonio gasoso, proteinas

estas que possuem grande similaridade com o sistema histidina cinase de dois componentes
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identificado em bactérias. Esta familia de receptores vegetais ¢ caracterizada por um
dominio de interagdo com etileno presente na por¢do N-terminal, seguido por dois outros
dominios, um de interagdo entre receptores, denominado de GAF (cGMP-specific
phosphodiesterases, adenylyl cyclases e FhiA) (Aravind & Ponting, 1997; Xie et al., 2006;
Grefen et al., 2008), e outro semelhante a proteina histidina cinase (Bleecker, 1999). Além
desses, alguns membros dessa familia possuem o dominio coiled coil, que representa a
segunda metade do sistema de dois componentes. Apds a caracterizacdo em diversas
plantas, estes receptores de etileno (ETR; EC 2.7.13.-) foram divididos em duas
subfamilias: a subfamilia I possui membros com atividade histidina cinase [com excegdo
do receptor ERS1 (ethylene response sensor) de A. thaliana que possui tanto atividade
histidina quanto serina/treonina cinase] e trés dominios transmembrana em seu N-terminal,
enquanto que a subfamilia II possui membros com atividade serina/treonina cinase € quatro
dominios transmembrana (Hall et al., 2007). Em A. thaliana foram caracterizados cinco
receptores de etileno que contribuem de forma distinta na sinalizacdo mediada por este
fitormonio, sendo dois pertencentes a subfamilia I (ETR1 e ERS1) (Chang et al., 1993;
Hua et al., 1995) e trés a subfamilia Il [ETR2, ethylene insensitive 4 (EIN4) e ethylene
response sensor 2 (ERS2)] (Hua et al., 1998; Sakai et al., 1998). Os receptores de etileno
podem estar presentes como homodimeros em mais de um sistema de membrana. Em 4.
thaliana, ETR1 e ETR2 foram localizados no reticulo endoplasmatico (ER) a partir de
dados de fracionamento em gradiente de sacarose (Hall et al., 2007) e posteriormente todos
os receptores desta planta modelo tiveram a mesma citolocalizacdo quando foram
expressos em células epidermais de folhas de tabaco (Grefen et al., 2008). Em contraste,
experimentos de imunohistoquimica com células radiculares de A. thaliana demostraram
que homodimeros de ETR1 podem estar localizados primariamente no complexo de Golgi
(Dong et al., 2008). J4 em protoplastos de tabaco, foi relatado que o receptor de etileno
localiza-se na membrana plasmatica (Hall et al., 2007). Mesmo com dados contrastantes, a
citolocalizagdo dos receptores de etileno mais aceita na atualidade ¢ a referente ao reticulo
endoplasmatico.

Estudos bioquimicos e genéticos mostraram que a interagdo do etileno com os
homodimeros de receptores requer como cofator o ion cobre (Cu?"), o que esta de acordo
com dados de que a interacdo reversivel etileno-receptor requer um metal de transi¢ao

(Burg & Burg, 1967; Rodriguez et al., 1999). Em A. thaliana, o papel do cobre na
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percepcao do fitormdnio gasoso esta diretamente associado com o produto do gene RAN
(responsivo a agonista), um transportador ativo (dependente de ATP), presente na
membrana do complexo de Golgi, e que possui como fun¢ao primordial gerar receptores de
etileno funcionais por fornecimento intracelular de cobre (Bleecker, 1999; Hirayama et al.,
1999; Binder et al., 2010).

Além disso, em A. thaliana, a proteina integral de membrana RTE1 (reversion to
ethylene sensitivity 1) esta envolvida com a regulacao das fung¢des do receptor de etileno
ETR1 (Resnick et al., 2006). Esta proteina ¢ altamente conservada em plantas, animais e
alguns protistas, mas sua fun¢do molecular ainda ndo ¢ conhecida, mas em plantas possui a
mesma localizagdo que ETRI (reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi) (Dong et al.,
2008). RTE1 foi identificada com base na analise de mutantes nocaute para o gene rtel que
suprimem a insensibilidade a etileno ocasionada pelas mutagdes efr/-2 (Resnick et al.,
2006). Ainda em A. thaliana, a insensibilidade a etileno ocasionada pela alta expressao de
RTE1 ¢ altamente dependente de ETRI, mas ndo de outros receptores para o gas,
sugerindo que possivelmente esta proteina atuaria em processos de reciclagem de
receptores ETR1 nesta planta modelo. Além disso, a expressdo de RTE1 ¢ induzida por
etileno, sugerindo a participagdo desta proteina em mecanismos de retroalimentacao
negativa na sinalizacdo mediada pelo gas (Resnick et al., 2006).

Geneticamente, na auséncia de etileno, os receptores ETR sdo reguladores
negativos da resposta mediada por este fitormdnio, reprimindo elementos a jusante na
cascata de sinalizacdo, através da proteina cinase semelhante 2 RAF, denominada de CTR
(conmstitutive triple response; EC 2.7.11.1) (Kieber et al., 1993; Hua et al., 1998; Chen et
al.,, 2005; Hall et al., 2007; Qu et al.,, 2007). Esta proteina cinase foi identificada
inicialmente em mutantes que apresentaram evidéncias morfologicas da resposta tripla
(inibi¢do do alongamento caulinar, o espessamento do caule e perda da sensibilidade
gravitropica) na auséncia de etileno exdgeno (Kieber et al., 1993). Mutacdes de perda de
func¢do ctrl resultam na ativagdo constitutiva da resposta mediada por etileno em mudas e
plantas adultas, o que indica que CTR atua como um regulador negativo da sinalizagdo
mediada por este fitormonio gasoso (Kieber et al., 1993). A por¢ao C-terminal desta
proteina cinase ¢ similar ao dominio catalitico da familia RAF de proteinas cinases, que
geralmente atuam como reguladores de outras cinases, por auto regulagdo e/ou outros

elementos regulatorios (Jouannic et al., 1999; Ichimura et al., 2002). A respeito da
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localiza¢do subcelular da proteina MKKK (MAP cinase cinase cinase) CTR, estudos
demonstram que dimeros da proteina cinase estdo associadas a face externa da membrana
do reticulo endoplasmatico devido a interagdes com receptores da familia ETR (Gao et al.,
2003; Ju et al., 2012; Mayerhofer et al., 2012).

Na auséncia do fitormonio gasoso, a por¢ao N-terminal de CTR interage com os
membros das duas subfamilias de receptores (Clark et al., 1998; Gao et al., 2003). Nesta
conformagdo, CTR inibe as respostas sinalizadas por etileno pela fosforilagao de elementos
importantes nesta rota metabolica. Ja na presenga de etileno, ocorre a formagao do hibrido
etileno-receptor, devido a alta afinidade que existe entre este fitormonio e os dominios
transmembranicos presentes nos homodimeros de ETR (formados por ponte de dissulfeto
entre mondmeros), na presenca de cobre (Schaller & Bleecker, 1995). A formag¢do deste
hibrido induz por sua vez uma mudanga conformacional no receptor, € consequentemente
em CTR, o que reduz drasticamente a atividade desta cinase, induzindo assim a ativacio da
sinalizacdo mediada pelo fitormonio gasoso.

Uma das rotas vegetais reguladas por CTR em respostas a etileno seria a
representada pela proteina EIN2 (ethylene insensitive 2), um importante regulador positivo
das rotas de sinalizagdo mediadas por este fitormdnio gasoso, que atua a jusante de CTR
(Roman et al.,, 1995; Alonso et al., 1999). Esta proteina localiza-se no reticulo
endoplasmatico, proxima ou associada a ETRs (Bisson et al., 2009; Bisson & Groth, 2010).
Além disso, EIN2 ¢ formada por uma por¢cdo N-terminal, com alta similaridade a
transportadores Nramp de ions metalicos, apresentando doze hélices transmembrana
preditas, além de um dominio C-terminal hidrofilico e citoplasmatico, com sinal de
localizag@o nuclear (NLS) (Alonso et al., 1999).

Estudos in vitro e in vivo demostram que, na auséncia de etileno, os niveis de EIN2
sao reduzidos devido a eventos envolvendo proteinas F-box e subsequente degradagdo via
proteassoma 26S (McClellan & Chang, 2008). Estes eventos podem ser propiciados pela
fosforilagdo de sitios especificos, presentes no dominio C-terminal de EIN2 (Chen et al.,
2011; Ju et al., 2012). Em A. thaliana, ETP1 e ETP2 (EIN2 targeting proteins) possuem
um papel primordial nesta protedlise de EIN2. Estas proteinas com dominios F-box
interagem com a porcao C-terminal de EIN2 (que ¢ extremamente conservada),
previamente fosforilada por CTR. Desta forma, na auséncia de etileno, EIN2 com o C-

terminal fosforilado ¢ entdo ubiquitinada, para posteriormente ser degradada pelo
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proteassoma 26S (Qiao et al., 2009). Ja na presenca do fitormonio gasoso, a por¢do C-
terminal de EIN2 ndo ¢ fosforilada por CTR e, desta forma, este dominio da proteina ¢
clivado e, por mecanismos ainda nao elucidados, ¢ translocado para o ntcleo, onde
influencia a expressao e atividade de importantes fatores de transcri¢ao (Ju et al., 2012).

Sabe-se que na auséncia de etileno, os fatores de transcricdo EIN3 (ethylene
insensitive 3) e seus equivalentes funcionais EILs (EIN3-like) sofrem degradacdo pelo
proteassoma 26S (Qiao et al., 2009) e acredita-se que EIN2 influencia, através de sua
por¢ao C-terminal, a atividade desses fatores no nucleo. Sabe-se que EIN3/EIL sdo
importantes elementos que regulam a expressdao de outros fatores de transcri¢do, que por
sua vez interagem com elementos cis-atuantes de promotores (GCC-box) de genes
responsivos a etileno (Solano et al., 1998). Estas proteinas sdo encontradas com alta
homologia dentro do reino vegetal, principalmente com relagdo a sua por¢do N-terminal,
que ¢ responsavel pela interacdo com o DNA, através de um dominio composto por cinco
hélices (Solano et al., 1998; Yamasaki et al., 2005). A estabilidade de EIN3/EIL é mediada
por outra classe de proteinas F-box associadas a E3 ubiquitina ligase, denominadas em A.
thaliana de EBF1 e EBF2 (EIN3 binding F-box protein I and 2) (Guo & Ecker, 2003;
Stepanova & Alonso, 2009), uma vez que na auséncia de etileno, os fatores de transcri¢ao
em questao sdo direcionados para degradagdo por estas proteinas F-box (An et al., 2010).
Na presenga de etileno, CTR e os receptores ETR sdo inativados, € na auséncia da
fosforilacdo de EIN2, o C-terminal desta proteina pode entdo ser clivado e ser direcionado
para o nucleo, onde induz, por mecanismos ainda desconhecidos, a degradagdo das
proteinas EBF via proteassoma 26S (An et al., 2010; Ju et al., 2012).

Outro mecanismo descrito para regulacao da atividade de EIN3/EIL também seria
mediada pela exoribonuclease citoplasmatica 5°-3° XRN4, denominada de EIN5 (EC
3.1.13.-). Estudos em A. thaliana demonstram que mutagdes no gene desta nuclease sdo
capazes de suprimir parcialmente a resposta constitutiva mediada por etileno tanto em
brotos quanto em plantas adultas. Estes dados sugerem que EINS esta envolvido na cascata
de transdug¢do de sinal mediada por este fitormonio, atuando a jusante de CTR (Olmedo et
al., 2006). Adicionalmente, na presenca do gas, os mRNAs de EBF se acumulam em
mutantes nocaute para o gene einj, gerando fenotipos de insensibilidade a etileno. Desta

forma, acredita-se EINS atue na degradacdo dos mRNAs de EBF, diminuindo assim os
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respectivos niveis de sua proteina livre, o que regula positivamente a atividade de
EIN3/EIL e propicia a indu¢ao da resposta sinalizada por etileno (Olmedo et al., 2006).

Estudos mais antigos supunham que a rota de ativagao de EIN3/EIL também podia
ser influenciada por CTR, independentemente de EIN2, pela atividade de proteinas cinases
ativadas por mitogeno (MAP cinases ou MAPKs). Dados mostravam que em A. thaliana, a
proteina MKK9 (MAP cinase cinase; EC 2.7.12.2), em associacdo com as MAPKs MPK3
e MPKG6, seriam reguladas positivamente pela inibicdo de CTR na presenga de etileno,
induzindo assim respostas a jusante de CTR (Yoo et al., 2008; Hahn & Harter, 2009;
Stepanova & Alonso, 2009). Desta forma, a cascata de fosforilacio MKK9 —
MPK3/MPK6 culminaria na fosforilagdo e subsequente estabilizagdo de EIN3/EIL, o que
estaria de acordo com o que foi observado em mutantes nocaute de A. thaliana para o gene
mkk9, que apresentaram fenotipo de insensibilidade parcial a etileno (Yoo et al., 2008).

Em paralelo, estudos independentes demonstraram que as MPKs de A. thaliana
MPK3/MPK6, juntamente com as MKKs MKK9 ou MKK4/5 regulam a biossintese deste
fitormonio gasoso (Liu & Zhang, 2004; Joo et al., 2008; Xu et al., 2008). Foi demonstrado
que membros dos dois principais grupos das enzimas ACS de biossintese de etileno (tipo I
e tipo II), representadas em A. thaliana por ACS5/ACS9 e ACS6/ACS2 respectivamente,
sdo reguladas por diferentes proteinas cinases. Estudos com esta planta modelo em
situacdes de estresse mostram que a estabilidade das ACSs do tipo I é regulada pelas
proteinas cinases MPK3 e MPKG6 a partir da cascata de fosforilagdo MKK4/MKK5/MKK9
— MPK3/MPK6 (Ecker, 2004; Liu & Zhang, 2004). Estas enzimas da biossintese de
etileno possuem uma pequena vida util e, na auséncia do fitormdnio gasoso, sdo alvos de
degradacao proteolitica. Ja na presenca do sinal de estresse, a por¢ao C-terminal das ACSs
do tipo I ¢ fosforilada pela cinases MPK3/MPK6, o que aumenta a estabilidade destas
proteinas. As enzimas ACS do tipo II possuem um mecanismo similar de regulagdo, uma
vez que, semelhante as ACSs do tipo I sdo continuamente alvos de degradagao na auséncia
de estimulos, que neste caso seria de natureza endégena, como por exemplo, altos niveis de
citocininas (Chae et al., 2003). Esta degradagdo ¢ mediada pelas proteinas ETO (ethylene
overproducer) e EOL (ETO like), membros da pequena familia de proteinas especificas de
plantas que possuem o dominio BTB/TPR, importante em interagdes entre proteinas, além
de possuirem atividade de E3 ubiquitina ligase (Wang et al., 2004). Na auséncia de um

sinal endogeno, as proteinas ETO/EOL interagem com a exterminada C-terminal das ACSs



29

do tipo I, o que as torna passiveis de degradagdo via proteassoma 26S. Existem evidéncias
de que na presenga de um sinal, a por¢ao C-terminal desta classe de ACSs seja fosforilada
pela proteina cinase dependente de calcio 2 (CPK2 ou CDPK?2), evento esse que estabiliza
estas enzimas inibindo sua degradagao (Ecker, 2004; Sebastia et al., 2004; Wang et al.,
2004). Vale a pena ressaltar que a biossintese de etileno também pode ser regulada em
nivel transcricional, uma vez que em A. thaliana sob situagdes de estresse, os niveis de
mRNAs de ACSs do tipo II sdo elevados (Cara & Giovannoni, 2008; Tsuchisaka et al.,
2009; Vandenbussche et al., 2012).

Dados mais recentes demonstraram que a cascata de fosforilagdo mediada por
MKKD9 pode sim influenciar a atividade de EIN3/EIL, mas de forma independente de CTR
e EIN2 (An et al., 2010). Com base nestes estudos foi proposto um modelo em que estas
proteinas cinases participam em respostas mediadas por etileno, mas principalmente pela
modulagdo de sua biossintese. No entanto, EIN2 e EBFs sdo transdutores de sinais
essenciais, requeridos para a percep¢do do fitormonio gasoso na estabilizagdo de
EIN3/EIL, atuando em cooperagdo, mas de forma diferencial (Kendrick & Chang, 2008;
Stepanova & Alonso, 2009; An et al., 2010).

A sinalizagdo mediada por etileno produz grandes mudangas na expressdo génica
em células vegetais. Analises de regides promotoras de genes induzidos pelo fitorménio
gasoso propiciaram a identificacdo de elementos cis-atuantes responsivos ao gas, assim
como a familia de proteinas trams-atuantes de interacdo com o DNA, denominada de
EREBP (ethylene responsive element binding proteins) ou ERF (ethylene response factors)
(Ohme-Takagi & Shinshi, 1995; Deikman et al., 1998; Leubner-Metzger et al., 1998).
Estudos menos recentes demonstraram que EIN3/EIL sdo ativadores do gene ERFI
(ethylene response factor 1), membro da familia ERF, estabelecendo uma hierarquia na
sinalizacdo mediada por etileno (Solano et al., 1998). Os homodimeros de EIN3/EIL
interagem com elementos cis-atuantes na regido promotora do gene ERF1, que uma vez
transcrito e traduzido, interage com outros elementos cis-atuantes presentes na regiao
promotora de genes alvo (Solano et al., 1998). Hoje se sabe que EIN3 pode induzir a
transcri¢do ndo somente de ERF1, mas também de outros membros da superfamilia de
fatores de transcricdo AP2/ERF (Vandenbussche et al., 2012).

Historicamente, as proteinas da superfamilia AP2/ERF contém pelo menos um

dominio de interacdo com o DNA, denominado de AP2 (APETALA 2), e podem ser
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divididas em trés familias, nomeadas de AP2, ERF (ethylene response factor) e RAV
(related to ABI3/VPI) (Nakano et al., 2006). A familia AP2 ¢ formada por membros
caracterizados por repetigoes in tandem de dois dominios AP2, sendo somente um pequeno
numero de proteinas que apresentam uma copia deste dominio, que por sua vez apresenta
maior similaridade com membro que possuem duplo AP2 do que com proteinas da familia
ERF, que também apresenta somente uma copia deste dominio (Shigyo & Ito, 2004). A
terceira familia, nomeada de RAV (related to ABI3/VPI), possui dois elementos de
interacdo com o DNA, sendo um deles o AP2 (similar ao d4 familia ERF), e outro
denominado de B3, dominio identificado inicialmente na proteina de milho VP1
(viviparous 1), composto por duas a-hélices e sete folhas B (Yamasaki et al., 2004;
Swaminathan et al., 2008). A por¢do conservada do dominio AP2 ¢ composta de
aproximadamente 60 residuos de aminoacidos que conferem uma conformacgao
tridimensional tipica organizada em uma porc¢ao com trés folhas B antiparalelas seguida de
uma a-hélice (Allen et al., 1998).

Mesmo que o acronimo original da familia ERF tenha sido mantido, a resposta
mediada por estes fatores de transcrigdo nao ¢ exclusiva do fitormdnio etileno. Além disso,
a nomenclatura dos membros desta familia ¢ baseada em dois grandes esforgos em
organiza-las em grupos filogenéticos que permitissem facilitar o seu reconhecimento
funcional (Sakuma et al., 2002; Nakano et al., 2006). Sakuma e colaboradores (2002)
dividiram em dois grupos (ou subfamilias) as 121 proteinas ERF de A. thaliana, de acordo
com a similaridade na sequéncia de residuos de aminoacidos do dominio AP2: grupo A,
onde estavam as proteinas com elementos de interacdo responsivos a desidratacao
(DREBs); e grupo B os ERFs, sendo que cada grupo foi ainda subdividido em outros 6
(A1-A6; B1-B6). Ja Nakano e colegas (2006) exploraram o sequenciamento do genoma do
arroz (Oryza sativa) e A. thaliana para refinar a classificacdo de Sakuma, explorando a
estrutura dos genes ERF além de levar em consideracdo a ocorréncia de motivos
adicionais. Nesta classificacdo, as proteinas ERF foram subdivididas em doze grupos (I até
X, VI-L e Xb-L), que coincidiam substancialmente com a classificacdo feita por Sakuma.
Hoje em dia, ambas as classificagdes sdo utilizadas independentemente (Licausi et al.,
2013).

A especificidade da interacdo do dominio AP2 com o DNA se da pela identidade de

residuos de aminodcidos em posicdes especificas (Sakuma et al., 2002). Muitas proteinas
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DREB interagem com o elemento cis-atuante A/GCCGAC denominados de DRE (drought
response element), presentes em promotores, estando frequentemente associados com
genes regulados também em resposta a ABA, seca e frio (Stockinger et al., 1997). Ja as
proteinas ERF reconhecem in vitro o elemento cis-atuante AGCCGCC, denominado de
GCC-box, que esta relacionado principalmente com respostas a etileno, patdégenos e
ferimentos (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995). Apesar da generalizagdo, alguns membros dos
dois grupos podem reconhecer tanto os elementos DRE quanto GCC-box ou ainda
elementos que divergem significativamente destes dois (Welsch et al., 2007; Shaikhali et
al., 2008; Sun et al., 2008). Surpreendentemente, membros da familia AP2 que possuem o
dominio duplicado ndo reconhecem repeticdes in tandem dos elementos cis-atuantes de
interagdo DRE ou GCC-box (Dinh et al., 2012). Por fim, o dominio AP2 das proteinas
RAV reconhecem motivos CAACA, enquanto que o dominio B3 interage com sequéncias
CACCTG (Kagaya et al., 1999; Ohta et al., 2000; Yamasaki et al., 2004).

Seguindo a regra geral, os fatores de transcri¢gdo contendo o dominio AP2 podem
ser classificados como ativadores ou repressores, dependendo se os mesmos induzem ou
suprimem a transcrigdo de genes alvo especificos. Os repressores podem ainda ser
classificados como ativos, quando possuem dominios distintos de repressao (RD), ou
passivos, que sdo aqueles que ndo possuem RD, mas suprimem a transcrigdo por
competicdo com ativadores transcricionais (Licausi et al., 2013). Em geral, os dominios de
ativagcdo em planta ndo possuem sequéncias especificas, mas apresentam pelo menos uma
regido rica em aminoacidos acidicos, o que contrasta com os dominios de repressao, que
sao formados por sequéncias bem definidas (Ohta et al., 2000; Tiwari et al., 2012). Trés
RDs, denominados respectivamente de motivo anfifilico de repressdo associado a ERF
(EAR; LxLxLx ou DLNxxP) (Ohta et al., 2001; Hiratsu et al., 2003), motivo TLLLFR
(Matsui et al., 2008), e dominio de repressdao B3 (BRD; RLFGV) (Ikeda & Ohme-Takagi,
2009) sao especificos de plantas e estdo presentes em alguns membros da superfamilia de
fatores de transcricdo AP2/ERF.

Por fim, a expressdo e atividade destes fatores de transcricdo podem ser reguladas
em varios niveis. Estudos demonstram que ERF1 (sob condigdes de estresse bidtico)
(Lorenzo et al., 2003), CBF1 (estresse abidtico) (Jaglo-Ottosen et al., 1998), SMZ (durante
o crescimento) (Mathieu et al., 2009) e PLTs (no decorrer do desenvolvimento) (Aida et

al., 2004) sao regulados em diferentes plantas durante a transcricdo. J& o DREB2A de
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grama, cevada, trigo ¢ milho apresentam sua expressdo regulada por mecanismos pos-
transcricionais (processamento de mRNA) (Egawa et al., 2006). Além disso, modificagdes
pOs traducionais, como fosforilagdo, sumoilagdo e ubiquitinagdo sdo mecanismos comuns
na ativagao/inativacdo de membros desta superfamilia de fatores de transcricao (Bethke et

al., 2009; Bailey-Serres et al., 2012).

1.2.3. Transporte.

A maioria dos fitormonios e transportada através de mecanismos conhecidos,
associados com proteinas especificas de transporte e/ou conjugados. Para pequenos
deslocamentos, a transmissdo citoplasmatica e a difusdo lenta sdo os mais utilizados. Ja
para longas distancias, os hormdnios podem ser transportados pelo sistema vascular, sendo
pelo floema juntamente com carboidratos, partindo das folhas tendo como destino raizes e
flores, ou pelo xilema, com 4gua e minerais a partir das raizes até as folhas. Como o etileno
¢ um gas, o seu transporte ocorre por difusdo entre as c¢lulas, sem necessidade de um
sistema de transporte especifico, mas o seu precursor, o0 ACC, pode ser transportado por

longas distancias pelo xilema (Finlayson et al., 1991; Hoad, 1995).

1.2.4. Catabolismo.

Mesmo sem relevancia fisiologica, o rastreamento onde o precursor de etileno foi

marcado com isdtopos radioativos propiciou a identificagdo de dioxido de carbono, ¢xido

de etileno, etileno glicol e glicose conjugada a etileno glicol como produtos do catabolismo

do gas (Raskin & Beyer, 1989).

1.2.5. Etileno em Situacoes de Estresse.

Talvez as primeiras observagdes da elevacao dos niveis de produgao de etileno sob

condicdes de estresse seriam os estudos onde tecidos vegetais sdo cortados, perfurado,
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esmagado, espremido ou bloqueados por barreiras fisicas. Posteriormente, foi observada
sua presenga em estresses mecanicos que ndo envolvem cortes ou feridas, como o vento,
que pode induzir a produgdo de etileno, inibindo o alongamento da haste (Emery et al.,
1994).

Outra caracteristica comum estd no fato de que tanto ferimentos quanto infecgdes
microbianas podem estimular a produgdo deste gas pela indugdo e regulacdo da atividade
de proteinas especificas (Bol et al., 1996; Schweizer et al., 1996). Em tomates, a inducao
da expressao de inibidores de proteinases (PINs) por ataques de insetos ¢ sinalizada por
etileno e 4cido jasmonico (O'Donnell et al., 1996). A expressdo do gene ETRI de A.
thaliana em tabaco conferiu suscetibilidade a fungos ndo patogénicos de solo (Knoester et
al., 1998). Em tomate, mutantes nocaute para genes da biossintese de etileno tiveram
respostas secundarias de resisténcia sistémica adquirida (SAR) substancialmente reduzidas
em lesdes pontuais e infec¢des por bactérias (Lund et al., 1998).

Mais evidéncias de que o etileno participa em rotas de defesa sinergicamente com o
acido jasmonico foram comprovadas, uma vez que andlises de mutantes nocaute de A.
thaliana para os genes etrl e jarl (jasmonate response deficient 1) mostram deficiéncia em
eventos de resisténcia sistémica induzida (ISR), quando comparadas com plantas selvagens
(Pieterse et al., 1998; Pieterse & Van Loon, 1999). Experimentos semelhantes mostraram
que o sinergismo entre as rotas sinalizadas pelos dois fitormonios se da pela atividade do
fator ERF1, que apresenta sua expressao elevada na presen¢a de ambos (Lorenzo et al.,
2003). Além disso, a sinalizagdo mediada por estes dois fitormonios € necessaria para a
elevacao dos niveis de expressao do gene PDF1.2 (plant defensin 1.2), que codifica uma
defensina antimicrobiana (Penninckx et al., 1996; Alonso et al., 1999). Estudos de indugao
com mutantes nocaute para os genes et/ e coill (jasmonic acid insensitive) indicam que
tanto o etileno quanto o acido jasmonico sdo importantes nesta rota, uma vez que plantas
sob ISR ndo apresentam inducdo do gene da defensina (Penninckx et al., 1998). Acredita-
se também que a agdo sinérgica destes dois fitormonios induza a expressao do fator de
transcrigdo ORAS59 da superfamilia AP2/ERF, que por sua vez ¢ um regulador positivo da
expressdao de PDF1.2 (Pre et al., 2008).

Dados obtidos em estudos similares com mutantes de soja (Glycine max)
insensiveis a etileno apresentaram dados contrastantes quando sujeitos a infec¢des por uma

variedade de patdgenos. Em algumas situagdes apresentaram uma ligeira vantagem com
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relacdo ao estabelecimento destas infecgdes, enquanto que em outras conferiram grande
suscetibilidade. Estes dados sugerem que este fitormonio possui diferentes efeitos
dependentes do tipo de patogeno e consequentemente do mecanismo de infeccao (Hoffman
et al., 1999).

A expressao de ERF1, induzida por etileno e/ou acido jasmoénico, também &
importante em respostas a estresses abidticos. A transcri¢do de TaERF1 de trigo (Triticum
aestivum) ¢ induzida por alta salinidade, seca e baixas temperaturas (Xu et al., 2007). Além
disso, a especificidade desse fator de transcricdo no reconhecimento de elementos cis-
atuantes em promotores de genes alvo varia de acordo com o tipo de estresse em que a
planta ¢ submetida. Ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) com ERF1 de 4.
thaliana mostraram que este fator de transcricdo aumentou os niveis de expressao de um
conjunto de genes, em resposta a diferentes tipos de estresses abidticos, por interagdo
especifica com elementos DRE. Ja em resposta a estresses biodticos, ERF1 interagiu
somente com elementos do tipo GCC-box, o que evidencia um reconhecimento estresse
especifico de elementos cis-atuantes em promotores (Cheng et al., 2013).

O papel antagonico entre ABA etileno em resposta a déficit hidrico tem sido
relatado. Acredita-se que a biossintese de ABA, em raizes de A. thaliana, reduza a
biossintese de etileno e, consequentemente, o crescimento tanto da parte aérea quanto o das
raizes (Spollen et al., 2000). Outro aspecto a ser considerado ¢ de que o estresse hidrico ¢
frequentemente acompanhado por elevacdo de temperatura, o que pode promover a
producdo de etileno até o limite de 35 °C, momento em que a produgdo do fitormdnio ¢
inibida. Os efeitos observados em altas temperaturas podem ser devido a influéncia sobre
as enzimas de biossintese, principalmente ACO (Lurie et al., 1996; Morgan & Drew,

1997).

1.3. CROSSTALK ENTRE ROTAS SINALIZADAS POR FITORMONIOS.

O crescimento e desenvolvimento vegetal sdo regulados por uma complexa rede de
interacdes hormonais, onde as auxinas encontram-se como um fator comum na maioria
destas interagdes. Auxinas e citocininas apresentam tanto agdes sinérgicas quanto

antagonistas para o desenvolvimento do broto e de raizes, respectivamente (Swarup et al.,
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2002; Dello Ioio et al., 2008). Outros fitormonios possuem interacdes classicas e
complexas na regulagdo de varios processos do desenvolvimento, como a formagdo do
gancho apical, alongamento e gravitropismo de raizes e broto, crescimento lateral
radicular, fototropismo do hipocotilo e abscisdo foliar (Muday & Rahman, 2008). Foi
demonstrado que giberelinas e auxinas coordenam o alongamento do caule e paternocarpia
em ervilhas (Swarup et al., 2002), crescimento lateral de raizes em Populus (Gou et al.,
2010), dominancia apical, inflorescéncia e desenvolvimento radicular em A. thaliana
(Silverstone et al., 1997; Willige et al., 2011). Estudos ainda sugerem que o acido abscisico
(ABA) e auxinas interagem na regulacdo do desenvolvimento lateral de raizes e na
formagao do eixo embriogénico (Belin et al., 2009; Shkolnik-Inbar & Bar-Zvi, 2010).

Estas interagdes podem ser reguladas em nivel biossintético, como auxinas-etileno
(Muday & Rahman, 2008) ou auxinas-giberelinas (Chandler, 2009), ou em nivel de
sinalizacdo, como auxinas-citocininas (Moubayidin et al., 2009), sendo todas essas rotas
interligadas pelo transporte de auxinas. Por exemplo, etileno aumenta o transporte de
auxinas em zonas de alongamento radicular por estimulagdo de AUXI, PINI, PIN2 e
PIN4, levando a uma redu¢do do crescimento das raizes e do alongamento celular (Ruzicka
et al., 2007). Por outro lado, em regides maduras das raizes, o etileno inibe a expressao de
AUXI1, mas estimula PIN3 e PIN7, resultando em um bloqueio da formagao do gradiente
de auxinas requerido para o desenvolvimento lateral deste 6rgao (Lewis et al., 2011). Em
A. thaliana, altos niveis de expressdao dos genes WIE2, WIE7 e WIES (subunidades da
antranilato sintase, enzima da biossintese de triptofano), induzidos por etileno, estdo
associados com o acumulo de auxinas, fato este que ndo ocorre em mutantes insensiveis ao
gas (Stepanova et al., 2005; Ruzicka et al., 2007; Swarup et al., 2007). O etileno induz um
aumento na curvatura apical, que também ¢ atribuido a um aumento dos niveis de auxinas,
modulado pelo reforco na expressao de PIN3 e AUX1 (Muday & Rahman, 2008).

As citocininas modulam o gradiente celular de auxinas em raizes pela regulacao
negativa da expressdao de PIN1, PIN2 e PIN3 e positiva de PIN7 (Ruzicka et al., 2009). Na
expansdo do hipocoétilo e em cultura de células de tabaco, as citocininas regulam
negativamente o efluxo de auxinas (Pernisova et al., 2009).

Em Populus, as giberelinas estimulam o transporte de auxinas pela inducido da
expressao de PIN9, o que também esta relacionado com o desenvolvimento lateral

radicular desta planta (Bjorklund et al., 2007; Gou et al., 2010). Em A. thaliana, a
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deficiéncia na producdo de giberelinas reduz a expressio de PIN1 e PIN2, além de
direcionar a proteina PIN2 para degradagdo vacuolar, o que afeta a diferenciacdo dos
cotilédones e o gravitropismo radicular (Willige et al., 2011).

Sabendo que hipocétilos e raizes de mutantes de A. thaliana para os genes auxl e
pin2 sdo insensiveis a repressdo dependente de acido abscisico (Belin et al., 2009) e que a
expressdo de PIN1 ¢ alterada em mutantes abi4 (abscisic acid insensitive 4), sugere-se que
o fitormonio ABA ¢ importante na modulagdo do transporte de auxinas (Shkolnik-Inbar &
Bar-Zvi, 2010).

Todos estes estudos indicam que o transporte intracelular e o gradiente de auxinas
possuem um papel primordial e central no controle de diversas rotas envolvendo as
principais classes de fitormonios, regulando assim o desenvolvimento e crescimento
vegetal.

O modelo de acdo das giberelinas em plantas ainda estd longe de ser
completamente compreendido devido as diversas interacdes possiveis com fatores
endogenos e ambientais, direta ou indiretamente correlacionadas com a atividade de outros
fitormonios (Weiss & Ori, 2007).

As auxinas afetam principalmente a biossintese de giberelinas, mas ja existem
estudos em A. thaliana que relatam também o seu efeito em rotas de sinalizacdo destes
diterpendides, uma vez que IAA promove a desestabilizagdo de proteinas DELLA (Ross et
al., 2000; Wolbang & Ross, 2001; Fu & Harberd, 2003; Frigerio et al., 2006; O'Neill et al.,
2010).

Giberelinas e citocininas exercem efeitos antagdnicos em numerosos Processos,
incluindo o alongamento de raizes e brotos, diferenciacdo celular, regeneragdo em cultura
de tecidos e atividade meristematica (Greenboim-Wainberg et al., 2005; Jasinski et al.,
2005). Em A. thaliana, dois componentes principais controlam o balango entre estas duas
classes de hormonios vegetais: (i) as proteinas KNOXI (proteina homeobox de classe 1
semelhante a Knotted 1), importantes fatores no desenvolvimento apical de brotos por
serem capaz de induzir a producdo de citocininas, além de inibirem diretamente a
biossintese de giberelinas e promover indiretamente a sua inativagao; (ii) a proteina SPY
(spindly), que suprime a sinalizacdo desencadeada por GAs promovendo a resposta
desencadeada por citocininas (Chen et al., 2004; Brenner et al., 2005; Silverstone et al.,

2007).
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O 4acido abscisico e as giberelinas possuem papéis antagonistas em diversos eventos
do desenvolvimento em A. thaliana. Enquanto GA estd associada com a promog¢do do
crescimento, germinacao e floracdo, o ABA inibe estes processos pela supressao de vias
dependentes e independentes de proteinas DELLA (Achard et al., 2004; Achard et al.,
2006; Xie et al., 20006).

A interagdo entre giberelinas e o gas etileno ¢ bastante complexa, uma vez que
efeitos positivos e negativos de regulagao sdao demonstrados. Sabe-se que em A. thaliana,
pelo menos parte do efeito inibitorio do etileno no crescimento e sua interacdo com GAs ¢
mediada por estabilizacdo de proteinas DELLA (Achard et al., 2003). Em contrapartida,
GAs promovem respostas mediadas por etileno em crescimento de brotos (formagdo do
gancho apical no escuro e alongamento do hipocétilo na presenca de luz), além de que, em
condicdes de alagamento, a biossintese de ambos os fitormdnios em arroz ¢ estimulada,
promovendo o alongamento dos internddulos (Vriezen et al., 2004; Benschop et al., 2006;
Achard et al., 2007).

A expressao de elementos importantes para a homeostase sinalizada por CKs
também ¢ regulada por outros fitormdnios como auxinas (Hwang et al., 2012), 4cido
abscisico (ABA) e etileno. Em raizes de A. thaliana, o achmulo dos transcritos de AtIPTS e
AtIPT7 (importantes enzimas da biossintese de citocininas) ¢ promovida por auxinas,
enquanto que os niveis de expressao dos transcritos de AtIPT1, AtIPT3, AtIPTS e AtIPT7
sdo negativamente regulados por CKs (Miyawaki et al., 2004). Por outro lado, a expressdo
dos genes CYP735A1 e CYP735A2 em raizes ¢ elevada por CKs, mas ¢ reduzida por
auxinas ou ABA (Takei et al., 2004). A expressio dos genes CKX (CK
oxidase/desidrogenase, importante no catabolismo de citocininas) em Zea mays ¢€
aumentada por CKs e ABA (Brugiere et al., 2003). Estes padrdes de regulacdo sugerem
que estas enzimas regulam antagonicamente os niveis celulares de CKs.

Citocininas possuem um profundo efeito no desenvolvimento de plantulas de A.
thaliana. Benziladenina (BA) inibe o alongamento radicular (influenciado pelo claro ou
escuro) e do hipocdtilo (somente no escuro), intensificando a curvatura do gancho apical.
Estas ultimas s3o respostas caracteristicas de etileno e, consequentemente comprovam o
possivel envolvimento deste fitormonio no crescimento desta plantula. Foi observado que
os efeitos inibitorios de BA no alongamento de raizes e do hipocétilo foram parcialmente

bloqueados pela acdo dos inibidores de etileno ou em mutantes resistentes a este
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fitormodnio (einl-1 e ein2-2). A produgdo deste gas ¢ estimulada por baixas concentragdes
de BA e poderia explicar, pelo menos em parte, a inibicdo do alongamento de raizes e do
hipocétilo. Foi demonstrado também que BA nao afeta a sensibilidade das plantulas ao
gas. Assim, o efeito das citocininas no alongamento de raizes e do hipocotilo em A.
thaliana parece ser em grande parte mediado pela produgdo de etileno. O acoplamento
entre as repostas mediadas por citocininas e etileno ¢ ainda apoiada pela descoberta de que
mutantes de 4. thaliana tolerantes a citocininas (ckr/) também sdo tolerantes e alélicos a
mutantes ein2 (Cary et al., 1995).

A maior dificuldade na compreensdo das interagdes hormonais em plantas reside no
fato de que as rotas de biossintese e sinalizacdo estdo acopladas. Isto ¢ ainda mais
complicado pela capacidade da maioria dos tecidos vegetais serem capazes de sintetizar
hormdnios e a planta por um todo ser capaz de redistribui-los local e sistemicamente. Um
exemplo bem estudado ¢ a conexdo existente entre as rotas de biossintese de auxinas,
etileno e acido abscisico, compreendida em larga escala pela dosagem de herbicidas e
analogos de auxinas (Grossmann, 2000). Em baixas concentragdes, auxinas estimulam a
divisio e o alongamento celular, mas em altas concentracdes reduzem a taxa de
crescimento celular, abertura estomadtica, transpiragdo e assimilagdo de carbono. Estas
mudangas sdo seguidas por uma rapida senescéncia foliar e morte da planta (Grossmann,
2000). Entre os primeiros efeitos da acdo das auxinas estd em estimular a biossintese de
etileno por aumentar a expressao dos genes que codificam as ACS (/-aminociclopropano-
1-acido carboxilico sintase), enzimas limitantes da biossintese de etileno (Abel et al.,
1995; Abel & Theologis, 1996). A expressao de ACSs dependente de auxinas ¢ seguida
por um pico de liberacao de etileno, que por sua vez ¢ acompanhado por um aumento da
sintese de ABA devido a producdo de H>O; (Hansen & Grossmann, 2000; Grossmann et
al., 2001). Inibidores da ACC oxidase, enzima que catalisa a conversao de ACC (1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico) em etileno, inibem a producdo de ABA, o que
culmina na conclusdo de que etileno pode induzir a sintese de ABA (Hansen &
Grossmann, 2000). Os resultados de andlises da rota biossintética do &cido abscisico
sugerem que o etileno eleva os niveis de ABA elevando a atividade de enzimas que clivam
epoxicarotendides em xantoxina, aumentando assim a ocorréncia de eventos de

retroalimentagao positiva (Hansen & Grossmann, 2000).
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Interconeccdes entre as rotas de sinalizagdo mediadas por etileno e ABA vieram a
tona por meio de analises de mutagdes que afetam ambas as respostas hormonais. As
mutacoes que tornam plantas insensiveis a etileno (efr/ e ein2) aumentam a sensibilidade a
ABA durante a geminagao, além de intensificarem a dorméncia, enquanto que mutagdes no
gene ctrl diminuem esta sensibilidade ao acido abscisico e diminuem levemente a
dorméncia (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000). Mutantes nocaute para os
genes ein2 e ctrl foram identificados como supressores e potenciadores respectivamente
da mutagdo abil-1 (insensivel a ABA) (Beaudoin et al., 2000). Este fato ¢ consistente com
a interpretacdo de que a sinalizacdo mediada por etileno é negativamente regulada pela
MAPKKK CTR1 (Kieber et al., 1993). Além disso, estudos sugerem que a sinalizacao
mediada pelo fitormdnio gasoso inibe respostas em sementes, induzidas por fatores de
transcri¢do especificos da sinalizagdo mediada por ABA. Estes fatores de transcri¢ao estao
ativos no estabelecimento da dorméncia e sdo degradados logo ap6s a germinac¢do, a menos
que sejam estabilizados pela sinalizagdo mediada por 4cido abscisico (Arc et al., 2013). Em
A. thaliana, a sensibilidade a ABA durante a germinacdo ¢ aumentada pelo aumento da
expressao da proteina AtABIS e AtMPK3, assim como pela mutacao /yll 1, que aumenta a
quantidade de MAPKs ativas (Lu & Fedoroff, 2000). Contudo, a relagdo entre a
sinalizacdo mediada por etileno e a mediada por ABA pode ser diferente em tecidos
vegetativos distintos das sementes, como ¢ sugerido pelo fato da biossintese de etileno ao
desencadear a biossintese de ABA, além das respostas fisiologicas associadas com a
sinalizacdo mediada por acido abscisico. Mutacdes no gene ein2 ndo alteram a regulagdo
da abertura estomatica mediada por ABA ou a resposta de varios genes induzidos por este
fitormonio (como RD29A e RAB18) em tecidos vegetativos, mas estudos com mutantes
nocaute para o gene efol, importante na biossintese de etileno, mostram que a produgdo
deste gas pode sim inibir o fechamento estomatico induzido por acido abscisico (Beaudoin
et al., 2000; Tanaka et al., 2005). Além disso, o crescimento de raizes de mutantes nocaute
para os genes ein2 e etrl sdo tao insensiveis a ABA quantos os mutantes abi/ (Beaudoin et
al., 2000). O fato do precursor de etileno, ACC, ser capaz de restaurar a sensibilidade de
raizes de mutantes abil a ABA, mas ndo em mutantes ein? ou etrl, sugere que a
sinalizagdo mediada por etileno atua a jusante da mutagdo abil para potencializar a

resposta vegetativa ao acido abscisico.
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Sendo assim, o sinergismo e/ou antagonismo coordenados entre a producdo e a
sinalizagdo mediada pelos diversos fitormonios possuem um papel primordial no

desenvolvimento e na adaptagdo das plantas nas mais diversas condi¢des ambientais.

1.4. ELEMENTOS REGULADORES EM PROMOTORES GENICOS.

O rapido progresso em pesquisas relacionadas com os genomas de plantas, como A.
thaliana, Oryza sativa e até Glycine max, geraram muitas sequéncias de nucleotideos no
decorrer dos anos. A maior parte delas ¢ considerada como ndo codante, podendo atuar em
diversos processos celulares que ndo sejam relacionados diretamente com a producdo de
proteinas, dentre eles, diversos processos regulatdrios. A expressio de um gene ¢
controlada pela interagdo de proteinas (denominadas de fatores de transcricdo) com
elementos cis-atuantes presentes no DNA, representados principalmente por promotores,
enhancers (ou potenciadores) e silenciadores (ou atenuadores).

Dentre as familias de elementos cis-atuantes identificadas em plantas, duas
compdem a maioria dos promotores minimos ou basais (menor sequéncia de DNA
suficiente para o inicio da transcri¢do, mediada pela maquinaria de transcrigdo associada a
RNA polimerase) de genes vegetais, sendo elas PTBP (TATA-box de plantas) e CAAT
(elementos CCAAT-box) (Dai et al., 1996). A familia PTBP est4 envolvida na formag¢do no
complexo de iniciagdo da transcri¢do, e encontra-se proxima ao sitio de inicio da
transcricdo 7SS (tramscription start site). J4 elementos cis-atuantes da familia CAAT
possuem aproximadamente 70 nucleotideos, contendo a sequéncia consenso
GGCCAATCT, localizando-se 75 a 80 pares de bases antes do sitio de inicio da
transcri¢do e, semelhante a familia PTBP, também sdo conhecidos por sinalizar o sitio de
inicio da transcricdo. Em plantas, estudos mostram também a participagdo de elementos
CAAT na regulacdao da transcrigdo de diversos genes. A expressao do gene AtpC de
espinafre, que codifica a subunidade y da ATP sintetase do cloroplasto, ¢ regulada por
fitormonios e luminosidade, através do fator de transcricdo que interage com elementos
CAAT (CAAT binding fator - CBF) (Kusnetsov et al., 1999). Haralampidis e colaboradores
(2002) mostraram que a dele¢do de elementos CAAT em promotores de A. thaliana diminui

de forma significativa a atividade do promotor do gene referente a proteina HSP90-1, que ¢
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conhecida por ser expressa em situagdes de estresses abidticos (como calor) e metais
pesados (Haralampidis et al., 2002). Ja Lopes-Caitar e colaboradores (2013) identificaram
numerosos elementos CAAT na familia de genes GmHsp20 de soja, associados a diversos
tipos de estresses abidticos (Lopes-Caitar et al., 2013).

Estudos genéticos e moleculares em A. thaliana mostram que fatores de transcri¢ao
do tipo bZIP (AthZIP) regulam diversos processos biologicos, tais como defesa contra
patogenos, sinalizacdo mediada pela luz e por estresses, além do desenvolvimento das
sementes e flores (Dai et al., 1996). Elementos cis-atuantes da familia GBOJX, encontrados
em varios promotores de genes de planta, sdo conhecidos por interagir com fatores de
transcrigdo do tipo bZIP, mediando respostas a diferentes estimulos. A maioria dos
elementos desta familia possuem sitios palindromicos (CCACGTGG), sendo o nucleo
(core) ACGT o responsavel por interagir com varios fatores bZIP. Estudos mostram que as
sequéncias que flanqueiam o ntcleo dos elementos desta familia afetam a especificidade
dos fatores de transcricdo que o reconhecem, podendo gerar trés outras possiveis
subfamilias: ABOX, CBOX e TBOX (Schindler et al., 1992; Izawa et al., 1993). Estudos
realizados por Mehrotra e colaboradores (2013), comparando os padrdes € a evolugao do
core ACGT em O. sativa, Sorhum bicolor, Arabidopsis thaliana e Glycine max, sugerem
que a familia de elementos mais conservada entre as espécies ¢ a GBOX, sendo
responsavel pela regulacdo de estresses exodgenos, principalmente estresses hidrico e salino
(Mehrotra et al., 2013). Outra importante familia de elementos cis-atuantes relacionada
com respostas associadas com bZIP seria a denominada de DPBF, que ¢ reconhecida pelos
fatores de transcricdo DPBF1 e DPBF2, que por sua vez reconhecem sequéncias contendo
o core ACACNNG. Estudos mostraram que a interagdo desses fatores com promotores
Dc3 de cenoura, ocorre possivelmente em forma de homodimeros, sendo importante na
expressao do referido gene na embriogénese somatica e zigdtica, podendo ser induzido por
ABA (Kim et al., 1997).

A familia de fatores de transcricdo MYB ¢ ampla, funcionalmente diversa e
representada em todos os organismos eucaridticos. A maioria dos membros desta familia
de fatores de transcricdo atua com um variado numero de repeticdes de dominios
especificos, conferindo-lhes a habilidade de interagir com DNA. Em plantas, a familia de
fatores MYB expandiu seletivamente através da familia R2ZR3-MYB e participa de uma

vasta rede metabdlica, controlando o metabolismo, desenvolvimento e diversas respostas a



42

estresses bioticos e abiodticos (Dubos et al., 2010). Os R2R3-MYB sdo associados
principalmente com a regulagdo da sintese de diferentes fenilpropandides, assim como na
sinalizagao mediada por acido salicilico, ABA e giberelinas. Estes fatores de transcri¢ao
interagem especificamente com certas familias de elementos cis-atuantes chamadas de I, II
e IIG, sendo a familia MIIG representada pela sequéncia consenso GKTWGGTR (onde
K=G ou T; R=A ou G; W=A ou T) (Romero et al., 1998). Além da familia MIIG, fatores
de transcri¢ao da familia MYB interagem com diversas outras familias de elementos cis-
atuantes, dentre as quais destacam-se principalmente MYBL, MYBS, GARP ¢ CDC5. Os
elementos MYBL interagem com fatores de transcri¢cao do tipo MYB, tais como o elemento
repressor AS1/AS2, varios R2R3-MYB, elementos CAACTC reguladores, elementos de
resposta a giberelinas, dentre outros (Gubler & Jacobsen, 1992; Sutoh & Yamauchi, 2003;
Guo et al., 2008; Li et al., 2009). Ja os elementos MYBS interagem com proteinas de tipo
MYB com repeti¢ao tnica do dominio de interagdo com DNA. Diversas proteinas foram
descritas na literatura como mediadoras da resposta a carboidratos e giberelinas, regulando
a expressdo de genes da a-amilase, que possuem em seus promotores o elemento cis-
atuante amilase-box (TATCCA) (Gubler & Jacobsen, 1992; Lanahan et al., 1992;
Toyofuku et al., 1998; Lu et al., 2002). Os fatores de transcricdo GARP sdo proteinas
moduladas pela sinalizagdo His/Asp phosphorelay, principalmente em resposta a
hormdnios como etileno e citocininas. Estas proteinas apresentam um motivo MYB,
chamado de motivo B, com estrutura e fun¢do pouco conhecidas (Hosoda et al., 2002). O
gene AtCDCS de A. thaliana codifica uma proteina importante na regulacdo do ciclo
celular em plantas, com alta similaridade com proteinas relacionadas a MYB, similar a
CDCS de Schizosaccharomyces pombe (Hirayama & Shinozaki, 1996).

Fatores de transcri¢do com dominios basicos de interacdo com DNA do tipo hélice-
volta-hélice (basic helix-loop-helix; bHLH), onde se destacam os membros da familia
MYC, sdo de extrema importancia na regulacdo de diversos eventos em cé€lulas vegetais
(Heim et al., 2003). Dentre estes eventos, Zhu e colaboradores (2003) mostram em arroz a
interagdo entre uma proteina MYC (OsBP5) e uma proteina da familia EREBP (OsEBP&9)
regulando a expressdo do gene WX, destacando desta forma o sinergismo entre as rotas de
sinaliza¢do mediadas por etileno e 4cido jasmonico, além da complexidade das mesmas em
resposta a diferentes tipos de estimulo em plantas (Zhu et al., 2003). Boter e colaboradores

(2004) isolaram dois fatores de transcricdo MYC de tomate (JAMYC2 e JAMYC10) que
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interagem com elementos de resposta ao acido jasmoOnico em promotores de genes
responsivos a injurias mecanicas, reconhecendo elementos 7/G-box (Boter et al., 2004).
Estudos com tabaco sugerem que a sequéncia consenso de interagdo do fator NtMYC2
seria CA(C/T)(G/T)T(G/T), sendo CACGTG a preferencial (Shoji & Hashimoto, 2011),
pertencente a familia de elementos cis-atuantes MYCL. Por fim, Wang e colaboradores
(2014) identificaram sete genes semelhantes a GmMYC2 de soja, entre os quais GmMYC1
que estimula mecanismos de defesa em resposta a infecgdes causadas por Spodoptera
litura (Wang et al., 2014).

A familia de fatores de transcrigdo NAC, especifica de plantas, possui como
principais membros os fatores NAM, ATAF1-2 e CUC2 que participam de diversos
processos celulares como desenvolvimento embrionario floral e vegetativo, além de
resposta a diversos tipos de estresses. Estudos mostram que os fatores de transcrigdo
NACI, AtNAM e ANACO019 de A. thaliana interagem com o promotor CaMV35S, assim
como alguns ANAC reconhecem elementos especificos presentes no promotor do gene
ERDI1 (early responsive to dehydration stress 1). O principal elemento cis-atuante
reconhecido por estes fatores de transcricdo pertence a familia NACF e possui a sequéncia
CAGG como nucleo principal (Olsen et al., 2005). Em soja, estudos mostraram que
membros da familia NAC (GmNACO019, GmNACO043, GmNAC062, GmNACO0S8S5,
GmNAC095 e GmNACI101) sdo induzidos por déficit hidrico, assim como por injurias,
alta salinidade, baixas temperaturas, mas ndo por acido abscisico (GmNACS) (Jin et al.,
2013; Thu et al., 2014). Além desta familia de elementos cis-atuantes, existem diversas
outras que respondem aos fatores de transcri¢ao da familia NAC, dentre as quais destacam-
se as familias ATAF, CNAC e SWNS. O fator de transcrigdo ATAF2 ¢ conhecido como um
depressor de genes relacionados a patogénese, assim como esta associado com respostas
sinalizadas por hormonios, infec¢do por patdgenos e injuirias. Estudos mostraram que
ATAF2 interage diretamente com elementos no promotor do gene NIT2, importante na
biossintese de auxinas e na inducao de respostas mediadas por este fitormdnio (Huh et al.,
2012). Ja os fatores de transcri¢do do tipo CBNAC (proteina NAC de interagdo com
calmodulina) sdo conhecidos por regular a expressao de diversos genes em protoplastos de
A. thaliana, em resposta a variagdes na concentracio de Ca?", interagindo com elementos
cis-atuantes da familia CNAC, como por exemplo CBNACBS (Kim et al., 2007). Por fim,

fatores de transcri¢do que interagem com elementos familia SWNS (secondary wall NAC
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binding elements) sdo reguladores da biossintese da parede celular secundaria em plantas.
Fatores desta classe em A. thaliana (SND1, VND6, VND7, NST1 e NST2) interagem com
a sequéncia palindromica imperfeita SNBE presente em promotores de genes alvo (Zhong
et al., 2010).

Fitormonios s3o moléculas muito importantes no processo de regulacdo da
transcri¢do. Com base neste fato, podem-se destacar algumas familias de elementos cis-
atuantes, identificadas em promotores de diversas plantas, que respondam direta ou
indiretamente a vias de sinalizacdo mediadas por estas moléculas. Dentre elas, destacam-se
as familias de elementos responsivos a acido abscisico, auxinas, brassinoesteroides, etileno
e acido jasmonico. Com relagdo as respostas mediadas por ABA, estudos demonstram que
elementos cis-atuantes pertencentes a familia ABRE (abscisic acid responsive elements)
foram identificados em regides promotoras de genes induzidos por este fitormdnio, sendo
representados pela sequéncia consenso PYACGTGG/TC. A presenca destes elementos foi
correlacionada também com a regulagdo de diversos processos vegetais, como o0
fechamento dos estdmatos, dorméncia de sementes e botdes florais e respostas fisioldgicas
a adversidade ambientais, tais como frio, seca e alta salinidade. Varios trabalhos revelam
que a expressdo de genes dependentes de ABA requer mais de uma seqiiéncia, ou uma
combinagdo de elementos da familia ABRE para compor um promotor funcional. Em A.
thaliana, essa expressdao ¢ controlada por fatores de transcricdo da familia AREB/ABF,
fatores de tipo bZIP que interagem com estes elementos (Maruyama et al., 2012; Fujita et
al., 2013; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2013). Embora a importancia funcional dos
elementos ABRE seja de extrema relevancia para a transcricdo dependente de ABA,
promotores contendo estes elementos t€ém sido caracterizados em processos regulatorios
mediados por outros tipos de sinais, tais como progressdo do ciclo celular, intensidade e
qualidade luminosa e altos niveis de 4cido jasmoénico. Para isso, diferentes tipos de
elementos flanqueiam elementos da familia ABRE, compondo complexos funcionais
regulatérios. Dentre os elementos que atuam em associacdo com membros da familia
ABRE destacam-se principalmente os elementos CEI, CE3 e CE3-like (cevada),
componentes da familia CE/F, comumente chamada de G/ABRE e C/ABRE (Hobo et al.,
1999). O primeiro fator de transcricdo descrito por interagir diretamente com um elemento
CE] foi o fator ZmABI4 de milho, que interage com a seqiiéncia CACCG. Este fator de

transcricdo regula a expressdo de genes responsivos a ABA e a carboidratos,
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principalmente durante o desenvolvimento das sementes (Niu et al., 2002). E importante
destacar que estudos mostraram que fatores da familia ERF de resposta a etileno, como o
TSRF1 de tomate, interagem fisicamente com elementos de tipo CE/ ao mesmo tempo que
promovem a expressao de genes em resposta ao ABA (Zhang et al., 2008). Da mesma
forma, o fator de transcri¢do JERF3, também da familia ERF, modula os elementos cis-
atuantes DRE (elemento responsivo a seca) e CE/, aumentando a tolerancia a estresse
osmotico, seca e frio, quando expresso em plantas transgénicas de tabaco (Wu et al., 2008).

Ja elementos da familia AREF (elementos de resposta a auxina) sao importantes
componentes da via de regulacdo da transcricdo mediada por auxinas. Esta familia de
elementos cis-atuantes ¢ composta principalmente por dois elementos: ARE (ou AuxRE -
elemento responsivo a auxina) ¢ SEBF (elemento de silenciamento - repressores
transcricionais). Os promotores dos genes de soja GmGH3 e GmSAURISA foram
caracterizados em varios estudos, mostrando uma rapida ativacdo em resposta a auxinas,
sendo que os promotores destes genes apresentaram elementos cis-atuantes do tipo AuxRE,
elementos estes que pode atuar em coOpia Unica ou repeticdes, com sequéncias
flanqueadoras dispostas de diversas formas (sobrepostas, invertidas ou adjacentes)
(Guilfoyle et al., 1998). Antagonicamente a AuxRE, a literatura relata que elementos cis-
atuantes do tipo SEBF regulam negativamente a expressdo de genes, apesar de apresentar
similaridade com o elemento AuxRE. O gene PR-10a de batata, relacionado com
patogénese ¢ ativado em resposta a infeccdo por patdgenos ou tratamento elicitor. A
presenca de elementos SEBF na regido promotora do gene PR1-10a foi caracterizada como
sendo responsavel pelo silenciamento do referido gene e consequente reducdo das
respostas a patogenos das quais o produto deste gene participa (Boyle & Brisson, 2001).

Os brassinoesterdides sdo hormodnios que desempenham papéis essenciais no
crescimento e desenvolvimento nas plantas. A homeostase desses fitormdnios dentro das
células deve ser monitorada de forma estreita, pois além de possuirem atividade no mesmo
tecido ou célula em que sdo sintetizados, eles nao sdo transportados a longas distancias.
Desse modo, a biossintese dos brassinoesteroides ¢ autorregulada pela sinalizagdo mediada
por eles mesmos, por condigdes ambientais e possivelmente por outros fitormonios. Desta
forma, o fator de transcricdo BZR1, induzido por altos niveis deste fitormdnio, interage

com o elemento cis-atuante da familia BRRE, presente no promotor do gene CPD,
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importante na biossintese de brassinoesterdides, atuando como repressor e retroalimentador
negativo da rota (He et al., 2005).

Os fatores de transcricao EIN3 (ethylene insensitive 3) e EIL (semelhante a EIN3)
atuam na via de sinalizagdo mediada por etileno em diversas espécies vegetais, mas possui
sua funcdo amplamente descrita em A. thaliana. Estudos realizados sobre o homologo de
EIN3 em tabaco (TEIL) mostraram que o elemento cis-atuante reconhecido por este fator
nesta espécie vegetal ¢ A(A/C)G(A/T)A(A/C)CT. Ensaios com genes reporteres regulados
por esse elemento (pertencente a familia E/NL) indicaram que TEIL atua como ativador
transcricional em resposta ao etileno (Kosugi & Ohashi, 2000). Diferentes trabalhos
mostraram o efeito sinergético e a0 mesmo tempo antagdénico entre o etileno e o acido
jasmonico (jasmonato) na defesa de plantas contra fungos necrotroficos. Foi mostrado que
EIN3/EIL1 interagem com fatores de transcri¢do JAZ, importantes em inibir MYC2, o
principal fator de transcri¢do da sinalizagdo mediada por 4cido jasmdnico. Em presenca de
etileno e jasmonato, a atividade das EIN3/EIL1 seria maior do que quando comparada com
os dois hormonios separados, permitindo uma maior expressao de defensinas de plantas.
Da mesma forma, os dois hormodnios possuem interacdo antagénica, uma vez que MYC2
também interage com EIN3 regulando-o negativamente. Estudos mostram mais uma vez o
quanto a sinalizagdo em plantas pode ser complexa e diversa dependendo de varios fatores
tanto ambientais como do desenvolvimento (Zhu, 2014). Efeitos fisioldgicos antagdnicos
foram também apresentados entre os fitormonios ABA e etileno A. thaliana, uma vez que
Tanaka e colaboradores (2005) mostraram que a sinalizacdo mediada por etileno inibe o
fechamento de estdmatos, que por sua vez ¢ induzido por ABA (Tanaka et al., 2005).

Estudos com o promotor do gene JAZ2 (jasmonate SIM domain 2 protein), que esta
evolvido na resposta ao 4cido jasmonico, permitiram identificar trés copias de um
elemento cis-atuante semelhante a G-box (pertencente a familia JARE), que confere
atividade autonoma e dependente deste fitormdnio. Além disso, os elementos responsivos a
MYC2, MYC3, e MYC4 trans-ativam a transcricdo do gene JAZ2. Uma seqiiéncia rica em
timidinas que flanqueia a posi¢dao 3’ do elemento semelhante a G-box € necessaria para a
total ativagdo do promotor, e por isso, este elemento da familia JARE seria composto por
esta combinacdo de sequéncias, sendo esta ativacdo provavelmente regulada por

intermédio dos fatores MYC2, MYC3 e MYC4 (Figueroa & Browse, 2012).



47

Uma importante classe de fatores de transcri¢@o a ser considerada em mecanismos
de regulacdo transcricional em plantas ¢ a representada por membros da superfamilia
AP2/ERF. Estes fatores reconhecem inumeras familias de elementos cis-atuantes em
promotores vegetais, destacando-se as familias GCCF (elementos GCC-box), ERFEF
(elementos responsivos a etileno), DREB (proteinas com elementos de interacdo
responsivos a desidratacdo), FLOZ2 (elementos de interacdo com proteina homedtica floral
APETALA 2), RAV3 (porgao 3' do sitio de interagdo com RAV1) e RAV5 (porgao 5' do sitio
de interacdo com RAV1). A familia GCCF ¢ composta pelos elementos ERE (elemento
responsivo a etileno) e JERE (elemento responsivo a jasmonato e eliciador). A
identificacdo da sequéncia do elemento ERE (TAAGAGCCGCC), denominada também de
GCC-box, foi determinada em estudos com o gene PRB-1b, cuja fungdo esta relacionada
com a resposta a ataques por patogenos induzida por etileno, assim como em genes
induzidos por 0zonio (Sessa et al., 1995; Grimmig et al., 2003). Por outro lado, a indugdo
do gene de biossintese do metabodlito secundario que atua como eliciador em células de
Catharanthus roseus requer acido jasmonico como segundo mensageiro. Uma pequena
porcdo da regido promotora deste gene ¢ necessaria e suficiente para a expressdo do
mesmo, e apds andlises de interagdo deste elemento com o fator de transcricdo ORCA2,
que possui dominio AP2 em sua estrutura, observou-se a presenga de um elemento
semelhante 8 GCC-box, denominado posteriormente de JERE (Menke et al., 1999).

J4 as familias de fatores de transcri¢do do tipo ANT e EREBP (proteinas que
interagem com elemento responsivo a etileno) estdo envolvidas em diferentes processos
celulares vegetais, tais como o desenvolvimento, transducdo de sinal mediada por
fitormonios, além de respostas a estresses bidticos e abioticos. Estas proteinas contém um
(EREBP) ou dois (ANT) dominios AP2, que interagem com o DNA principalmente através
dos elementos cis-atuante ERE ou de outros elementos semelhantes a GCC-box
(pertencentes a familia EREF), encontrados em genes induzidos pelo etileno em resposta a
patogenos. Estas proteinas também interagem com elementos denominados de c-
repeat/DRE, conhecidos por estarem presentes em promotores de genes importantes em
resposta a baixas temperaturas e déficit hidrico. A expressdo dos fatores de transcri¢do
GmERF3 e GmERF7 em soja foi induzida em resposta a alta salinidade, seca, ABA, acido
salicilico, acido jasmonico e etileno. Foi observada a interacdo destes fatores com

elementos do tipo GCC-box ¢ DRE/CRT, e quando expresso ectopicamente em tabaco,
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GmERF3 induz a expressao de genes de resisténcia a patdégenos, além de e conferir maior
tolerancia a déficit hidrico e alta salinidade, enquanto GmERF7 confere maior tolerancia
somente a alta salinidade (Zhang et al., 2009; Zhai et al., 2013). Os fatores homeoticos
com duas repeticoes do dominio AP2 denominados de AINTEGUMENTA (ANT)
interagem com inimeros elementos especificos (com sequéncias distintas das reconhecidas
pelos demais dominios AP2), como também com elementos c-repeat/DRE (Nole-Wilson &
Krizek, 2000).

O elemento cis-atuante designado como DRE/CTR (A/GCCGAC), principal
componente da familia DREB de elementos cis-atuantes, foi inicialmente relacionado a
expressdo de genes independente de ABA. Em A. thaliana, DREB1/CBF e DREB2, (além
de DDF, HDR, RAP dentre outros) sdo fatores de transcricdo de tipo AP2/ERF, que
interagem especificamente com estes elementos, regulando principalmente a expressdo de
genes em resposta a seca e baixas temperaturas (Liu et al., 1998). A alta expressdo de
genes DREB/CBF tem sido correlacionada com o aumento da tolerancia ao estresse hidrico
em diferentes plantas de interesse agricola, incluindo arroz e soja (Datta et al., 2012; Paiva
Rolla et al., 2014). Da mesma forma, ortdlogos de DREB/CBF tém sido estudados nas
mais diversas espécies agricolas. Estudos realizado por Maruyama e colaboradores (2013)
relatam como a proteina DEARI1 de tipo DREB de A. thaliana interage com a regiao
promotora do gene AtERF9, estimulando a defesa da planta a um fungo chamado Botrytis
cinerea (Maruyama et al., 2013). A acdo de fatores de transcricdo conhecidos comumente
por responder a estresses abioticos ativando defesas para estresses bidticos mostra o quanto
a sinalizagdo molecular em plantas ¢ complexa e pode resultar de interconecgdes entre os
dois tipos de estresse.

A especificacdo do destino celular no desenvolvimento vegetal requer fatores de
transcricdo com a propriedade de regular a expressdo de genes. Em A. thaliana, quatro
classes de fatores de transcricdo (A, B, C e E) agem em diferentes combinacdes com a
finalidade de coordenar a identidade floral. Os genes de classe A (APETALA 2; AP2), que
semelhantes aos fatores AINTEGUMENTA possuem dois dominios AP2 de interagdo com
o DNA, promovem a identidade entre sépalas e pétalas, a0 mesmo tempo que inibem a
expressao do gene AGAMOUS, através do reconhecimento de elementos cis-atuantes da
familia FLO2 (TTTGTT ou AACAAA) em regides promotoras especificas (Dinh et al.,
2012).



49

Fatores de transcri¢ao da familia RAV (relacionado a ABI3/VPII) sdo conhecidos
por possuirem dois dominios de interagdo com DNA, AP2 em sua extremidade N-terminal
e B3 em seu C-terminal, atuando como repressores transcricionais (regulador negativo do
desenvolvimento) em processos como florescimento, senescéncia e respostas a diferentes
tipos de estresses (Matias-Hernandez et al., 2014). Estes dominios interagem com
elementos cis-atuantes especificos pertencentes as familias R4V3 (interagdo com dominio
B3) e RAV5 (reconhecido pelo dominio AP2), sendo representados respectivamente pelas
sequéncias consenso CACCTG e CAACA. Devido a grande flexibilidade estrutural dos
membros desta familia de fatores de transcricdo, cada um dos dois dominios pode
reconhecer regides regulatorias independentemente, apresentadas com diferentes
espacamentos e orientacdes (Kagaya et al., 1999).

Dentre as familias de elementos cis-atuantes estudadas em plantas, também
destacam-se algumas que respondem a estimulos e/ou estresses abidticos ambientais
especificos. A regulagdo transcricional dos genes de resposta & choque térmico (heat
shock) tem sido relacionada a presenga de diversos elementos cis-atuantes. Dentre eles,
destacam-se os elementos HSE (heat shock element), que ¢ composto por repeti¢des de um
pentanucleotideo (nGAAn), STRE (stress responsive element), ¢ ARE (AP1 responsive
element). O gene AtHsp90-1 de A. thaliana, por exemplo, apresenta em sua regido
promotora diferentes sequéncias consenso de tipo HSE e STRE, assim como AP-I,
responsaveis pela regulacdo em resposta a diferentes tipos de estresses, incluindo altas
temperaturas (Aranda et al., 1999). Em girassol, a regido promotora do gene que codifica
uma pequena proteina relacionada a choque térmico (sHSP) também contém diferentes
elementos HSE e c-repeat, sugerindo uma possivel resposta a estresses abioticos
(Haralampidis et al., 2002; Diaz-Martin et al., 2005).

J4 elementos responsivos a luz foram caraterizados em estudos com A. thaliana
onde a resposta a luz monocromatica com diferentes qualidades ¢ mediada por um
elemento proximo ao TATA-box (-300 pb). Da mesma forma, o mesmo estudo demonstrou
que regides distantes do TATA-box sdo responsaveis pela ativacdo ndo modulada pela
qualidade da luz (familia LREM). Estas regides possuem o elemento cis-atuante ATCTA
repetido in tandem, que € decisivo para a descricdo deste mecanismo de regulagdo. Além
disso, este elemento foi relacionado com a expressao de genes relacionados a fotossintese,

reforcando sua importancia na regulacdo em resposta a luz (Welsch et al., 2003).
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Por fim, a regulacdo mediada pelo fator de transcri¢do Alfinl em alfafa (Medicago
sativa L.) estd associada com a toleradncia a alta salinidade, devido a interacdo com
elementos cis-atuantes compostos por triplets ricos em G, pertencentes a familia SALT de
elementos cis-atuantes. Em soja, foram identificados homologos ao fator Alfinl (GmPHD)
que respondem a déficit hidrico, alta salinidade, baixas temperaturas e ABA devido a

intera¢ao com o elemento GTGGAG (Winicov & Bastola, 1999; Wei et al., 2009).

1.5. RESPOSTAS A DEFICIT HiDRICO EM PLLANTAS.

Em situagdes naturais e agricultdveis, as plantas sdo frequentemente expostas ao
estresse ambiental. Alguns fatores dessa natureza, como a temperatura do ar, podem se
tornar estressantes em poucos minutos, enquanto outros, como o conteudo de agua do solo,
necessitam de dias ou até semanas para se manifestar (Boyer, 1982). Em face da escassez
de recursos hidricos, a seca ¢ a ameaca mais critica para a seguranca alimentar mundial,
sendo a catalisadora de grandes surtos de fome em um passado nao tao distante. Devido ao
fato do suprimento mundial de dgua ser limitado, a demanda futura de alimentos necessaria
para a manuten¢do da crescente populagdo mundial € o fator mais prejudicado pelos efeitos
da seca (Somerville & Briscoe, 2001). A severidade do déficit hidrico ¢ imprevisivel e
depende de muitos fatores, tais como ocorréncia e distribuicdo de chuvas, taxas de
evaporagdo e umidade, associadas com capacidade de armazenamento de agua pelo solo
(Wery et al., 1993).

A capacidade das plantas para atender a demanda de dgua e, assim, evitar o déficit
hidrico depende de sua maquinaria hidraulica, que envolve a capacidade de reduzir o
albedo (razdo entre a radiacdo refletida e a incidida), transportar 4gua suficiente do solo
para a atmosfera através do estomato (que assimila CO»), com a finalidade de fornecé-la
para processos fisioldgicos como transpiragao, resfriamento e assimilagao de carbono. A
agua ¢ transportada através do sistema SPAC (continuo solo-planta-atmosfera ou soil-
plant-atmosphere continuum), que ¢ amplamente controlado por resisténcias, determinadas
pelas raizes, caule, folhas, estobmatos e cuticula hidraulica, que por sua vez podem variar de
acordo com as respostas da planta e condigdes ambientais. A for¢a inicial que direciona a

agua contra as resisténcias vegetais ¢ o gradiente do potencial hidrico existente entre o solo
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e as folhas, que reduz este potencial nas folhas, propiciando o ajuste do potencial osmotico
foliar e subsequentemente sua hidratagdo (Blum, 2011).

As plantas respondem a seca de diversas formas, tanto pelo retardo da desidratacao
(capacidade de manutencao da hidratagdo do tecido), pela tolerancia a seca (capacidade de
sobreviver mesmo desidratadas), ou ainda pelo escape da seca, onde o ciclo de vida da
planta ¢ completado durante a estacdo tmida. Dentre as caracteristicas fisiologicas e
estratégias de retardo da desidratacdo, observadas em plantas em condi¢des de seca
moderada e severa, destacam-se a reducdo da area foliar, com a finalidade de reduzir a
perda de agua, podendo até culminar na abscisdo, dependendo da intensidade do déficit
hidrico; a estimulagdo do aprofundamento das raizes no solo, uma vez que em regides mais
profundas permanecem umidas por mais tempo; o fechamento estomatico induzido por
acido abscisico, com o objetivo de reduzir a transpiracdo; a limitagdo da fotossintese,
ocasionada pela redu¢do da condutancia estomatica (gs;) e posterior desidratacdo do
mesofilo; a reducdo do potencial osmotico; o aumento no depodsito de cera na superficie
foliar e na camada interna da cuticula; e o aumento da temperatura da folha pelo acumulo

de energia ndo dissipada (Levitt, 1980).

1.5.1. Fitormonios e Tolerancia a Estresse Hidrico.

Fitormdnios sdo essenciais na habilidade das plantas em se adaptarem a uma
variedade de estresses abioticos por mediarem uma grande variedade de respostas
adaptativas (Santner & Estelle, 2009). Eles alteram rapidamente a expressdao génica por
inducdo ou prevencdo da degradagdo de reguladores transcricionais (Santner & Estelle,
2010).

Estudos em arroz (O. sativa) mostram o papel das auxinas na tolerancia a seca, uma
vez que a expressao da enzima [4AA-amido sintase (TLD1/OsGH3.13), importante na
conjugacdo de IAA com amido, induz o aumento da expressio do gene LEA (late
embryogenesis abundant), que por sua vez estd correlacionado com o aumento da
tolerancia a seca em mudas de arroz (Zhang et al., 2009). A expressao de muitos outros
genes associados com a biossintese, percepcdo e acdo de auxinas pode ser regulada por

etileno (Stepanova & Alonso, 2009). Dentre eles, destacam-se os fatores responsivos a



52

auxinas ARF2 e ARF19 (Li et al., 2004; Li et al., 2006), transportadores do fitormonio
PINI, PIN2, PIN3, PIN4, PIN7 e AUXI1 (Ruzicka et al., 2007; Lewis et al., 2011), além de
enzimas relacionadas biossintese de IAA (WEI2, WEI7 e WEIS) (Stepanova et al., 2008).
Reciprocamente, as auxinas influenciam também a produgdo de etileno em resposta a
estresse hidrico, uma vez que as enzimas ACS sofrem influencias de IAA (Tsuchisaka et
al., 2009). Além disso, estudos mais recentes demonstram o papel protetor da auxina
endogena e exdgena na tolerdncia a seca em A. thaliana, podendo participar na regulacao
positiva deste tipo de adversidade ambiental, através da modulacdo da arquitetura
radicular, da regulagdo de genes responsivos a ABA, do metabolismo de espécies reativas
de oxigénio e homeostase metabolica, mesmo que parcialmente (Shi et al., 2014).

O acido abscisico ¢ um dos fitormonios mais estudados em respostas a diversos
tipos de estresses abidticos. Este fitormonio regula a expressdo de genes especificos em
uma diversidade de adaptagdes fisiologicas relacionadas com déficit hidrico, dentre as
quais se destacam o ajuste osmotico, a compartimentalizagdo idnica, a condutividade
hidraulica em raizes, a indug¢do do fechamento de estdmatos, a limitagao da transpiracao e
do processo de murcha, além da regulacdo do crescimento de brotos e raizes (Verslues &
Zhu, 2005; Pospisilova et al., 2009). Embora muitos genes sejam induzidos por adi¢ao
exdgena de ABA em resposta a seca e a baixas temperaturas, existem muitos outros que
nao respondem a tal tratamento (Zhu, 2002; Shinozaki et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki
& Shinozaki, 2005). Com base nestes dados, ¢ proposto que existam duas possiveis rotas
de sinalizacdo, uma dependente e outra independente de acido abscisico. Estudos apontam
pelo menos dois sistemas na sinalizacdo dependente de ABA: (i) AREB/ABF (4BA4
responsive element binding protein/ABA binding factor); e (i) MYC/MYB (Abe et al.,
1997; Busk & Pages, 1998). Por outro lado, os sistemas independentes de acido abscisico
sdo: (1) CBF/DREB (cold binding factor/ drought response element binding protein); e (ii)
NAC e ZF-HD (zinc finger homeobox family protein) (Saibo et al., 2009). Além disso,
estudos prévios identificaram a existéncia de rotas que sdo ao mesmo tempo dependentes e
independentes de ABA, trazendo evidéncias de interconecgdes entre as duas vias de
sinalizacdo (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994; Kizis & Pages, 2002; Lata et al.,
2011).

As rotas de sinalizagdo independentes de &cido abscisico sao reguladas

principalmente por dois membros da superfamilia AP2/ERF de fatores de transcrigdo,
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denominados de DREB1 ¢ DREB2 (Gilmour et al., 1998; Liu et al., 1998). A expressao
dos seis representantes da subfamilia DREB1 de A. thaliana ¢é fortemente e
transientemente induzida em condi¢des de baixas temperaturas, enquanto que os oito
representantes da subfamilia DREB2 (principalmente DREB2A ¢ DREB2B) sao induzidos
por déficit hidrico, alta salinidade e altas temperaturas (Shinwari et al., 1998; Nakashima &
Yamaguchi-Shinozaki, 2010).

Tendo em vista as vias de resposta a déficit hidrico, DREB2A ¢ DREB2B foram os
primeiros fatores de transcri¢ao isolados em A. thaliana relacionados diretamente com este
tipo de resposta, sendo que genes ortélogos a estes fatores foram identificados
posteriormente em diversas cultivares de interesse econdOmico, como arroz, trigo, cevada e
milho (Liu et al., 1998; Sakuma et al., 2002; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2010).
Estudos demonstraram que a regulagdo da expressdo e da atividade dos membros desta
subfamilia de fatores de transcricdo ocorre em dois niveis: poOs transcricional, por
processamento (ou splicing) alternativo de mRNA; e pds traducional, pela necessidade de
fosforilacdo de alguns membros para interacdo com o elemento DRE presente em
promotores de genes alvo (Agarwal et al., 2007). E interessante ressaltar que, em arroz, o
transcrito do gene OsDREB2A ¢ induzido com 24 horas de déficit hidrico e 250,0 mM de
estresse salino, mas também responde & ABA e a baixas temperatura, diferentemente do
padrdo estabelecido em outras plantas (Dubouzet et al., 2003). Adicionalmente, estudos
com todos os cinco OsDREB2s de arroz mostram que eles se apresentam em niveis mais
elevados em situagdes normais (ndo estressadas) e sofrem um ligeiro aumento em
condi¢gdes de alta temperatura, seca e alta salinidade, mas ndo em baixas temperaturas
(Matsukura et al., 2010). Desta forma, a identificacdo destes e de muitos outros ortdlogos
de DREB1 e DREB2 propiciaram uma melhor compreensdo dos mecanismos de
sinalizacdo decorrentes de estimulos ambientais, além de abrirem caminhos para obtencao
de plantas geneticamente modificadas com maior tolerancia aos mais diferentes tipos de

estresse.



54

1.6. A SOJA.

1.6.1. Principais Caracteristicas.

Na atualidade, a soja ¢ um dos principais agronegocios mundiais, sendo
responsavel pela movimentagdo de bilhdes de dolares em todo o mundo. Esta importante
commodity pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydae, ordem Rosales,
subordem Leguminosinae, familia Leguminosae, subfamilia Papilionaceae, tribo
Phaseoleae, género Glycine L., subgénero Glycine (Moench) e a espécie Glycine max (L.)
Merrill (Singh et al., 1987). Glycine é o unico género da tribo Phaseoleae que possui
espécies diploides com numero de cromossomas de 40 a 80 e ndo de 20, conforme € o caso
do feijdo (Phaseolus vulgaris), sendo entdo classificada como uma planta tetrapldide
diploidizada (2n = 40). Esta caracteristica particular ¢ provavelmente derivada de
ancestrais dipléides com nimero base de 11 cromossomos, que sofreram processo de
aneuploidia e passaram a ter um numero base de 10 cromossomos. Desta forma, A soja
cultivada tem sido considerada um tetraploide estdvel com genomas diploidizados (Gurley
et al.,, 1979; Skorupska et al., 1989). Com base nestas informagdes, Schmutz e
colaboradores (2010) sequenciaram 1,1 gigabases (Gb) correspondentes aos 20
cromossomos da soja cultivada na atualidade (Glycine max [L.] Merril, cultivar
William82), que foram posteriormente integrados com mapas genéticos de alta densidade,
podendo assim gerar modelos de estrutura fisica correspondentes a cada cromossomo da
planta. Foram preditos 46.430 genes codificadores de proteinas, 70,0 % a mais que 4.
thaliana e similar ao genoma do alamo (Populus nigra), que semelhante a soja, ¢ um
ancestral poliploide (paleopoliploide). O sequenciamento do genoma desta cultura
possibilitou estabelecer a data aproximada da duplicacdo de seu material genético (59,0 -
13,0 milhdes de anos atrds), evento este que resultou na multiplicidade de copias de
aproximadamente 75,0 % de seus genes (Schmutz et al., 2010).

Quanto a composicdo do grao, cerca de 35,0 a 40,0 % do peso seco da soja ¢
composto por proteinas, sendo que 90,0 % delas correspondem a duas globulinas de
estoque (glicina-11S e p-conglicina-78) (Liu, 1997). Além disso, apresentam

aproximadamente 19,0 % de 6leo em sua estrutura, onde os triglicerideos sdo o maior
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componente, possuindo também em sua composi¢do uma grande amostragem de acidos
graxos poliinsaturados (PUFA), (55,0 % de 4cido linoleico e 8,0 % de 4cido a-linoleico do
total de acidos graxos) (Liu, 1997), assim como 350,0 mg (aproximadamente) de esterdis
vegetais (54,5 % de B-sitosterol, 21,5 % de campesterol e 19,0 % de estigmasterol) e cerca
de 1,0 - 3,0 % de fosfolipidios (35,0 % de fosfatidilcolina, 25,0 % de fosfatidiletanoamina,
15,0 % de fofatidilinositol e 5,0 - 10,0 % de 4cido fosfatidico) (Liu, 1997). Grande parte da
composicdo da soja também ¢ representada por carboidratos (cerca de 35,0 %), sendo a
maioria polissacarideos distintos do amido (4,0 % de estaquiose e 1,1 % de rafinose).
Quando comparado com cereais, este grdo também ¢ uma grande fonte de vitaminas,
principalmente do complexo B (com exce¢do da vitamina B-12) e vitamina E (a-tocoferol,
B-tocoferol, y-tocoferol e o-tocoferol) (Liu, 1997), podendo também ser rica em minerais
(aproximadamente 5,0 % do peso seco), como potassio, fosforo, calcio e ferro (estocado
em ferritinas) (Liu, 1997). A soja também ¢ uma das fontes mais abundantes de
isoflavondides (acima de 3,0 mg/g de peso seco), representados neste grao pela daidzeina,
genisteina e gliciteina, além de saponinas (aproximadamente 2,0 % do peso seco),
glicosideos triterpénicos com grande importancia no tratamento de hiperlipidemia, cancer e
doengas infecciosas (Liu, 1997; Friedman & Brandon, 2001).

O germoplasma de soja possui grande diversidade quanto ao ciclo (nimero de dias
da emergéncia a maturagdo), variando de 70 dias, para as mais precoces, até¢ 200 dias para
as mais tardias. De modo geral, as variedades brasileiras tém ciclo entre 100 e 160 dias e,
para determinadas regides, podem ser classificadas em grupos de maturagdo precoce,
semiprecoce, médio, semitardio e tardio. O ciclo total da planta pode ser dividido em duas
fases: vegetativa e reprodutiva. A fase vegetativa € o periodo da emergéncia da plantula
até a abertura das primeiras flores, e a fase reprodutiva compreende o periodo do inicio da

floracdo até a maturagdo (Boerma & Specht, 2004).

1.6.2. Estabelecimento e Conjuntura Atual da Soja.

Acredita-se que a soja cultivada (Glycine max [L.] Merril) originou-se da soja
selvagem (Glycine soja Sieb. e Zuccna) na regido leste da China, onde sofreu

domesticagdo por volta do século XI a.C. A partir dai, foi introduzida em outras regides e
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paises do Oriente, como Manchuria, Coréia, Japao, Unido Soviética e paises do sudeste da
Asia, que sdo considerados centros secundarios e/ou terciarios de diversidade (Chung &
Singh, 2008). No Ocidente, sua introducao se deu a partir do século XVIII, quando foram
plantadas na Europa, sementes recebidas pelo Jardim Botanico de Paris. No continente
americano, o primeiro relato envolvendo a soja data de 1765, com registro de plantio na
Georgia, EUA (Hymowitz & Newell, 1981).

No Brasil, o primeiro registro da introdugdo da soja data de 1882, na Bahia, por
Gustavo Dutra (Sediyama, 1985), que realizou em 1891 experimentos com a soja amarela
na Estacdo Agronomica de Campinas (SP), para teste como planta forrageira. Em 1900,
esta estacdo paulista distribuiu sementes de soja para produtores do Estado e, em 1914,
tém-se o registro o primeiro cultivo de soja no Rio Grande do Sul (RS), no municipio de
Santa Rosa, onde apresentou condicdes ideais de cultivo (Miyasaka & Medina, 1981).

Desta forma, as primeiras estatisticas revelando a utilizacao de soja para producao
de graos no Brasil datam de 1941, no estado do Rio Grande do Sul, que produziu, em 640
hectares (ha) de area cultivada, 450 toneladas do grao, com um rendimento médio de 700
kg/ha (Schnepf et al., 2001). No estado do Parand, a soja foi introduzida por agricultores
gauchos que emigraram para o sudoeste e entdo para o oeste do Estado. A producdo no
Parana cresceu rapidamente até atingir 60.000 toneladas na década de 60 (Schnepf et al.,
2001). Diversos fatores contribuiram para o estabelecimento da soja como uma cultura de
destaque na regido Sul brasileira, dentre eles destacam-se: semelhanga de ecossistema com
a regido de maior plantio nos EUA; correcdo do solo através do processo de calagem;
incentivos fiscais e na area de pesquisa, associados com a alta do agronego6cio no mercado
internacional; substituicdo da gordura animal por 6leos vegetais; estabelecimento de um
importante parque industrial de processamento de soja, juntamente com a facilidade de
mecanizagdo total da cultura; surgimento de um sistema cooperativista dindmico e
eficiente; e melhorias nos sistemas viario, portudrio ¢ de comunicagdes, o que facilitou o
transporte e as exportacoes do grao (Schnepf et al., 2001; Ortega et al., 2005; Cavalett &
Ortega, 2009). A partir da década de 70, a cultura da soja evoluiu significativamente nos
estados produtores, ndo s6 no Sul, mas também nos estados do Centro-Oeste do Brasil.
Esta regido era considerada a maior e principal fronteira do plantio da soja no Brasil, e
dentre as causas do espetacular crescimento deste agronegocio na regido destacam-se a

construcao de Brasilia, culminando no estabelecimento de diversas obras de infraestrutura
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regional; incentivos fiscais; desenvolvimento agroindustrial da regido; baixo valor da terra
quando comparado com o da regido Sul na mesma época; topografia altamente favoravel a
mecanizacdo, associada com as boas condig¢oes fisicas dos solos da regido; melhorias no
sistema de transporte da produgdo regional; e regime pluviométrico da regido altamente
favoravel aos cultivos de verdo, em contraste com o da regido Sul, destacadamente no Rio
Grande do Sul (Schnepf et al., 2001).

Com o desenvolvimento de novas cultivares adaptadas as diferentes regides
agroclimaticas do pais, o Brasil tornou-se o segundo maior produtor mundial de soja
(perdendo somente para os EUA), com darea cultivada na safra de 2013/2014 de
aproximadamente 29,5 milhdes de hectares e contribuindo com 29,6 % da produgao
mundial do grao (Figura 1-A). Além disso, o Brasil ¢ o maior exportador mundial de soja,
sendo responsavel por 38,8 % das 107,0 milhdes de toneladas exportadas no mundo neste
periodo (Figura 1-B). Deste montante, a China, a Unido Europeia e o México sdo
responsaveis por mais de 80,0 % da soja importada em todo o globo (Figura 1-C). No
Brasil, a regido Centro-Oeste, representada pelos estados do Mato Grosso e Goias,
juntamente com alguns estados da regido Sul (Rio Grande do Sul e Parand) sao
responsaveis por 75,0 % de toda a producdo brasileira de soja (Figura 1-D) (CONAB, 2014
- http://www.conab.gov.br/; IBGE, 2014 - http://www.ibge.gov.br/).

A principal utilidade da soja ¢ fornecer 6leo e farelo, sendo estes os produtos mais
produzidos, comercializados e utilizados (Boerma & Specht, 2004). Como o farelo de soja
¢ rico em proteinas, 0 mesmo ¢ a principal fonte do nutriente em ragdes animais. O 6leo de
soja ¢ um dos Oleos vegetais mais produzidos no mundo e sua demanda, além da
alimenticia, vem aumentado com o passar dos anos devido ao seu uso na produgdo de
combustiveis renovaveis, como biodiesel (Vasudevan & Briggs, 2008). De acordo com
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), até junho de 2013, o Brasil
foi responsavel pela produgdo de mais de 5,8 milhdes de toneladas de farelo de soja, de
aproximadamente 580,0 mil toneladas de 6leo proveniente do grao e mais de 2,0 bilhdes de
litros de biodiesel, movimentando assim mais de 3,5 bilhdes de ddlares no periodo

(CONAB, 2014 - http://www.conab.gov.br/).
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Figura 1. A Soja no Brasil e no Mundo. Os graficos apresentam os principais indices agropecuarios relacionados a soja no periodo de 2013/2014. A - producédo
mundial e principais paises produtores; B e C - dados de exportagdo e importacdo mundial, respectivamente; D - principais estados brasileiros produtores e suas
respectivas produgdes. Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
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1.6.3. Principais Pragas.

Entre os diversos fatores que limitam a produtividade que afetam a qualidade da
soja, as doengas estdo entre os mais importantes e de dificil controle. Com a expansdo da
cultura para novas fronteiras agricolas, a intensificagdo da monocultura, a adogdo de
praticas inadequadas de manejo e a mudanga do quadro de cultivares, tém aumentado o
numero de doencas e os niveis de danos causados por microrganismo € parasitas,
principalmente fungos e nematoides. Além dos agentes patogénicos que foram
introduzidos como contaminantes das regides ou paises de origem das primeiras sementes,
nos ultimos anos, novos patdogenos, nativos ou introduzidos, incluindo diversas
anormalidades de causa ainda desconhecidas, tém preocupado os produtores, a assisténcia
técnica e os pesquisadores nos ultimos anos.

Dentre as diversas doengas de soja causadas por fungos, a ferrugem asidtica ¢ uma
das piores pragas relacionadas a esta commodity no mundo. Tendo como agente etiologico
o fungo Phakopsora pachyrhizi, esta infec¢do pode ser avaliada pela sua rapida expansao,
viruléncia e pelo montante de perdas causadas. No Brasil, a maior intensidade de seus
danos ¢ mais comum nos Cerrados, onde o clima favorece a doenga, dificulta o controle e
as grandes extensdes das lavouras representam um desafio & mais nas pulveriza¢des. No
comeco da doenga, pequenas lesdes castanhas sdo observadas nas vias foliares. Estas
lesdes aumentam com cinco ou seis dias e as protuberancias com aspecto de ferrugem
(urédias) sdo observadas, compreendendo as estruturas de reproducdo do fungo. As urédias
desenvolvem-se mais frequentemente em lesdes na superficie inferior das folhas, e ao
abrirem-se geram um ostiolo por onde os esporos sao liberados, principalmente pelo vento.
Quanto ao controle, se a doenca ja estiver se estabelecido, o controle quimico com
fungicida ¢, até o momento, a principal medida de controle. O niimero e a necessidade de
novas aplica¢des dependem do estagio inicial em que foi identificada a doenca na lavoura e
do periodo residual dos produtos. Vale a pena ressaltar que algumas cultivares de soja sao
resistentes a infeccdo por este fungo, o que as torna alvos de estudos para melhor
compreensdo da doenca e dos mecanismos de defesa que a planta dispde para combaté-la
(Goellner et al., 2010).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.), agente causal do mofo branco, encontra-se

amplamente disseminado e afeta mais de 400 espécies de plantas, dentre elas a cultura da
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soja, causando danos considerdveis no rendimento. A transmissdo do patégeno ocorre por
meio de sementes contendo micélio dormente ou pela presenga de esclerodios no lote, os
quais podem permanecer viaveis por um longo periodo, dificultando o manejo da doenga.
Os sintomas iniciais desta infeccdo sdo lesdes encharcadas nas folhas ou qualquer outro
tecido da parte aérea que normalmente tenham tido contato com as flores infectadas. As
lesdes espalham-se rapidamente para as hastes, ramos e vagens. Nos tecidos infectados
surge uma eflorescéncia branca que lembra algodao, constituindo os sinais caracteristicos
da doenca. Até a cultura chegar ao florescimento, dificilmente a doenca torna-se
importante. Apos este periodo, a doenca ¢ disseminada rapidamente devido ao fato da flor
ser fonte de nutricdo para o fungo iniciar novas infeccdes. Nao ha disponibilidade de
cultivares de soja geneticamente resistentes a Sclerotinia sclerotiorum, podendo sim haver
diferencas de suscetibilidade entre elas. Diversidades no dossel, porte ou arquitetura das
plantas podem influenciar no desenvolvimento da doenga. As formas de prevencdo do
mofo branco constituem no uso de sementes sadias; racionalizagdo do volume de dgua na
lavoura; fuga de épocas muito favordveis ao estabelecimento da infec¢do com alta umidade
e temperaturas mais baixas; incremento de microrganismos antagdnicos no solo como o
Trichoderma spp.; cobertura do solo com Brachiaria, visando uma barreira fisica a
germinagdo dos esclerddios presentes no solo; rotagdo de cultura com gramineas e uso de
fungicidas em tratamento de sementes e parte aérea (Bolton et al., 2006)

Os nematoides parasitas de plantas causam perdas de aproximadamente 100,0
bilhdes de ddlares anualmente nos EUA (Koenning et al., 1999). As espécies Meloidogyne
Jjavanica e Meloidogyne incognita sao caracterizados por formarem estruturas semelhantes
a galhas nas raizes e destacam-se pelos danos que causam a soja (Caillaud et al., 2008;
Ibrahim et al., 2011). Nas regides onde ocorrem, as plantas de soja ficam pequenas e
amareladas, as folhas apresentam manchas cloroticas e necrose entre as nervuras, além de
ser observado um intenso abortamento das vagens € um amadurecimento prematuro das
plantas infectadas. Estas espécies de nematoides formadores de galhas sdo frequentemente
encontradas no norte do Rio Grande do Sul, sudoeste e norte do Parana, sul e norte de Sdo
Paulo e sul do Tridngulo Mineiro. Na regido Central do Brasil, o problema ¢ crescente,
com severos danos em lavouras no Mato Grosso do Sul e Goids. Os danos causados por
Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita sao menos severos quando associados com

rotagdo da cultura de soja com amendoim, algoddo, sorgo resistente (AG 2005-E, AG
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2501-C), mamona ou milho resistente. Desta forma, a utilizacdo de cultivares de soja
resistentes aos nematoides de galha é o meio de controle mais eficiente ¢ mais adequado
para o agricultor, associados com rotagdes de cultura ndo hospedeiras e adubagdo verde
(Davis et al., 2004).

Outro nematoide muito importante em infecgdes causadas em soja seria o
Heterodera glycines (nematoide de cisto), uma das principais pragas da cultura pelos
prejuizos que pode causar e pela facilidade de disseminagdo. Ele penetra nas raizes da
planta de soja e dificulta a absor¢do de 4gua e nutrientes, condicionando porte € nimero de
vagens reduzidos, clorose e baixa produtividade. O sistema radicular fica reduzido e
infestado por minusculas fémeas do nematoide com formato de limdo ligeiramente
alongado. Inicialmente de coloragdo branca, a fémea, posteriormente, adquire a coloragdo
amarela. Apos ser fertilizada pelo macho, cada fémea produz de 100 a 250 ovos,
armazenando a maior parte deles em seu corpo. Quando a fémea morre, seu corpo se
transforma em uma estrutura dura denominada cisto, de colora¢cdo marrom escura, cheia de
ovos, leve, altamente resistentes a deterioracao e a dessecagao, que se desprende da raiz e
fica no solo. Apesar da disponibilidade de centenas de cultivares de soja resistentes a
Heterodera glycines, associadas com a pratica de rotagdes de cultura com plantas nao
hospedeiras e agdo de produtos quimicos (fenamifos e carbofuram), o nematoide continua
a ser um fator limitante na produ¢do deste grao. Estudos moleculares realizados com este
patdgeno ajudaram a identificar possiveis genes relacionados com sua viruléncia e com o
estabelecimento de sua infec¢do, o que pode prover novos alvos para obtengdo de mais
cultivares de soja com mecanismos diferenciados de resisténcia ao nematoide (Niblack et
al., 20006).

Nos ultimos anos, outra praga emergiu com grande importancia no cultivo de
diversas commodities com relevancia economica no mundo. O inseto Helicoverpa
armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma das mais importantes pestes em
diversas partes do mundo, pois suas lagartas podem se alimentar tanto dos oOrgdos
vegetativos como reprodutivos de véarias espécies de plantas com importancia econdmica.
Estima-se que a perda mundial causada por lagartas de Helicoverpa armigera, nas
diferentes culturas em que ataca, chega anualmente a 5,0 bilhdes de dolares (Avila et al.,
2013). Sharma e colaboradores (2008) relataram que a perda anual causada por este inseto

supera 2,0 bilhdes de dolares apenas na regido dos tropicos semiaridos da Europa, e que o
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custo anual da aplicacdo de inseticidas nas lavouras, para o controle dessa praga, ¢ de
500,0 milhoes de dolares (Sharma et al., 2008). No Brasil, os maiores danos econdmicos
causados por lagartas de Helicoverpa armigera sao observados, até entdao, nas culturas de
algoddo, milho, soja, sorgo e tomate. Este inseto pode se alimentar de folhas e hastes
dessas plantas, mas possuem preferéncia pelas estruturas reprodutivas, como botdes florais,
frutos, macgas, espigas e inflorescéncias, causando deformagdes ou necrose nestas
estruturas, ou até mesmo a sua queda. Essa inerente capacidade do Helicoverpa armigera
causar danos nas partes reprodutivas das culturas, em associagao a sua habilidade de atacar
um grande nimero de hospedeiros, sdo fatores que elevam a importdncia economica da
praga (Cunningham et al., 1999). Como exemplo pode-se observar as estatisticas da safra
brasileira de 2012/2013, onde foram constatados ataques de lagartas de Helicoverpa
armigera em cultivos de soja nos Estados do Maranhdo e Piaui. Em Mato Grosso, essa
praga foi também observada atacando lavouras de algodao, soja e milho, enquanto que em
Goias os danos foram mais acentuados nas lavouras de tomate e soja (Czepak et al., 2013).
Quanto ao manejo, o aumento da resisténcia do inseto a inseticidas destaca a necessidade
do desenvolvimento de alternativas independentes de produtos quimicos para o controle
efetivo desta praga, destacando-se principalmente a obtengdo de plantas com gendtipos
resistentes, associadas com a presenca de inimigos naturais do inseto, como por exemplo

algumas espécies de nematoides (Romeis & Shanower, 1996; Arthurs et al., 2004).

1.6.4. Tolerancia a Seca.

A seca ¢ a modalidade de estresse abidtico mais estudada e com maior relevancia
no cultivo de soja, uma vez que foi responsavel pela perda de 12,2 % na produgdo do grao
no inicio de 2014 em todo o Brasil. Estudos em campo e em casas de vegetacdo mostram
que a seca leva a uma significante redu¢dao na producao de sementes (24,0 - 50,0 %) nos
mais distintos locais e condi¢des ambientais (Frederick et al., 2001; Sadeghipour &
Abbasi, 2012). Desta forma, para facilitar o seu cultivo em regides de clima arido e
semiarido ¢ importante classificar as cultivares de soja de acordo com sua a tolerancia a
seca. Para isso, varios parametros sdo adotados, podendo variar para os diferentes fatores

ambientais e temporais. O primeiro deles ¢ a definicdo de tolerdncia a seca, termo
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vagamente usado para incluir todos os mecanismos que permitem a melhor sobrevivéncia
da soja sob déficit hidrico.

Os parametros conseguintes estdo relacionados com mudancgas fisioldgicas e
morfologicas nas cultivares de soja em resposta a esse tipo de estresse, presumivelmente
devido as diferencas em seus gendtipos. Dentre eles, destacam-se o tamanho e quantidade
das raizes, que durante a seca apresentam-se em baixa densidade na superficie desidratada
e altamente densa em regides mais profundas, onde o contetdo hidrico ¢ maior (Liu et al.,
2005; Benjamin & Nielsen, 2006); o aumento relagdo entre o crescimento das raizes e dos
brotos, o que indica uma reducdo no desenvolvimento da parte aérea da planta mas ndo das
raizes (Wu & Cosgrove, 2000); aumento da area foliar, associado a reducdo da condutancia
estomatica em amplo espectro e diminuicao da taxa fotossintética em menor amplitude, o
que diminui diretamente a perda de agua, minimizando a redugdo da fotossintese
(Benjamin & Nielsen, 2006; Manavalan et al., 2009; Stolf-Moreira et al., 2010); e
manuten¢do da turgidez, através do ajuste osmotico pelo acimulo de soluto no meio
intracelular (Sloane et al., 1990).

Adaptagdes bioquimicas também ocorrem em cultivares de soja sob déficit hidrico,
destacando-se a eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS ou EROS). Nestas
condi¢des de estresse, ocorre um acumulo de ROS, que ¢ eliminado pelo aumento da
expressdo dos genes de enzimas como superoxido desmutases, catalases e glutationa
peroxidases em cultivares de soja mais tolerantes (Masoumi et al., 2010).

Além disso, condi¢des ambientais adversas podem propiciar o enovelamento
incorreto de proteinas, que por sua vez se acumulam no reticulo endoplasmatico (ER).
Cultivares de soja mais tolerantes a déficit hidrico induzem respostas que culminam na
ativacdo destas proteinas localizadas no ER, principalmente por intermédio de chaperonas
moleculares (Irsigler et al., 2007; Valente et al., 2009; Liu & Howell, 2010).

Em nivel molecular, as cultivares de soja mais tolerantes a seca percebem o déficit
hidrico por osmosensores (que nao foram completamente caracterizados), que transmitem
o sinal por rotas de sinaliza¢do que ativam a transcri¢do de genes importantes neste tipo de
resposta (Ahuja et al., 2010). A tolerancia ndo envolve somente a atividade de receptores,
proteinas cinases, fatores de transcrigao e efetores, mas também a producdo de metabolitos
e mensageiros para a transducdo de sinal, sendo de natureza multigénicas, envolvendo

mecanismos e redes moleculares complexas, que possuem ampla sobreposicdo com
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respostas a estresse osmotico (Ahuja et al., 2010). E neste nivel que a maior parte dos
esfor¢cos na obtencao de cultivares de soja tolerantes a seca atuam, principalmente com o

auxilio da tecnologia do DNA recombinante e fundamentos de engenharia genética.

1.6.5. Projeto GENOSOJA.

Com a finalidade de melhor compreender o desenvolvimento da soja em condig¢des
normais e de estresse, assim como melhor caracterizar as cultivares adaptadas em territdrio
brasileiro, foi criado em 2007 (e concluido em 2010) o Consoércio Brasileiro do Genoma da
Soja (GENOSOIJA), formado pela associagdo de nove instituicdes brasileiras de diferentes
regides com Orgdos brasileiros de apoio a pesquisa e fomento (Ministério da Ciéncia e
Tecnologia - MCT; e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolédgico -
CNPq). A proposta teve como objetivo estudar o genoma da soja a partir de sua
organiza¢cdo em nivel estrutural, buscando caracterizar e sequenciar importantes regides
gendmicas e seus produtos, assim como contribuir com a identificagdo de genes expressos
em resposta a diferentes estresses bidticos e abidticos, que afetam a cultura no hemisfério
Sul, com auxilio de métodos transcricionais e protedmicos. A rede GENOSOJA nao tinha
como objetivo somente determinar se a expressao de um gene seria induzida ou reprimida,
mas também definir os niveis em que seriam expressos, a interagdo com outros genes, além
de sua localizagdo fisica e produtos, permitindo assim a identificacdo de genes e rotas
metabolicas essenciais para o desenvolvimento e para o estudo de tolerancia da soja em
situagoes adversas (Benko-Iseppon et al., 2012).

Desta forma, o projeto foi composto de diversos componentes, dentre os quais se
destacam: (i) gendmica estrutural, que incluiu pesquisas relacionadas com arquitetura
fisica do genoma da soja (cultivar Conquista), incluindo analises de regides promotoras €
sequenciamento de regides génicas e identificacdo de polimorfismos de base tnica (SNPs);
(1) transcriptomica, compreendendo pesquisas que abrangeram a determinagdo de varios
perfis de expressdo de genes expressos em estresses bidticos (ferrugem asidtica -
Phakopsora pachyrhizi; virus da necrose da haste da soja ou cowpea mild mottle virus -
CPMMYV; e os nematoides Meloidogyne javanica e Pratylenchus brachyurus) e abidtico

(déficit hidrico), utilizando inumeras estratégias (bibliotecas subtrativas de cDNA,
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SuperSAGE, bibliotecas de miRNAs e sequenciamento de cDNAs); (iii) proteomica, que
visou estudar o perfil de expressdo e interacdes entre proteinas de soja nas mesmas
condigdes estabelecidas nas andlises de transcriptomica com a finalidade de garantir a
integragdo dos bancos de dados gerados; e (iv) ensaios de expressdo (transgénese), que
visou a validag¢do dos resultados de gendmica e transcriptomica e identificacdo de regides
regulatorias (elementos cis-atuantes) em promotores génicos (Benko-Iseppon et al., 2012).
Como resultado, este projeto identificou milhares de genes diferencialmente
expressos, que foram posteriormente validados por reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR). Muito deles ndo eram caracterizados anteriormente, sem nenhuma
funcdo atribuida, o que conferiu relevancia para estudos futuros de funcionalidade e de

importancia para o melhoramento de plantas (Benko-Iseppon et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA.

Tendo em vista a importancia da soja como agronegdcio no mundo, € necessario o
melhor entendimento de sua fisiologia durante seu desenvolvimento € em respostas a
adversidades ambientais. Desta forma, a caracterizagdo e compreensdo do papel dos
fitormdnios nestes eventos seria um ponto chave neste processo de compreensdo, visando
posterior melhoramento desta commodity a estas situagdes de estresse. De acordo com a
literatura, pouco se sabe sobre a as rotas de biossintese e sinalizagdo mediada por etileno
em soja, principalmente sobre o ponto de vista molecular. Em associagdo, visto que a
transducdo de sinal que ¢ desencadeada por este fitormonio culmina na regulagdo de
inimeros genes, a caracterizagdo de moléculas que possam vir coordenar estes eventos no
nicleo da célula vegetal também se faz necessaria. Em plantas modelo, esta funcdo ¢

atribuida aos fatores de transcri¢ao, sendo neste caso membros da superfamilia AP2/ERF.
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3. OBJETIVOS.

3.1. OBJETIVOS GERAIS.

O trabalho visou caracterizar in silico os principais componentes moleculares
(genes e respectivas proteinas por eles codificadas) que podem participar das rotas de
biossintese e sinalizacdo mediada por etileno em soja, além de avaliar a sua importancia

em respostas a seca nesta mesma espécie vegetal.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Este trabalho visou inicialmente identificar e caracterizar in silico os membros
relacionados com a biossintese € com a rota metabodlica sinalizada por etileno, juntamente
com os representantes da superfamilia AP2/ERF de fatores de transcrigdo presentes no
genoma da soja, tendo como base conhecimentos prévios importados de plantas modelo,
como Arabidopsis thaliana e Oryza sativa.

Em seguida, os resultados obtidos foram correlacionados com os dados de
transcriptoma depositados no banco de dados publicos e disponibilizados pelo Projeto
GENOSOIJA, tendo como objetivo avaliar o nivel de expressdao dos genes identificados em
cultivares de soja (suscetivel e tolerante a seca) em condi¢des de déficit hidrico.

Apds a validacdo dos dados obtidos in silico, com auxilio de metodologias de
andlise in vitro e in vivo, foi possivel inferir o papel deste fitormdnio gasoso e da rota
metabolica por ele sinalizada, além do perfil de expressdo dos fatores de transcricdo da
superfamilia AP2/ERF em cultivares de soja crescidas em sistema hidroponico e

submetidas a seca.



68

4. MATERIAL E METODOS.

O estudo foi realizado em duas etapas, conforme ilustrado na Figura 2: a primeira
in silico, onde foram identificados e caracterizados os genes/proteinas de soja relacionados
com a biossintese e sinalizagdo por etileno, tendo como base o que ja foi descrito para
Arabidopsis thaliana. Em seguida, o perfil de expressdo dos transcritos destes genes foi
avaliado com base em dados de transcriptoma de soja sob déficit hidrico (seca). Em um
segundo momento, experimentos in vitro/in vivo foram utilizados como ferramentas para

validacao dos dados obtidos in silico.

4.1. EXPERIMENTOS IN SILICO.

4.1.1. Identificacao dos Genes Alvo.

Inicialmente, foram selecionados no banco de dados TAIR (The Arabidopsis
Information Resource; http://www.arabidopsis.org/) (Swarbreck et al., 2008) os genes
referentes a biossintese e sinalizagdo por etileno em Arabidopsis thaliana, com excec¢ao
aos que se referem a fatores de transcrigdo da superfamilia AP2/ERF, que foram
selecionados a partir de dados publicados em artigo cientifico (Nakano et al., 2006). Em
seguida, com auxilio da ferramenta Basic Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al.,
1990), foram identificadas as sequéncias de residuos de aminoacidos homologas que
apresentaram score > 200 bits em varreduras de bancos de dados online especificos de soja
- Glycine max [L.] Merrill (GENOSOJA; http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/) e arroz -
Oryza sativa Nipponbare (Rice Genome Annotation Project;
http://rice.plantbiology.msu.edu/), além do portal Phytozome versao 9.1 (The JGI
Comparative Plant Genomics Portal; http://www.phytozome.net/) (Goodstein et al., 2012;
Nascimento et al., 2012; Kawahara et al., 2013). Os genes referentes aos fatores de
transcricdo responsivos a etileno (ERF) de arroz também foram selecionados a partir de

dados de Nakano e colaboradores (2006).
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Figura 2. Organograma de Trabalho. O fluxograma apresentado esquematiza os principais experimentos realizados neste trabalho. Cronologicamente, os
experimentos in silico antecederam os in vitro € in vivo.
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Posteriormente, os genes de soja foram classificados de acordo com a sua ontologia
através de andlise com software Blast2GO (Gene Ontology) (Conesa et al., 2005), onde
foram categorizados quanto a: (i) componente celular, onde foram sugeridos locais de
atuacdo de cada um deles, em nivel de subestruturas celulares e complexos
macromoleculares; (i1) fun¢do molecular, onde foram descritas as atividades cataliticas ou
ligagdo em nivel molecular de cada um; e (iii) processos biologicos, onde foram descritas
rotas bioquimicas coordenadas por um ou mais conjuntos de fun¢des moleculares. Para tal
fim, as sequéncias de nucleotideos de cada gene de soja foram processadas com auxilio da
ferramenta BlastX (que realiza buscas nos bancos de dados de proteinas, utilizando
sequéncias de nucleotideos traduzidas nas seis fases de leitura possiveis), tendo como
banco de dados as sequéncias de proteinas de A. thaliana e sendo selecionadas somente as
correspondéncias com e-value < e'°. Apds a devida anotagdo, a funcionalidade das
sequéncias foi analisada com auxilio da ferramenta online InterproScan versao 5.0 (Jones
et al., 2014) e, finalmente, a ontologia determinada pelo software online GO-Slim

(Ashburner et al., 2000).

4.1.2. Determinacio de Dominios Proteicos.

A partir da sequéncia de aminoacidos das possiveis proteinas selecionadas nos trés
organismos estudados foram identificados dominios proteicos comuns e caracteristicos,
depositados em bancos de dados online. Para este fim, foram utilizadas ferramentas de
bioinformatica presentes no site PFAM (Protein Family; http://pfam.xfam.org/) (Punta et
al., 2012), utilizando como pardmetros de selecdo aqueles definidos como significantes

pelos elaboradores da ferramenta (e-value < 1,0).

4.1.3 Alinhamentos, Ideogramas, Dendogramas e Mapas Metabolicos.

O ideograma que representa a localizacdo dos genes de soja analisados nos 20
cromossomos da commodity foi construido em escala proporcional ao tamanho do

cromossomo (1,000 cm corresponde a 5,00 megabases), onde foram consideradas a
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localizag¢do de cada gene e a fita de DNA em que estavam presentes (senso ou anti-senso).
A posicao dos centrdmeros, assim como o tamanho de cada cromossomo foram obtidos a
partir do genoma de referéncia (Schmutz et al., 2010).

Os alinhamentos e dendogramas foram obtidos com auxilio dos programas
BIOEDIT versdo 7.0.9.0 (Hall, 1999) (matriz BLOSUMG64) e MEGA versdo 5 (Tamura et
al., 2011) respectivamente, sendo Neighbor-joining o método de andlise estatistica deste
ultimo, com 10.000 (dez mil) repeti¢des do teste de Bootstrap. Os modelos propostos para
biossintese e sinalizagdo por etileno em soja foram obtidos com auxilio dos bancos de
dados SoyCyC versdo 3.0 (Soybean Metabolic Pathway Database; Soybase;
http://www.soybase.org:8082/) e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;
http://www.genome.jp/kegg/) (Selkov et al., 1998; Kanehisa & Goto, 2000).

4.1.4. Determinacao de Possiveis Sitios de Fosforilacao.

Os possiveis sitios de fosforilagdo por MAP cinases e proteinas cinases calcio
dependentes, presentes nas enzimas l-aminociclopropano-1-acido carboxilico sintases
(ACSs) tipo I e do tipo II respectivamente, foram determinados pelo programa de
bioinformatica online NetPhos versdo 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)
(Blom et al., 1999). Foram analisadas a presenca de possiveis sitios de fosforilagio em

residuos de tirosina, serina e treonina no C-terminal das enzimas em questao.

4.1.5. Determinacao de Motivos Grupo-Especificos Comuns.

A determinag@o de motivos caracteristicos de cada grupo de fatores de transcri¢ao
responsiveis a etileno (ERFs) da familia ERF de soja foi obtida com o auxilio da
ferramenta online MEME (Multiple Em  for Motif  Elucidation;
http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme.cgi/) (Bailey et al., 2009). Foram selecionados
motivos com até 60 residuos de aminodcidos de extensao que estivessem presente em pelo
menos duas sequéncias proteicas distintas que apresentassem entre si no maximo 50,0 %

de similaridade. O dominio AP2 ndo esta incluso nesta analise.
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Apos a identificacdo dos motivos caracteristicos de cada grupo da familia ERF de
soja, foi determinada a presenca de cada um deles em fatores de transcricdo semelhantes
em outras espécies de plantas, utilizando sua sequéncia consenso (expressao regular) e a
ferramenta de bioinformatica online Motif  Search - GenomeNet
(http://www.genome.jp/tools/motif/) (Kanehisa, 1997). A funcdo de cada motivo foi
inferida por homologia com sequéncias proteicas presentes em outras proteinas. Tal andlise
foi realizada com auxilio da ferramenta online de bioinformatica de andlise de motivos
BLOCK (http://blocks.thcrc.org/), onde sdao analisados multiplos alinhamentos de
segmentos altamente conservados de proteinas, com auséncia de gaps (delegdes ou
“espacos”), utilizando banco de dados e ferramentas de busca especificos, denominado de
LAMA (Local Alignment of Multiple Alignments; http://blocks.therc.org/blocks-
bin/LAMA _search.sh) (Henikoff & Henikoff, 1994; Henikoff et al., 1995; Pietrokovski,
1996; Henikoff et al., 2000). A analise de homologia de motivos foi realizada utilizando os

parametros padroes das ferramentas utilizadas.

4.1.6. Modelagem Molecular dos Dominios AP2.

Os dominios AP2 da familia ERF de soja tiveram sua estrutura terciaria gerada
através de metodologias in silico de modelagem molecular por homologia estrutural,
utilizado como modelo a estrutura cristalografica deste dominio presente no fator de
transcri¢cao responsivo a etileno 1 (ERF1) de A. thaliana, depositado em banco de dados de
proteinas (PDB - codigo 1GCC) (Allen et al., 1998). Os modelos virtuais foram
construidos inicialmente a partir do alinhamento da sequéncia de aminoacidos de cada
candidato com o modelo de A. thaliana, utilizando a ferramenta de bioinformatica online
Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) (Biasini et al., 2014). Posteriormente, o
refinamento da estrutura foi obtido com auxilio do software Modeller versao 9.14 (Eswar
et al., 2001), gerando 200 possiveis modelos para cada sequéncia analisada, dentre os quais

foram escolhidos os que apresentaram menor valor Z (Z-score).



73

4.1.7. Experimentos de Melhor “Hit” Bidirecional (BBH).

Utilizando a ferramenta BLAST, cada sequéncia proteica identificada no banco de
dados de soja (GENOSOJA), denominadas de A, foi comparada separadamente com o
banco de dados de Arabidopsis thaliana (TAIR) e de arroz (Rice Genome Annotation
Project), obtendo-se assim as proteinas homologas B e C respectivamente. Foram
determinados eventos BBH (Best Bidirectional Hit) positivos aqueles em que quando B
e/ou C foram comparados com o banco de dados de soja, a melhor similaridade foi 4. A
duplicacao génica foi considerada com a finalidade de evitar falsos negativos (Dalquen &

Dessimoz, 2013).

4.1.8. Identificacio de Elementos Cis-Atuantes em Possiveis Promotores.

Foi analisada a presenca de elementos cis-atuantes em possiveis regides promotoras
[2.000 pares de bases a montante da fase aberta de leitura (open read frame - ORF)] de
cada gene de soja selecionado para este estudo. Esta anélise foi realizada com auxilio da
ferramenta de bioinformatica Matlnspector versio 8.0 (Genomatix®), utilizando “Plants”
como matrix group, “0,85” como o valor para a similaridade das principais bases que
compde cada elemento cis-atuante (core similarity), e “Optimized +1” como valor para a

similaridade da matriz (matrix similarity) (Cartharius et al., 2005).

4.1.9. Analise de Expressiao em Transcriptomas de Soja.

As bibliotecas subtrativas das cultivares de soja BR16 e EMBRAPAA48 sob déficit
hidrico foram construidas por Rodrigues e colaboradores (Rodrigues et al., 2012). As
plantas foram crescidas em hidroponia e expostas a déficit hidrico de curta duragdo (o
crescimento e a extragdo de RNA de raiz e folha das plantas serdo descritos
respectivamente na secao 4.2.1 e 4.2.5 deste estudo). As amostras de cada replicata
biologica foram extraidas separadamente e quantidades equimolares de RNA total foram

agrupadas de acordo com o tempo de déficit hidrico (25 a 50, 75 a 100 e 125 a 150
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minutos). Em seguida, a partir do RNA total agrupado, foi purificada a fragdo poliA*
(mRNA) com o kit FastTrack MAG mRNA Isolation (Invitrogen, Inc.) para a produgdo
subsequente do cDNA por transcri¢ao reversa (Morrissey & Collins, 1989; Stone et al.,
1996). As bibliotecas de raiz e folha das plantas BR16 e EMBRAPA48 foram construidas
com o kit PCR Select cDNA Subtraction (Clontech, Inc.) (Diatchenko et al., 1996). A
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 2,0 ug de amostras de mRNA poliA*
agrupados (fester e driver). ApoOs a sintese da segunda fita, os cDNAs (tester e driver)
foram digeridos com a enzima de restricdo Rsa I com a finalidade de produzir fragmentos
com extremidades abruptas (blunt end). Uma vez digeridos, as amostras tester foram
divididas em dois grupos, sendo que cada um foi ligado a dois diferentes adaptadores (I e
2R respectivamente). Como o objetivo era detectar os transcritos expressos em planta sob
déficit hidrico, as amostras controle (com zeros minutos de tratamento) foram usadas como
driver no passo de hibridizagdo. O ¢cDNA driver (sem adaptadores) foi adicionado as
amostras fester (I e 2R) e submetidos a primeira etapa de hibridiza¢do, que eliminou
sequencias comuns em ambas as amostras ou presentes no controle (driver). Para a
segunda hibridizacdo, as amostras tester 1 e 2R, obtidas na primeira hibridiza¢do, foram
misturadas, seguindo com a adicdo do cDNA driver desnaturado, com a finalidade de
enriquecer as sequéncias expressas nas amostras tester. A amplificagdo por PCR (Reagdo
em Cadeia da Polimerase) foi realizada com cDNAs dupla fita com diferentes adaptadores
como modelo (template). As sequéncias foram exponencialmente amplificadas com
oligonucleotideos (primers) especificos para a regido dos adaptadores. A segunda PCR foi
realizada com primers nested (proximos aos adaptadores) com a finalidade de enriquecer
as sequéncias diferencialmente expressas.

Os produtos de PCR foram sequenciados utilizando Sequenciamento por
Tecnologia de Sintese Illumina/Solexa (Shen et al., 2005). O sequenciamento das seis
bibliotecas da cultivar BR16 (trés de raiz e trés de folha) geraram sequéncias unicas de 36
pb (pares de base), com auxilio do equipamento Genome Analyzer lle. Ja as bibliotecas da
cultivar EMBRAPAA48 foram sequenciadas com o equipamento Genome Analyzer llz
gerando sequéncias unicas de 76 pb. Apds o base-calling, as sequéncias obtidas foram
mapeadas tendo como base o genoma de referéncia (Schmutz et al., 2010) com auxilio do

programa SOAP (Short Oligonucleotide Alignment Program) (Li et al., 2008). As
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sequéncias ndo mapeadas foram reunidas em contigs e analisadas seguindo o padrido do
programa Edena (Hernandez et al., 2008).

Com o sequenciamento das bibliotecas construidas foram gerados um total de
aproximadamente 42,3 milhdes de sequéncias unicas (27,8% referentes a BR16 e 72,2% a
EMBRAPAA4S), representando um total de 26.627 genes diferencialmente expressos, sendo
8.208 na cultivar BR16 (1.515 em raiz e 6.693 em folha) e 18.419 na cultivar
EMBRAPAA48 (12.035 em raiz e 6.384 em folha). Os dados referentes a este projeto estao
depositados no banco de dados GENOSOJA (http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/)
(Nascimento et al., 2012).

A partir destes dados, a expressdo de cada gene identificado como sendo membro
das rotas metabolicas que envolvem etileno (biossintese e sinalizacdo) foi avaliada. Os
niveis de expressdo sdo apresentados em graficos indicando os valores normalizados de
FPKM (fragmentos por quilobase de transcrito por milhdo de fragmentos mapeados) para

cada gene diferencialmente expresso nas seis bibliotecas geradas para cada cultivar.

4.2. EXPERIMENTOS IN VITRO/IN VIVO.

4.2.1. Crescimento das Plantas.

Sementes das cultivares de soja (Glycine max [L.] Merrill) BR16 e EMBRAPAA4S,
classificadas respectivamente como sensivel e tolerante a déficit hidrico (Tabela 1)
(Casagrande et al., 2001; Texeira et al., 2008), foram germinadas em papel de filtro
Germitest (Cial, Inc.) por sete dias em camara de crescimento a temperatura constante de
25,0 £ 1,0 °C e 100,0 % de umidade relativa (Figura 3-A). As mudas foram transferidas
para caixas de acrilico com volume de 36,0 L contendo 50,0 % (v/v) de solucdo nutritiva
(solugdo de Hoagland - Tabela 2) (Hoagland & Arnon, 1938), que foi constantemente
aerada e reposta semanalmente (Figura 3-B). Estas plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo sob um fotoperiodo natural com ciclos de aproximadamente 12/12 h
claro/escuro, temperatura de 30,0 + 5,0 °C e umidade relativa do ar de 60,0 £+ 10,0 %, onde

cresceram até atingirem estadgio V5 (Figuras 3-C até 3-J) (Fehr et al., 1971). O plano



Tabela 1. Caracteristicas Botanicas e Agronomicas das Cultivares de Soja BR16 e EMBRAPA48

Caracteristica das Cultivares

Classificacao Caracteristica Geral
BR16 EMBRAPAA48
Genealogica - D69-B10-M58 X DAVIS DAVIS X PARANA X (IAS-4 X BR-5)
Cor do Hipocétilo Verde Verde
Cor da For Branca Branca
Cor da Pubescéncia Cinza Cinza
Cor da Vagem Marrom Clara Marrom Clara
Cor do Tegumento Amarelo Semi Brilhante Amarelo Brilhante
BotAnica Cor do Hilo Marrpm Claro Marrom Claro
Grupo de Maturagdo Semi Precoce Precoce
Altura da Planta 68,0 cm 84,0 cm
Peso de 100 Graos 16,6 g 15,4
Teor de Oleo 22,6 % 21,2 %
Teor de Proteina 39,0 % 38,2 %
Reacdo a Peroxidase Negativa Positiva
Cancro da Haste
Resistente Mancha Olho dp Ra B
Pustula Bacteriana
Estresse Bidtico Mosaico Comum da Soja
Suscetivel Meloi.dogyne i{ftcogn.ita B
Meloidogyne javanica
Estresse Abiotico Tolerancia a Seca Sensivel Tolerante
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Figura 3. Crescimento de Soja em Condicdes Hidropdnicas. As figuras ilustram em ordem cronologica
todo o processo de crescimento em condi¢des hidroponicas das cultivares de soja BR16 e EMBRAPAA4S.
A - germinag@o em papel Germitest (dia zero); B - plantas selecionadas com 7 dias; C ¢ D - exemplares
vegetais (BR16 ¢ EMBRAPAA48, respectivamente) transferidos para o sistema hidropdnico; E - raiz com
10 dias; F ¢ G - porgdo aérea (folhas e caule) com 10 dias (BR16 ¢ EMBRAPAA4S, respectivamente); H e I
- plantas com 20 dias (BR16 ¢ EMBRAPAA4S, respectivamente); J - cultivares com 25 dias (tempo zero de
déficit hidrico); K até P - 25, 50, 75, 100, 125 ¢ 150 minutos de déficit hidrico, respectivamente.

experimental consistiu em um bloco fatorial randomizado 2 X 7 com trés repeti¢cdes. Os
fatores foram as duas cultivares (BR16 e EMBRAPAA4S) e os sete tempos de déficit hidrico
(0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 minutos - Figuras 3-J até 3-P). O estresse consistiu na
retirada das plantas da solugdo hidroponica deixando-as nas caixas vazias por até 150
minutos, nas condi¢gdes ambientais da casa de vegetacdo. Para cada tempo de déficit
hidrico, foram coletadas amostras de raiz e folha de trés plantas de cada cultivar. Todos os
experimentos realizados estudo foram desenvolvidos com as plantas crescidas nestas

condicgoes.



Tabela 2. Reagentes e Concentragdes para Preparo da Solucao Nutritiva

Solugdo Nome Foérmula P.M. (g/mol)! I(g)? II(mM)> I (uM)* IV (mL)’
A Nitrato de Potassio KNO; 101,10 101,10 1.000,00 6.000,00 6,00
B Nitrato de Calcio Tetra Hidratado Ca(NO3)2.4H.0O 236,20 236,20 1.000,00 4.000,00 4,00
C Fosfato de Amo6nio Monobasico NH4H>PO4 115,00 115,00 1.000,00 2.000,00 2,00
D Sulfato de Magnésio Hepta Hidratado MgS04.7H20 246,50 246,50 1.000,00 2.000,00 2,00

Acido Bérico H3BO3 61,80 2,70 46,30 46,30
Cloreto de Manganés Tetra Hidratado MnCl,.4H,0O 197,90 0,72 3,70 3,70
E Molibdénio Trioxido/Anidrido Molibidico MoO3 143,90 0,02 0,10 0,10 1,00
Sulfato de Cobre II Penta Hidratado CuS04.5H;0 249,80 0,08 0,30 0,30
Sulfato de Zinco Hepta Hidratado ZnS04.7H20 287,50 0,22 0,80 0,80
F Ferro (III) - Acido Etilenodiamino Tetra Acético CioHi3FeN2Og 345.06 4,47 12,95 12,95 1,00

! Peso molecular em g/mol.

2 Peso (em gramas) necessario para preparo de 1000 mL de solugdo estoque.
3 Concentragdo final (em mM) do reagente na solugdo estoque.

4 Concentragdo final (em pM) do reagente na solugdo nutritiva.

3 Volume (em mL) necessario da solu¢do estoque para 1000 mL de solugdo nutritiva. Ap6s adi¢do das seis solugdes estoque, ajustar para pH 6,6 € completar com 4gua para 1000 mL.
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4.2.2. Determinacio de Parimetros Fisiologicos.

Os parametros taxa fotossintética (A4), radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR),
concentracao interna de CO; (C;), condutancia estomatica (g;) ¢ taxa de transpiragao (E),
foram avaliados com auxilio do equipamento LI-6400 Portable Photosynthesis System
(LiCor, Inc.). As medi¢des foram realizadas em triplicata, a partir do tempo zero de déficit
hidrico nas folhas médias do trif6lio mais jovem, totalmente expandido, sob uma densidade
de fluxo de fotons de 1.300 umol m™ s™'. A variagdo de temperatura (AT) é aqui definida
como sendo a diferenga entre a temperatura do ar (7,-) e a temperatura da folha (7ima),
ambas avaliadas também com o equipamento LI-6400. A eficiéncia do uso da dgua (WUE)
foi determinada pela razdo entre as taxas fotossintética (4) e de transpiracao (E£). Os dados
foram submetidos a colecdo de modelos estatisticos ANOVA (Analysis of Variance)
(Eisenhart, 1947), com auxilio dos programas SAS e SANEST (Statistical Analysis System
versdo 8.0) (Zonta, 1984; Schlotzhauer & Littell, 1997), onde os tratamentos foram

comparados pelo teste de Turkey (p < 0,05).

4.2.3. Determinacao da Producao de Etileno.

As amostras para a determinag¢do da producdo de etileno foram coletadas em
frascos de vidro com volume de 50,0 mL vedados com tampa de silicone. Para cada tempo
de déficit hidrico (0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 minutos), foram coletadas, em triplicata
(plantas distintas), 0,5 g de raiz e folha das duas cultivares. Devido ao fato da concentracao
de etileno ser indetectavel na atmosfera do frasco imediatamente, as amostras foram
mantidas vedadas a temperatura ambiente por um periodo de 24 h com a finalidade de
tornar mensuravel o gas na atmosfera do frasco. Para a andlise de etileno, foi empregado o
método descrito por Mainardi e colaboradores (2006) utilizando um cromatdgrafo a gas da
Hewlett-Packard modelo GC-6890 equipado com detec¢ao por ionizacao de chama (Flame
lonization Detector - FID). A coluna utilizada foi a HP-Plot Q (30,0 m, D.I. 0,53 mm). O
volume de injecdo foi de 1,0 mL. As condic¢des de injecdo foram: pressdao de 20,0 psi por 2
minutos, fluxo de ventilagdo de 20,0 mL/min ap6s 30 segundos de inje¢do e a temperatura

do injetor foi mantida a 200,0 °C. As demais condi¢des cromatograficas empregadas
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foram: corrida isotérmica a 30,0 °C empregando hélio como gas carregador em fluxo
constante de 1,0 mL/min; temperatura do detector em 250,0 °C, fluxo de ar e hidrogénio no
detector em 400,0 mL/min e 40,0 mL/min, respectivamente. A estimativa da quantidade de
etileno produzida foi feita em relagdo a injecdo de um padrao de 0,1 pL/L de etileno em ar
sintético da Air Liquid. A producio de etileno é dada em nL (grama de massa fresca)™! h'!

(Mainardi et al., 2006).

4.2.4. Determinacao de ACC Livre.

As determinacdes de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) livre foram
feitas com base no método descrito por Liu e colaboradores (2012). A coleta das amostras
foi semelhante a determinacao da produgdo de etileno, com excecao de que foi coletado 1,0
g de amostra em tubos de polipropileno de 50,0 mL (Falcon, Inc.), sendo posteriormente
congelada em nitrogénio liquido. Aproximadamente 0,5 g do material foi triturado em gral
de porcelana na presenga de N> liquido. O pé resultante foi transferido para um tubo de
centrifuga contendo 5,0 mL de metanol a 60,0 % (v/v) em agua ultrapura. O material foi
mantido sob agitagdo por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugado a
14.000 x g por 10 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e seco
completamente em corrente de nitrogénio. O residuo foi retomado em 200,0 pL de 4gua
ultrapura e transferido para tubo de microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf, Inc.), ao qual
foi adicionado 300,0 uL de tampao borato 200 mM, pH 8,0 e 360,0 uL de fluorescamina
1,0 mM dissolvida em acetona. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida a 25,0 °C
por 10 minutos, sendo em seguida filtrada através de membrana de 0,45 pm de poro para
um frasco de vidro de 2,0 mL. Uma aliquota de 20,0 pL da mistura filtrada foi injetada em
um cromatografo a liquido acoplado a um detector de fluorescéncia (Agilent 1100). A
amostra foi eluida através de uma coluna Luna CI18 (5,0 pm, 300,0 x 4,0 mm, Supelco,
Sigma-Aldrich, USA) e o efluente monitorado em comprimento de onda de excitacdo de
378 nm e de emissdo de 475 nm. Os resultados foram calculados por padronizagdo externa
utilizando curva-padrao de ACC (Sigma-Aldrich, USA) no intervalo de 0,1 a 10,0 pg (Liu

etal., 2012). A determinagdo de ACC livre é dada em ng (grama de massa fresca)™.
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4.2.5. Extracao e Quantificacao de RNA Total.

Utilizando o protocolo do reagente Trizol (Invitrogen, Inc.), o RNA total de raiz e
folha das cultivares de soja BR16 e EMBRAPAA48 foi extraido em triplicata (com plantas
distintas), em diferentes tempos de déficit hidrico (0, 25, 50, 75, 100, 125 ¢ 150 minutos)
(Chomczynski & Sacchi, 1987). Ao final de cada tempo, foi triturado aproximadamente
0,5 g de cada tecido em gral de porcelana na presenca de N> liquido. O p6 resultante foi
transferido para tubo de microcentrifuga com capacidade para 2,0 mL. Em seguida, cada
amostra foi homogeneizada vigorosamente com 1,0 mL de Trizol a temperatura ambiente
por 15 segundos. A solugdo foi posteriormente centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a
4,0 °C. O sobrenadante resultante foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado
200,0 pL de cloroformio (Merck, Inc.). A solugdo foi agitada vigorosamente por 15
segundos, incubada a temperatura ambiente por 5 minutos (com inversdes) e centrifugada a
15.000 x g por 15 minutos a 4,0 °C. A fase aquosa (superior), que correspondeu a cerca de
60,0 % do volume total, foi transferida para um novo tubo, onde o RNA total foi
precipitado com adi¢do de 0,5 mL de isopropanol (Merck, Inc.). Apds incubacdo a 4,0 °C
por 10 minutos, a solugdo foi centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a 4,0 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA lavado com 1,0 mL de etanol 75,0 %
(v/v), seguindo com uma centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4,0 °C. O
sobrenadante foi mais uma vez descartado e o precipitado seco a temperatura ambiente,
com os tubos invertidos, por 5 minutos. O RNA total foi ressuspenso com 50,0 uL de agua
ultrapura e quantificado em espectrofotometro (Qubit - Invitrogen, Inc.), onde foi analisada
também a pureza de cada amostra (A260nm/A280nm > 1,8; Az20nm > 0,1A260nm). Fol realizada

eletroforese em gel de agarose 1,0 % (p/v) para anélise da integridade dos RNAs obtidos.

4.2.6. Tratamento das Amostras de RNA Total com DNAse 1.

Com a finalidade de excluir qualquer DNA contaminante, as amostras de RNA total
foram tratadas com DNAse I (Invitrogen, Inc.) (Sutton et al., 1997). Para um volume final
de 9,0 uL, foram tratados 4,0 pg de RNA com 0,2 uL de DNAse I 10 U/puL em 0,9 uL de
Tampao 10 X [200,0 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20,0 mM MgCl, 500,0 mM KCI] e 4gua
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ultrapura para completar o volume. As amostras foram incubadas em Termomix
(Eppendorf, Inc.) a 37,0 °C por 20 minutos, seguidos de 5 minutos a 65,0 °C para
inativacao da enzima. Para posterior teste de eficacia do tratamento, cada amostra tratada
foi molde para realizagdo de uma PCR convencional com oligonucleotideos que
reconhecem especificamente introns, seguida de visualizagdo em gel de agarose 1,0 %

(p/v). Desta forma, as amostras selecionadas foram somente as PCR negativas.

4.2.7. Sintese de DNA Complementar (cDNA).

As amostras de RNA total previamente tratadas com DNAse I foram utilizadas
como molde para a sintese de cDNA. A enzima escolhida para tal procedimento foi a
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Kotewicz et al.,
1985). Inicialmente, a mistura contendo o RNA previamente tratado com DNAse I (4,0 pg
em 9,0 uL) e 1,0 uL do oligonucleotideo NV(dt)3o (N: qualquer desoxirribonucleotideo e
V: dGTP, dATP e dCTP) na concentracdo de 500,0 ng/mL, foi submetida a um processo
de desnaturagdo (incubagdo a 70,0 °C por 3 minutos seguida de outra a 0,0 °C por mais 3
minutos). Em seguida, a estes 10,0 uL de solu¢do foram adicionados: 5,0 uL do 5 X First
Strand Buffer [250,0 mM Tris-HCI (pH 8.3 a temperatura ambiente), 375,0 mM KClI, 15
mM MgCl,]; 2,0 uL de 0,1 M ditiotreitol (DTT); 0,5 uL de RNAse Out 40 U/uL (Inibidor
Recombinante de RNAse - Invitrogen, Inc.); 1,0 pL de 10,0 mM desoxirribonucleotideos
(dNTPs); 0,5 pL de agua ultrapura. Esta mistura foi pré-aquecida em Termomix a 42,0 °C
por 2 minutos, momento este em que foi adicionado 1,0 uL de M-MLV RT 200 U/uL
(Invitrogen, Inc.). Por fim, a reacdo de sintese da primeira fita de cDNA, com volume final
de 20,0 pL, foi incubada a 42,0 °C por 90 minutos, seguida de inativa¢do da enzima por 15
minutos a 70,0 °C. O cDNA gerado foi usado como substrato em experimentos posteriores

de determinacao de niveis de expressao de transcritos génicos.
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4.2.8. PCR Quantitativa em Tempo Real (qPCR).

Com a finalidade de validar dados de transcriptoma, foram realizados experimentos
de PCR em Tempo Real (qPCR) com oito genes identificados como participantes das rotas
metabolicas de biossintese e sinalizacdo por etileno em soja: trés referentes a biossintese
(MAT, ACS e ACO); e cinco referentes a sinalizagdo (dois de transdugdo de sinal - ETR e
CTR; e trés pertencentes a superfamilia de fatores de transcricio AP2/ERF - ERF069,
ERF223 e RAV). A selegao destes genes foi feita levando-se em consideracao
principalmente niveis de expressdo diferencial no transcriptoma e relevancia nas rotas
estudadas.

Os oligonucleotideos foram desenhados com auxilio do programa Primer 3 Plus
(http://primer3plus.com/) (Untergasser et al., 2007) usando o critério de geracdo de
produtos de PCR (amplicons) de 120 a 200 pb com Ty = 60,0 + 2,0 °C. Foram utilizados
quatro genes como normalizadores de expressdo ou enddgenos (de referéncia): dois para as
amostras de raiz (ACT11 e UBC2) e dois para folha (CYP2 e ELF1A4), sendo que a escolha
dos mesmos foi determinada por dados da literatura (Kulcheski et al., 2010; Miranda et al.,
2013) e analise de estabilidade nas amostras. Analises de curvas de fusdo (melting) e de
géis de eletroforese dos amplicons confirmaram que os oligonucleotideos amplificaram
somente produtos TtUnicos e do tamanho esperado (as informagdes sobre os
oligonucleotideos encontram-se na Tabela 3).

Os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas para cada uma das trés
réplicas bioldgicas, totalizando assim nove repeti¢des experimentais para cada amostra de
cDNA de raiz e folha das duas cultivares analisadas (BR16 ¢ EMBRAPA48) nos sete
diferentes tempos de déficit hidrico (0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 minutos).

As PCRs foram realizadas em placas oticas de 96 pogos no equipamento 4ABI Real
Time PCR System 7500 Fast (Applied Biosystem, Inc.) com o método de quantificacdo de
C: (ciclo limiar - cycle threshold) comparativa (AAC;). O corante utilizado foi SYBR Green,
que possui a propriedade de se intercalar em moléculas de DNA fita dupla (Papin et al.,
2004). Para cada reacao de 10,0 uL, foram utilizados 2,0 pL de cDNA fita simples com
aproximadamente 50,0 ou 100 ng (diluigdes de 1:80 e 1:40 respectivamente), 0,5 puL de
cada oligonucleotideo (forward e reverso) na concentracdo inicial de 4,0 ou 10,0 uM, 2,5

uL de SYBR Green Rox Plus (LGC Biotecnologia, Inc.) e 4,5 pL de agua ultrapura.



Tabela 3. Relacdo de Genes e Oligonucleotideos para PCR em Tempo Real
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Simbolo ~ Nome Genérico Locus ID Sequéncia do Oligonucleotideo Forward (5°-3”) Sequéncia do Oligonucleotideo Reverso (5°-3) T.A. (pb)! [1nM?  Eficiéncia (%)
ACO GmACO#012 Glymal4g05350 CCA ATG CGC CATTCC ATTGTITG TGA GGC TAC GGA CAT TCT GGT C 126 500 82,5+0,8
ACS GmACS#006 Glyma05g36250 CTC TTA ACCTTC ATT CTT GCT AACC TTG CTT CTG CTT CTT TGT ATG C 187 200 86,3+0,3
CTR GmCTR#003 Glymal0g07610 ATG ATC CCA ATT TCC TCG ATC C GGA ATC CAT CCC GTG AAT TAG G 188 200 81,4+0,2

ERF069 GmERF#069 Glyma05g32040 TCT GGT TTG AAC AGA GAG AAG G AGA AGA AGG TGG CAT AGA ACC 198 500 87,8+0,5

ERF223 GmERF#223 Glymal6g32330 TCT CCT CTT CCT TGG ACT CG CAC CTC ACT TAC CCA CTT ATC C 191 500 83,5+0,4
ETR GmETR#007 Glymal9g40090 ATG GAT GCC TTC AAG AAG TGG GCA CAT ATC TTC CCA CAA GAG G 188 500 85,8+0,3
MAT GmMAT#008 Glymal5g21890 TGA TGA GAA GAC CAT TTT CCATTT G CAC AAT GTA GGC ACC ACT CCT A 187 500 81,7+0,3
RAV GmRAV#001 Glyma01g22260 GTG AGC AGC TAT TCC AGA AGG CTT TCC CTC CAA CGT CTT CG 180 500 80,9+0,4

- ACTI11? Glymal8g52780 CGG TGG TTC TAT CTT GGC ATC GTC TTT CGC TTC AAT AACCCT A 142 500 84,6+0,5
- CYP2* Glymal2g02790 CGG GAC CAG TGT GCT TCT TCA CCC CTC CAC TAC AAA GGC TCG 154 500 83,3+0,3
- ELF1A* Glyma05g24110 GAC CTT CTT CGT TTC TCG CA CGA ACC TCT CAA TCA CAC GC 161 500 84,4+0,3
- UBC2? Glymal8gl16160 TCC CCT CAC ACCCTTCCT C CCA TCC CAA GGG GTG TCAT 185 500 83,6+0,3

! Tamanho do amplicon (pares de base).

2 Concentragdo final dos oligonucleotideos utilizados nos experimentos.
3 Genes enddgenos utilizados para normalizagdo de amostras foliares.
* Genes enddgenos utilizados para normalizagio de amostras radiculares.
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As diluigdes do cDNA assim como a concentracao final dos oligonucleotideos para
cada gene alvo e enddgeno encontram-se na Tabela 3. Ja no equipamento, as reacdes foram
incubadas a 95,0 °C por 15 minutos para ativacdo da enzima, seguida por 40 ciclos de 30
segundos a 95,0 °C (desnaturacao), 30 segundos a 60,0 °C (anelamento) e 30 segundos a
72,0 °C (extensao). Os demais parametros de reagdo foram os padrdes estabelecidos pelo
fabricante. A variagdo dos valores normalizados (AR, - raw fluorescence data) gerados nos
experimentos foram processados pelo programa online Real Time PCR Miner
(http://www.miner.ewindup.info/) (Zhao & Fernald, 2005), fornecendo parametros
importantes para posterior andlise dos dados (eficiéncia dos oligonucleotideos e C;,
apresentados nas Tabelas 3). O programa Miner foi usado para determinar os pontos de
inicio e o fim da fase inicial das PCRs a partir do AR,. Ele também estimou a eficiéncia de
amplificacdo dos oligonucleotideos através de um algoritmo de regressdo linear sem a
necessidade de uma curva padrao. Além disso, os valores de ciclo limiar (C;) foram
convertidos pelo programa gBASE versdo 1.3.5 (Hellemans et al., 2007) em quantificacdes
relativas normalizadas (NRQ). Os valores foram apresentados em graficos, todos em
funcdo do menor valor de expressao relativa, cujo valor ¢ determinado como 1,0 (um). As
analises estatisticas foram feitas com auxilio do programa REST 2009 (Relative Expression
Software Tool - Qiagen, Inc.) (Pfaffl et al., 2002) de duas formas: a primeira onde foram
comparados os valores relativos de expressdo dos genes de interesse entre as duas
cultivares de soja (BR16 e EMBRAPA48) em um mesmo tecido (raiz ou folha) sob as
mesmas condi¢des de estresse; e a segunda onde os valores de expressdao dos genes alvo
em um mesmo tecido da planta ndo estressada (tempo zero) foram confrontados com os da

estressada (demais tempos de déficit hidrico) de uma mesma cultivar.
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5. RESULTADOS.

5.1. IDENTIFICACAO IN SILICO E ONTOLOGIA DOS GENES.

Foram analisados um total de 957 genes, sendo 455 deles relacionados com as
plantas modelo (221 referentes a A. thaliana e 234 a O. sativa) e 502 com Glycine max.
Estes genes foram divididos em trés grupos principais: biossintese de etileno, transdugdo
de sinal mediada por este fitormonio € membros da superfamilia de fatores de transcri¢do
AP2/ERF (familias AP2, ERF e RAV) (Tabela 4). Os genes de biossintese de etileno em A.
thaliana, O. sativa ¢ Glycine max correspondem respectivamente a 19,91 %, 16,24 % ¢
21,51 % em relacdo ao total de genes analisados para cada espécie vegetal. Ja os genes
relativos a transdugdo de sinal mediada por este fitormonio correspondem a 13,57 %, 14,53
% e 13,55 % do total de genes analisados em A. thaliana, O. sativa e Glycine max
respectivamente. Por fim, os membros da superfamilia de fatores de transcricio AP2/ERF
representam 66,52 % dos genes analisados de 4. thaliana, 69,23 % de O. sativa e 64,94 %
de soja. Desta forma, observa-se que a variacao relativa da quantidade de genes nas classes

analisadas pouco varia entre as espécies em questao.

Tabela 4. Sumario dos Genes Analisados em Diferentes Plantas

Numero de Genes

Grupo Arabidopsis thaliana Glycine max Oryza sativa
Biossintese 44 108 38
Transducao de Sinal 30 68 34
Superfamilia AP2/ERF 147 326 162
Total 221 502 234

A organizacdo dos 502 genes analisados no genoma da soja foi representada na
Figura S1, sendo que a maioria deles encontra-se geralmente nas extremidades de um dos
20 cromossomos com alta taxa de duplicacdo. Com relagdo a localizacdo na fita de DNA,
49,60 % deles se localizam na fita positiva (senso) e 50,40 % na fita negativa (anti-senso).

Quanto ao numero de genes por cromossomo, em valores absolutos, o cromossomo 13 € o
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que apresenta o maior numero de genes identificados (41 genes), juntamente com o maior
numero de representantes da superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF (28 genes). J&
os cromossomos 18 e 3 apresentam, respectivamente, o maior numero de genes
relacionados com a biossintese de etileno (10 genes) e com a transdugdo de sinal mediada
por este fitormoénio (7 genes). Além disso, os cromossomos 15 e 16 ndo possuem
representantes do grupo relativo a transducdo de sinal. Apds normalizagdo do niimero de
genes com o tamanho de cada cromossomo (em megabases - 10° pares de bases),
observou-se que a maior densidade de genes relativos a biossintese de etileno encontra-se
nos cromossomos 13 e 18, assim como os cromossomos 3 e 13 apresentam
respectivamente a maior densidade de genes relativa a transducdo de sinal e fatores de
transcricao da superfamilia AP2/ERF.

Com relacdo a ontologia dos 502 genes de soja, apds a anotacdo funcional, os
resultados foram agrupados em trés categorias: componentes celulares, fungdo molecular e
processos biologicos (Figura 4). Em relacdo aos componentes celulares, foram encontrados
83 GO terms em 11 niveis, sendo que para o nivel 2 (Figura 4-A), 31,3 % foram
encontrados na célula, 29,6 % na organela, 14,5% na membrana, 12,9 % no lumen
vinculado @ membrana, 4,5 % na regido extracelular, 3,2 % com jun¢ao celular e simplasto
e 0,6 % com complexo macromolecular. J& para a fun¢do molecular, foram encontrados
199 GO terms em 7 niveis, sendo que para o nivel 2 (Figura 4-B), 46,6 % estdo
relacionados com interagdo em geral, 33,5 % com interagdo com 4cidos nucleicos, 15,6 %
com atividade catalitica, 2,4 % com atividade de transdug¢do molecular, 1,1 % com
atividade de receptor, 0,4 % com atividade de regulagdo enzimatica e 0,3 % relacionados
com transporte. Por fim, para processos bioldgicos, foram encontrados 1.319 GO ferms em
14 niveis. No nivel 2 (Figura 4-C), a maior parte dos genes estéd relacionada com processos
metabolicos e celulares (9,3 % cada), seguidos por processo de organismos Unicos (9,1 %),
resposta a estimulos (9,0 %), regulacao biologica (8,4 %), processos de desenvolvimento e
organismos multicelulares (7,8 % e 7,7 %, respectivamente), sinalizacdo (6,7 %),
localizag¢do (6,3 %), organizacdo de componente celular (6,2 %), processo de multiplos
organismos (6,1 %), reproducdo (5,2 %), processo de sistema de defesa (4,8 %),

crescimento (3,2 %), processo ritmico (0,8 %) e adesdo biologica (0,1 %). Algumas
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Figura 4. Classificacio Ontolégica das Sequéncias de Soja Analisadas. Os trés graficos apresentam os subgrupos ontologicos (nivel 2) em que as 502 sequéncias de
soja selecionadas estdo inseridas. Legendas: A - componente celular; B - fun¢do molecular; C - processo bioldgico
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sequéncias foram classificadas em mais de uma categoria, sendo assim, a soma das
sequencias nas categorias excedeu o numero total de 502.

Em seguida, foram realizadas analises das proteinas codificadas pelos genes de
Arabidopsis thaliana (Tabelas S1 a S5), Oryza sativa (Tabelas S6 a S10) e Glycine max
(S11 a S15), onde foram identificadas as principais caracteristicas de cada sequéncia de
residuos de aminoacidos predita (tamanho e presenca/localizagdo de dominios proteicos
conservados). Em relacdo a soja, também foram identificadas as sequéncias homologas
com Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, o que propiciou a inferéncia de possiveis
funcdes. Nas trés espécies vegetais analisadas, foram identificados segundo o banco de
dados PFAM um total de 36 dominios proteicos conservados, sendo 15 deles em proteinas
do grupo relacionado com a biossintese de etileno, 19 em representantes da transdugdo de

sinal mediada por este fitormonio e dois dominios em proteinas da superfamilia AP2/ERF.

5.2. EXPERIMENTO DE BBH.

Com a finalidade de identificar possiveis proteinas de soja ortélogas a proteinas de
A. thaliana e O. sativa, foi realizado o experimento de melhor “hit” bidirecional (Best
Bidirectional Hit) ou BBH, comparando os bancos de dados das trés espécies vegetais.
Dentre as proteinas codificadas pelos 502 genes de soja analisados, foram identificados
176 eventos BBH positivos com A. thaliana e/ou O. sativa, sendo 23,73 % relacionados
com a biossintese de etileno, 14,77 % com a transdugdo de sinal mediada por este
fitormonio e 62,5 % com membros da superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF
(11,36 % com a familia AP2; 49,43 % com a familia ERF; ¢ 1,71 % com a familia RAV)
(Tabelas S16 a S20). Com relacdo ao total de proteinas de soja identificadas, 13,90 % das
relacionadas com a biossintese do fitormdnio gasoso sdo BBH positivas com proteinas de
A. thaliana, 9,30 % com O. sativa e 13,90 % com as duas espécies vegetais. As proteinas
de soja relacionadas com a transdugdo de sinal mediada por etileno apresentam 8,80 % de
seu total BBH positivas com A. thaliana, 11,80 % com O. sativa e 17,6 % com as duas
espécies vegetais. Por fim, os membros da superfamilia AP2/ERF de fatores de transcri¢ao
de soja apresentam 15,95 % de seu total BBH positivas com A. thaliana (19,60 % dos
membros da familia AP2; 14,90 % da familia ERF; e 40,00 % dos membros da familia
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RAYV), 10,74 % com proteinas de O. sativa (17,40 % dos membros da familia AP2; 9,50 %
da familia ERF; e 20,00 % dos membros da familia RAV), e 7,06 % com as duas espécies
vegetais (6,50 % dos membros da familia AP2; 7,30 % da familia ERF; e nenhum membro
da familia RAV) (Figura 5). Desta forma, com exce¢ao do grupo relativo referente a
proteinas relacionadas com a transdugdo de sinal mediada por etileno, todos os grupos
proteicos de soja analisados apresentaram um maior nimero de possiveis ortélogos com A.
thaliana, quando comparados a O. sativa, indicando uma maior proximidade filogenética
das proteinas de soja analisadas, e, possivelmente das referidas rotas metabodlicas, com a

planta modelo A. thaliana.

Figura 5. Experimento de Melhor “Hit” Bidirecional (BBH). O grafico
exibe a porcentagem de proteinas de soja BBH positivas presentes em cada
grupo proteico analisado. ! EBS e ? EST - proteinas relacionadas a biossintese
e transdugdo de sinal mediada por etileno, respectivamente; > ALL - percentual
geral (considerando todas as proteinas de soja analisadas). 4 Duplo Positiva -
proteinas de soja BBH positivas com Arabidopsis thaliana e Oryza sativa
simultaneamente. As proteinas identificadas neste experimento in silico
encontram-se listadas nas Tabelas S18 - S22.
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5.3. PREDICAO DE MODELOS IN SILICO EM SOJA.

5.3.1. Biossintese de Etileno.

Os tecidos vegetais produzem etileno a partir de metionina por uma série de reagdes
enzimaticas, onde a S-adenosil-metionina (AdoMet ou SAM), fornecida pelo ciclo de
Yang, ¢ convertida a ACC (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico) por agdo da enzima
ACC sintase (ACS), que por sua vez ¢ convertido a etileno por acdo da enzima ACC
oxidase (ACO) (Yang & Hoffman, 1984). Desta forma, com base no modelo proposto para
a biossintese de etileno em A. thaliana, os 108 genes de soja relacionados com esta rota
metabolica, foram divididos em trés subgrupos: ciclo de Yang, biossintese de etileno
propriamente dita e degradacdo/conjugacdo de ACC (Figura 6). A partir desta subdivisdo,
21,30 % dos genes deste grupo estdo associados com o ciclo de Yang, 44,44 % com a
biossintese de etileno propriamente dita (genes MAT, ACS e ACO) e 34,26 % com a
degradagao/conjugacdo de ACC [conjugagdo com N-malonil (genes ACT), y-glutamil
(genes GGT) e degradacao (genes ACD)] (Tabela S11).

Pommerrenig e colaboradores (2011), apresentaram um possivel modelo para as
reagoes de reciclagem da metionina através do ciclo de Yang em Plantago e A. thaliana
(Pommerrenig et al., 2011). Com base nesse neste trabalho, foi proposto para soja um
modelo in silico para esta rota, onde foram identificados homdlogos para todas as enzimas
que a compde: MTN (5-metil-tio-adenosina nucleosidase), MTK (5-metil-tio-riobose
cinase), MTI (5-metil-tio-ribose-1-fosfato isomerase), DEP (complexo desidratase-enolase-
fosfatase), ARD (aciredutona dioxigenase), e AAT (aminoacido transferase) ou ASP
(aspartato aminotransferase) (Figura 6).

Com relagdo a biossintese de etileno propriamente dita, foram identificadas 11
homologos em soja relacionados com a primeira enzima desta rota em A. thaliana, enzima
esta denominada de MAT (metionina-adenosil transferase) ou SAMS (S-adenosil-metionina
sintetase) e ¢ responsavel pela producdo de AdoMet tanto para biossintese de etileno
quanto para outras rotas metabolicas, como biossintese de ligninas e poliaminas (Yang &

Hoffman, 1984; Amthor, 2003).
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Figura 6. Modelo Proposto para Biossintese de Etileno em Soja.
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Figura 6 (cont.). Modelo Proposto para Biossintese de Etileno em Soja. Experimentos in silico
identificaram 108 proteinas que podem estar envolvidas direta ou indiretamente com a biossintese de
etileno em soja. No modelo pode-se observar: verde - ciclo de Yang; vermelho - biossintese de etileno;
azul - degradagdo e conjugacdo de ACC (l-aminociclopropano-1-acido carboxilico) com outros
metabolitos (grupamentos malonil e glutamil); amarelo - biossintese de poliamina/lignina (exemplo de
desvio da produgdo de S-adenosil-metionina para outras rotas metaboélicas). Enzimas: 1 - MAT
(metionina-adenosil transferase) ou SAMS (S-adenosil-metionina sintetase); 2 - ACS (1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico sintase); 3 - ACO (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
oxidase); 4 - MTN (5-metil-tio-adenosina nucleosidase); 5 - MTK (5-metil-tio-riobose cinase); 6 - MTI (5-
metil-tio-ribose-1-fosfato isomerase); 7 - DEP (complexo desidratase-enolase-fosfatase); 8 - ARD
(aciredutona dioxigenase); 9 - 44T (aminoacido transferase) ou ASP (aspartato aminotransferase); 10 -
ACD (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico deaminase); 11 - ACT (aciltransferase; N-malonil
transferase); 12 - GGT (y-glutamil transpeptidase). Outras siglas: Asc - ascorbato; DHAsc - diidroxi-
ascorbato; HCN - cianeto de hidrogénio. Os asteriscos azuis (*) presentes nos ntimeros 11 e 12 indicam
enzimas que podem ser candidatas a desempenhar a funcdo descrita no modelo, mas suas funcdes
descritas in vitro e in vivo nao estdo associadas primariamente com esta rota metabdlica. Cada enzima ¢
representada por um nome genérico (ver Tabela S11).

Dentre as trés familias de enzimas que participam da biossintese propriamente dita
de etileno, a mais estudada ¢ a responsavel pela producao do precursor imediato do
fitormdnio, a [-aminociclopropano-I-dcido carboxilico sintase (ACS), que converte S-
adenosil-metionina em 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC). Pelo fato desta
enzima pertencer & uma familia multigénicas e pela presenca de sitios de fosforilagdo na
porcdo C-terminal de alguns de seus membros, Liu e colaboradores (2004) propuseram
para A. thaliana uma classificagdo baseada nestas possiveis modificagdes pos traducionais
detectadas nesta por¢ao. Sao classificadas como ACS do tipo I, as que possuem em seu C-
terminal sitios de fosforilagdo para as enzimas cinases dependentes de calcio (CPK ou
CDPK) e para proteinas MAP cinases, semelhantes a AtCDPK2 e AtMPK6 de A. thaliana,
respectivamente; ACSs do tipo Il as que apresentam na mesma regido somente sitios de
fosforilagdo somente para CPKs; e ACSs do tipo IIl as que ndo possuem sitio de
fosforilagdo em seu C-terminal. (Liu & Zhang, 2004). Posteriormente, Tucker e
colaboradores (2010) propuseram tal classificagdo para as 21 sequéncias que apresentam
similaridade com ACSs identificadas em soja, mostrando uma possivel relacdo filogenética
das mesmas com as de A. thaliana, além de relacionar sua expressdo com a infec¢ao
ocasionada pelo nematoide Heterodera glycines (Tucker et al., 2010). O presente trabalho
apresenta uma divisdo da sequéncia de residuos de aminoécidos das possiveis ACSs
identificadas em soja, correlacionando-as filogeneticamente ndo somente com A. thaliana,
mas também com seus homologos em O. sativa, além de inferir in silico os possiveis sitios

de fosforilacdo pelas respectivas cinases (Figura 7).
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Figura 7. Classificaciio das ACSs de Arabidopsis thaliana, Glycine max e Oryza sativa.
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Figura 7. Classificacio das ACSs de Arabidopsis thaliana, Glycine max e Oryza sativa. A figura
apresenta a clusterizagdo existente entre as sequéncias de aminoacidos de ACSs (1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico sintase) de soja com Arabidopsis thaliana ¢ Oryza sativa. Esta relagdo possibilita a
classificagdo de acordo com a presenca/auséncia de possiveis sitios de fosforilacdo por proteinas cinase
calcio dependente (CDPK ou CPK) e/ou proteinas MPK6 (proteina cinase ativada por mitégeno 6 -
MAPKGO6) na extremidade C-terminal destas proteinas. Desta forma, estas sequéncias de aminoacidos
podem ser divididas em trés classes: tipo I (circulos vermelhos; modelo A) - presenca de sitios de
fosforilagao por CPK e MPKG6; fipo II (circulos amarelos; modelo B) - presenca de sitios de fosforilagdo
somente para CPK; e, tipo III (circulos azuis; modelo C) - auséncia de sitios de fosforilacdo para ambas
as cinases (Liu & Zhang, 2004; Tucker et al., 2010). As sequéncias representadas pelos circulos verdes
sdo classificadas como semelhantes a ACSs, uma vez que AtACS10 e AtACS12 provavelmente ndo
possuem atividade ACS e podem também ser classificadas como possiveis aminoacido transferase (AAT)
(Yamagami et al., 2003). AtACS1 ndo possui atividade ACS por possuir delecdes em seu centro
catalitico, mas AtACS2 possui (Yamagami et al., 2003). O retangulo cinza destaca a por¢do C-terminal
do centro catalitico (posicao a esquerda), o retangulo azul o sitio de fosforilacdo por CPK e o retingulo
laranja por MPK6. Os residuos de aminoacidos sublinhados sdo os com maior probabilidade de serem
fosforilados em cada sequéncia. Cada proteina ¢ representada por um nome genérico (ver Tabelas S1, S6
e S11).

Observa-se uma divisao das sequéncias de residuos de aminoacidos semelhante a
apresentada por Tucker, com sequéncias das trés espécies distribuidas uniformemente entre
os trés tipos de ACSs em questdo, o que indica um certo nivel de conservagdo evolutiva
desta enzima nas espécies vegetais em questdo. Além disso, algumas sequéncias
(GmACS#003, GmACS#013, GmACS#016 ¢ GmACS#019), mesmo apresentando alta
similaridade com sequéncias de ACS, encontraram-se separadas filogeneticamente das
demais, onde o principal ponto de diferenca foi detectado no dominio catalitico. Desta
forma, essas sequéncias foram classificadas como sendo semelhantes a ACS (A4CS-like),
pertencentes a familia das enzimas classificadas como aminodcido transferases (AATS),
familia em que as ACSs estdo inseridas.

Apos a sintese de ACC, o mesmo € convertido a etileno pela acdo da enzima ACC
oxidase (ACO). No genoma de soja, foram identificados 16 genes referentes a esta enzima,
dentre os quais 6 codificam proteinas ortdlogas com A. thaliana e /ou O. sativa
(GmACO#004, GmACO#006, GmACO#007, GmACO#008, GmACO#009 e
GmACO#014) (Tabela S16).

Além de ser substrato para a biossintese de etileno, o ACC pode ser utilizado em
reacoes de conjugacdo com grupamentos malonil e glutamil, gerando respectivamente
malonil-ACC (MACC) e glutamil-ACC (GACC) (Kende, 1993; Martin et al., 1995). A
enzima responsavel pela formacdo de MACC ¢ a chamada /-aminociclopropano-1-dcido

carboxilico-N-malonil transferase, identificada em extratos proteicos vegetais, mas que
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ndo teve seu respectivo gene ainda caracterizado em plantas modelo. Desta forma, foram
selecionados trinta possiveis genes candidatos a esta funcdo em soja, tendo utilizando
como modelo seis aciltransferases (ACT) de A. thaliana que foram descritas com
atividades de malonil transferases (Tabelas S1 e S11). Deste total, 5 destas enzimas foram
consideradas BBH positivos com A. thaliana e/ou O. sativa (GmACT#003, GmACT#006,
GmACT#017, GmACT#020 ¢ GmACT#023) (Tabela S16). Vale a pena ressaltar que
mesmo que a maioria das enzimas com atividade de malonil transferase possuam papel na
biossintese de acidos graxos, pode-se imaginar que algum de seus representantes possa vir
a ter atividade de N-malonizacdo o que, apds este processo de selecdo in silico, precisa ser
profundamente analisado em experimentos tanto in vitro quanto in vivo. Com relagdo a
forma¢do de GACC, foram identificadas in silico cinco enzimas y-glutamil transpeptidase
(GGT) em soja, capazes de participar desta reacdo de conjugacdo, sendo somente duas
(GmGGT#001 e GmGGT#003) BBH positivas com Arabidopsis thaliana e Oryza sativa
(Tabela S16).

Por fim, o0 ACC pode também ser substrato da enzima ACC deaminase (ACD), que
converte irreversivelmente o precursor de etileno em oxobutirato (Figura 7) (McDonnell et
al., 2009). Em soja, foram identificados dois genes que codificam enzimas homoélogas a
ACD de 4. thaliana (GmACD#001 e GmACD#002), sendo somente uma considerada
BBH positiva (GmACD#001) (Tabela S16).

5.3.2. Transducio de Sinal Mediada por Etileno.

Semelhante a outros sistemas de transdug¢do de sinal, o etileno em plantas ¢
reconhecido por receptores especificos que desencadeiam mecanismos moleculares
envolvendo cascatas com proteinas cinases e regulatorias que culminam em respostas
especificas, como a regulagdo transcricional de genes alvo. Em A. thaliana, o etileno ¢
percebido por uma familia de cinco receptores que regulam negativamente as rotas de
sinalizacdo mediada por este fitormonio (Hua & Meyerowitz, 1998; Wang et al., 2003; Qu
& Schaller, 2004). Na auséncia de etileno, os receptores ativam CTRI1, uma cinase
serina/treonina que suprime a resposta por este gas (Kieber et al., 1993; Clark et al., 1998).

O alvo direto de fosforilacio de CTR1 ¢ EIN2, uma proteina com similaridade a
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transportadores Nramp, que ¢ mantida em um estado inativo quando fosforilado por CTR1
(Alonso et al., 1999; Ju & Chang, 2012; Qiao et al., 2012). Na presenca de etileno, os
receptores inativam CTRI1, atenuando assim a supressdo em elementos de sinalizagdo a
jusante. Como resultado, EIN2 sofre protedlise em seu dominio C-terminal, que apds ser
liberado migra até o nucleo por mecanismos ainda ndo conhecidos (Ju & Chang, 2012;
Qiao et al., 2012; Wen et al., 2012), ativando direta ou indiretamente os fatores de
transcricdo EIN3/EIL, que por sua vez iniciam a resposta transcricional mediada por
etileno (Chao et al., 1997; Solano et al., 1998; Alonso et al., 2003).

No presente trabalho foram identificados 68 genes relacionados com a transdugdo
de sinal mediada por etileno em soja, sendo que 38,24 % das proteinas por eles codificadas
sdo consideradas ortdlogas com A. thaliana e/ou O. sativa por experimento de BBH,
representando a maioria dos componentes analisados da rota (Tabela S17). Do total de
genes relativos a transdugao de sinal mediada por etileno em soja, 32,38 % correspondem a
receptores especificos (ETR) e a proteinas importantes para sua atividade (RAN e RTE),
7,35 % com proteinas CTR, 4,41 % com proteinas EIN2, 19,11 % com proteinas cinases
(CPK, MKK e MPK), 24,99 % com proteinas F-box, importantes em processos
proteoliticos via proteassoma 26S (ETO/EOL e EBF), 7,35 % com os fatores de
transcricao EIN3/EIL e 4,41 % com a exoribonuclease EINS5, importante na degradacao
dos transcritos de EIN3/EIL (Figura 8).

Dentre os cinco receptores para etileno descritos em A. thaliana (ETR1, ETR2,
ERS1, ERS2, EIN4), somente quatro foram identificados em soja, sendo eles homologos a
ETRI e ETR2 (pertencentes a subfamilia I - GmETR#001, GmETR#003, GmETR#006 e
GmETR#007), e homodlogos a ERS1 e EIN4 (subfamilia II - GmETR#002, GmETR#004,
GmETR#005, GmETR#008, GmETR#009, GmETR#010 ¢ GmETR#011) (Chang et al.,
1993; Hua et al., 1995; Hua et al., 1998; Sakai et al., 1998). Semelhante a mesma planta
modelo, os receptores identificados em soja sdo compostos por quatro principais dominios:
(1) dominio regulador de resposta de receptor (PF00072); (i1) dominio histidina cinase A
(fosfoaceptor) (PF00512); (iii) dominio GAF (PF01590); e (iv) histidina cinase’, DNA
girase B~ e semelhante a ATPase (PF02518). Foi observado que a combinacdo destes
dominios caracteriza as familias de receptores identificadas, sendo que os homodlogos a

ETR1 apresentam os quatro dominios em sua estrutura, os homodlogos a



Figura 8. Modelo Proposto para Transducéo de Sinal Mediada por Etileno em Soja.
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Figura 8 (cont.). Modelo Proposto para Transducio de Sinal Mediada por Etileno em Soja.
Experimentos in silico identificaram 68 proteinas envolvidas com a transdugdo de sinal mediada por
etileno em soja. Os retangulos marrons exibem proteinas da rota identificadas em Arabidopsis thaliana
e nos retangulos brancos encontram-se os genes de soja que codificam proteinas homdlogas a esta
planta modelo; os retingulos laranjas ilustram sensores de membrana que respondem a estresse biotico
e abidtico e receptores para sinais endogenos (i.e. outros fitormonios); o retingulo roxe representam
mRNAs referentes a proteinas ETP; o retingulo com o contorno pontilhado (acompanhado de ponto de
interrogacdo) representa proteina na rota que ainda ndo foi identificada em nenhuma das plantas
estudadas; os hexdgonos azuis e roxos representam as enzimas ACSs do tipo I e do tipo II
respectivamente; os circulos pretos ¢ vermelhos correspondem a ubiquitina e grupamentos fosfato
respectivamente; as setas cinza correspondem as rotas que ocorrem na presenca de etileno e/ou a sinais
ambientais de estresse biotico/abidtico; as setas pontilhadas em vermelho e cinza representam
respectivamente as vias que intercorrem na auséncia do fitormonio e rotas que culminam na biossintese
de etileno; as linhas pretas indicam interagdo entre proteinas. Os compartimentos celulares representados
sdo: reticulo endoplasmatico (bege), complexo de Golgi (verde), niucleo (branco) e citoplasma (azul).
Siglas: ACS: 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico sintase; CPK (ou CDPK): proteina cinase calcio
dependente; CTR: proteina constitutiva de resposta tripla; EBF: proteina F-box de ligacdo a EIN3; EIL:
proteina semelhante a EIN; EIN: proteina insensivel a etileno; EOL: proteina semelhante a ETO; ERF:
fator de transcricdo responsivo a etileno; ETP: proteina-alvo de EIN2; ETO: proteina relacionada a
superproducdo de etileno; MKKK (ou MAPKKK): proteina MAP cinase cinase cinase; MKK (ou
MAPKK): proteina MAP cinase cinase; MPK (ou MAPK): proteina cinase ativada por mitdgeno; RAN:
proteina responsiva a agonista; RAV: proteina relacionada a ABI3/VP1; RTE: proteina que reverte a
sensibilidade a etileno. A rota intracelular da transdug@o de sinal ¢ iniciada pela interagdo do etileno com
receptores de membrana (codificados por genes do tipo ETR) e, por meio da modulacdo da atividade de
CTR, regula a atividade e expressdo de diversos genes, como EIN3. Os receptores juntamente com CTR
(proteina cinase semelhante a RAF - MKKK) funcionam como reguladores negativos da via e, na
auséncia de etileno, reprimem componentes positivos a jusante da transducdo de sinal. A ligacdo do
hormoénio bloqueia os receptores em uma conformagdo inativa, reduzindo a repressdo dos reguladores
positivos da rota metabdlica (Bleecker, 1999). Na auséncia de etileno, CTR fosforila 0 dominio C-
terminal de EIN2, propiciando sua interagdo com as proteinas F-box ETP (ndo identificadas em soja) e
sua subsequente degradacdo via proteassoma 26S (Qiao et al., 2009). Na auséncia da fosforilagdo do C-
terminal de EIN2 (presen¢a do horménio), este dominio é clivado e se desloca para o nucleo, onde
estimula a atividade de EIN3/EIL pela repressdo de EBF (estimula a degradagéo desta proteina F-box por
mecanismos ainda desconhecidos), que por sua vez induzem a transcri¢do de genes alvo, por intermédio
de alguns membros da superfamilia AP2/ERF de fatores de transcrigdo (Ju et al., 2012). Além da
interagdo com o C-terminal de EIN2, a atividade de EIN3/EIL pode ser influenciada pela cascata de
fosforilagio MKK4-5-9 — MPK3-6, independente de CTR e EIN2. Na presenca de um sinal, os fatores
de transcricdo EIN3/EIL podem ser fosforilados por MPK3-6, deixando assim de interagir com a proteina
F-box EBF, o que impede a degradacdo destes fatores de transcrigdo via proteassoma 26S. Desta forma,
estes fatores se acumulam no nticleo, interagem com promotores de genes alvo e desencadeiam diversas
respostas relacionadas ao etileno (Stepanova & Alonso 2009). Outro regulador positivo da via é EINS,
uma exoribonuclease 5°-3° que promove o decaimento do mRNA dos genes de EBF, aumentando os
niveis das proteinas EIN3/EIL no niticleo (Olmedo et al., 2006). Além disso, a biossintese de etileno
também ¢ regulada. Possiveis receptores para sinais endogenos (i.e. outros fitormdnios) podem induzir o
acumulo de metabolitos secundarios (i.e. calcio) no meio intracelular, ativando assim proteinas cinases
(i.e. CPK2), o que culmina na estabilizacdo de ACSs do tipo II, importante enzima da biossintese de
etileno. Desta forma, as ACSs do tipo II (em A. thaliana AtACS5 e AtACS9) sdo fosforiladas por CPK2,
o que impede a interacdo destas enzimas com ETO/EOL e a subsequente degradagdo pelo proteassoma
268, o que desta forma induz o aumento na produgdo de etileno (Ecker, 2004). Além disso, diversos tipos
de estresse (bidticos e abiodticos) induzem a ativagdo de modulos de MAPKs (em 4. thaliana MKK4-5-9 e
MPK3-6). As cinases MPK3 e MPK6 sdo capazes de fosforilar o C-terminal de ACSs do tipo I (em 4.
thaliana AtACS2 e AtACS6), fato este que as estabiliza e as preserva da degradagdo via proteassoma
268, aumentando desta forma a produgdo de etileno e induzindo outras vias de sinalizagdo dependentes
deste fitormonio (Hahn et al., 2009). Nao existe consenso com relag@o a participagdo direta de CTR na
rota envolvendo MPK3-6 (Vandenbussche et al., 2012). A atividade dos receptores esta relacionada a
duas proteinas: RAN, proteina transportadora de ions cobre, um cofator importante na atividade dos
receptores (Binder et al., 2010); e RTE, proteina com mecanismo de acdo desconhecido, mas importante
na transi¢do de um dos receptores (ETR1) do seu estado inativo para o nativo (Dong et al., 2008;
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Stepanova & Alonso 2009). Cada proteina ¢ representada por um nome genérico: EIN2: GmEIN#002,
GmEIN#004 e GmEIN#007; FEIN3: GmEIN#001, GmEIN#005, GmEIN#006, GmEIN#008 e
GmEIN#010; EIN5: GmEIN#003, GmEIN#009 e GmEIN#011; MKK4: GmMKK#001 ¢ GmMKK#003;
MKK5: sem representantes identificados em soja; MKK9: GmMKK#002 ¢ GmMKK#004; MPK3:
GmMPK#003 e GmMPK#004; MPK6: GmMPK#001 ¢ GmMPK#002; Receptores: EIN4: GmETR#002,
GmETR#004, GmETR#008 e¢ GmETR#011; ERS1: GmETR#001 e GmETR#007; ERS2: sem
representantes identificados em soja; ETR1: GmETR#003 e GmETR#006; ETR2: GmETR#005,
GmETR#009 ¢ GmETR#010. Para mais informa¢des ver Tabelas S2, S7 e S12. A classificagdo das

enzimas ACSs encontra-se na Figura 7 (ver também Tabelas S1, S6 e S11).

ETR2 e EIN4 possuem somente os dominios (i), (ii) e (iii) e, por fim, os homologos a
ERSI1, apresentam os dominios (ii), (ii1) e (iv) (Tabela S12).

Associadas a atividade dos receptores ETR, estdo as proteinas RAN (responsivo a
agonista) ¢ RTE (reversion to ethylene sensitivity 1), que em A. thaliana atuam
respectivamente como transportador de cobre, cofator determinante na atividade dos
receptores de etileno (Binder et al., 2010), e na regulacdo das fungdes do receptor de
etileno ETR1 (Resnick et al., 2006). Em soja, foram identificados sete genes homodlogos do
transportador RAN e quatro homologos de RTE com a planta modelo (Tabela S12).

Em A. thaliana, a proteina CTR1 ¢ considerada principal MKKK (MAP cinase
cinase cinase) envolvida na sinalizacdo mediada por etileno (Ju et al., 2012). Em soja,
foram identificados cinco genes que codificam proteinas homodlogas a CTR1 desta planta
modelo, apresentando alto grau de identidade e, consequentemente, dominios proteicos
conservados (Tabela S12).

Uma das rotas vegetais reguladas por CTR em respostas a etileno seria a
representada em A. thaliana pela proteina EIN2 (ethylene insensitive 2), um regulador
positivo das rotas de sinalizagdo mediadas por etileno, atuando a jusante de CTR (Roman
et al., 1995; Alonso et al., 1999). Em soja, foram identificados trés possiveis homologos
com esta proteina presente nesta planta modelo (GmEIN#002, GmEIN#004 e
GmEIN#007) (Tabela S12).

Um ponto importante a se ressaltar ¢ a ndo identificacdo de homologos da proteina
F-box ETP (EIN2 targeting proteins) em soja. Em A. thaliana, esta proteina possui um
importante papel na sinalizagdo mediada por etileno ao direcionar a proteina EIN2 para
degradacdo via proteassoma 26S na auséncia deste fitormonio (Chen et al., 2011; Ju et al.,
2012). A ndo identificacdo desta proteina em soja € um indicativo de que outra proteina da

mesma familia pode desempenhar o mesmo papel que ETP desempenha em A. thaliana ou
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a existéncia de outro mecanismo de regulagdo da atividade de EIN2 ainda desconhecido
nesta espécie vegetal.

Em A. thaliana, na presencga de etileno, a rota de transdugdo de sinal mediada por
etileno induz a atividade dos fatores de transcri¢ao EIN3/EIL (ethylene insensitive 3; EIN3-
like). Em soja, foram identificados cinco genes que codificam proteinas homologas a
EIN3/EIL (GmEIN#001, GmEIN#005, GmEIN#006, GmEIN#008 e GmEIN#010),
inclusive com conservagao de dominios especificos (Tabela S12).

A atividade de EIN3/EIL pode ser regulada em A. thaliana pelas proteinas F-box
EBF (EIN3 binding F-box) e pelas exoribonuclease EIN5. Na auséncia de etileno, as
proteinas EBF interagem diretamente com EIN3/EIL e acredita-se que os direcione para
degradacdo proteolitica via proteassoma 26S. J4 a exoribonuclease EIN5, na presenca de
etileno, seria a responsavel pela degradacdo do mRNA de EBFs, impedindo assim a
degradacdo de EIN3/EIL (Guo & Ecker, 2003; Olmedo et al., 2006; Stepanova & Alonso,
2009). Em soja, foram identificados cinco genes homologos a EBFs de 4. thaliana e trés
homologos a EIN5 da mesma planta modelo (GmEIN#003, GmEIN#009 e GmEIN#011)
(Tabela S12).

Como visto anteriormente, a biossintese de etileno também ¢é passivel de regulacao.
Foi demonstrado que membros dos dois principais grupos das enzimas ACS de biossintese
de etileno (tipo I e tipo II), representadas em A. thaliana por ACS5/ACS9 e ACS6/ACS2,
sdo reguladas por diferentes proteinas cinases. Estudos nesta mesma planta modelo em
situagdes de estresse mostram que a estabilidade das ACSs do tipo I ¢ regulada pelas
proteinas cinases MPK3 e MPK6 a partir da cascata de fosforilagio MKK4/MKKS5/MKK9
— MPK3/MPK6 (Ecker, 2004; Liu & Zhang, 2004). Vale a pena ressaltar que além desta
funcdo, alguns estudos com A. thaliana associam esta rota de fosforilagdo com o acumulo
de EIN3/EINL no nucleo (Ecker, 2004; Vandenbussche et al., 2012). Em soja, foram
identificados oito homodlogos a estas cinases de A4. thaliana, sendo quatro referentes a
MKK4/MKK9 e quatro a MPK3/MPK6 (Tabela S12). Dentre as MKKs, duas sao
homologas a MKK4 (GmMKK#001 e GmMKK#003) e duas a8 MKK9 (GmMKK#002 e
GmMKK#004). De forma semelhante, dois homologos a MPK3 (GmMPK#003 e
GmMPK#004) e dois homodlogos a MPK6 (GmMPK#001 e GmMPK#002) foram

identificados nesta commodity.
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As enzimas ACS do tipo II possuem um mecanismo similar de regulagdo, uma vez
que, semelhante as ACSs do tipo I sdo continuamente alvos de degradacdo na auséncia de
estimulos, mediada pela pelas proteinas F-box ETO (ethylene overproducer) e EOL (ETO-
like). Na auséncia de um sinal endogeno, as proteinas ETO/EOL interagem com a
exterminada C-terminal das ACSs do tipo II, o que torna estas enzimas alvos de
degradacdo via proteassoma 26S. Existem evidéncias em A. thaliana de que na presenca de
um sinal, a por¢cao C-terminal desta classe de ACSs seja fosforilada pela proteina cinase
dependente de calcio 2 (CPK2 ou CDPK2), evento esse que estabiliza estas enzimas
inibindo sua degradacdo (Ecker, 2004; Sebastia et al., 2004; Wang et al., 2004). Em soja,
foram identificados dez homologos a ETO/EOL de A. thaliana e cinco a CPK2 da mesma
planta modelo (Tabela S12).

5.4. FATORES DE TRANSCRICAO DA SUPERFAMILIA AP2/ERF.

A superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF ¢ conhecida por apresentar em
sua estrutura o dominio AP2 (APETALA 2) de interacdo com o DNA, ¢ esta envolvida na
regulacdo de diversas rotas metabdlicas relacionadas com o desenvolvimento vegetal e
com respostas aos mais diferentes tipos de estresses (Licausi et al., 2013). No presente
trabalho foram identificados um total de 326 proteinas em soja que possuem este dominio
em sua estrutura, sendo divididas em trés familias de acordo com a filogenia obtida pela
sequéncia de residuos de aminoacidos: AP2, que apresentam um ou dois dominios AP2;
ERF, que possuem somente um dominio AP2, filogeneticamente distinto dos apresentados
pela familia AP2; e RAV, que possuem um dominio AP2 e um dominio B3 (também de
interagdo com o DNA) (Tabela 5). Além disso, existe uma sequéncia adicional pertencente
a superfamilia AP2/ERF, denominada de Soloista, conservada em todos os genomas
sequenciados e que possui uma estrutura que diverge dos outros fatores de transcricao que
possuem este dominio (Nakano et al., 2006; Licausi et al., 2013). Foram identificados em
soja duas sequéncias (Glyma08g46250 e Glymal8g33460) que poderiam ser homologas a
este fator de transcri¢ao de A. thaliana, mas pelo fato de apresentarem baixa similaridade
com seu possivel ortdlogo presente na planta modelo, e o alinhamento ser restrito a uma

pequena regido da proteina, estas sequéncias nao foram inseridas neste estudo.
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Tabela 5. Sumario da Superfamilia AP2/ERF de Soja

Classificacao Grupo Ne!
Familia AP2 46
Dominio AP2/ERF Duplo 35
Dominio AP2/ERF Simples 11
Familia ERF 275
Grupos [ - IV 99
Grupos V - X 175
Grupo VI-L 1
Familia RAV 5
Total 326

! Numero de genes. Total para cada familia estd em negrito.

Os membros da familia ERF foram agrupados de acordo com a similaridade
filogenética de seus dominios AP2 (Figura S2), e posteriormente classificados de acordo
com as classificagdes propostas por Sakuma et al. (2002) e Nakano et al. (2006) (Figura
S3). De acordo com a classificacdo de Sakuma, dos 275 fatores de transcricdo da familia
ERF de soja, 36,00 % correspondem a homdlogos do grupo 4 (subfamilia CBF/DREB - 41
até 46) e 64,00 % do grupo B (subfamilia ERF - B1 até B6). Com relacdo a classificagdo
proposta por Nakano, 5,09 % dos fatores de transcricao da familia ERF de soja pertencem
ao grupo I; 7,27 % ao grupo II; 17,45 % ao grupo I1I; 6,18 % ao grupo IV; 12,36 % ao
grupo V; 5,82 % ao grupo VI; 0,36 % ao grupo VI-L; 3,64 % ao grupo VII; 12,00 % ao
grupo VIII; 23,27 % ao grupo LX; e 6,56 % ao grupo X. Vale a pena ressaltar que os grupos
de 7 a IV da classificagdo de Nakano correspondem ao grupo A4 da classificagdo de Sakuma,
assim como os grupos de V' a X, incluindo VI-L, correspondem ao grupo B (Figura S3).

Uma vez realizada a caracterizagdo e categorizagao in silico da familia ERF de soja,
foram identificados motivos proteicos presentes em cada grupo da classificagdo de
Nakano, com a finalidade de identificar possiveis semelhangas entre os membros de cada
grupo. Sendo assim, foram selecionados 63 motivos (Tabelas S21 até S83) distribuidos
entre os grupos, onde 22,22 % deles estdo presentes em fatores de transcrigdo com dominio

AP2/ERF de outras espécies vegetais (Tabela S84), dentre os quais se destaca
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principalmente o motivo EAR (ethylene responsive element binding fator associated with
amphiphilic repression), identificado nos grupos I e VIII, e conhecido por sua participacao
em mecanismos de repressao transcricional em plantas (Tabelas S29 e S64) (Kagale &
Rozwadowski, 2011). Além disso, 23,81 % do total de motivos selecionados possui grande
homologia com sequéncias provenientes de bactérias, leveduras e virus, enquanto que
17,46 % deles possui homologia com motivos presentes em proteinas da maquinaria
eucaridtica de replicacao, transcrigdo e traducao (Tabela S84).

A estrutura tercidria do dominio AP2 ¢ formada pela interface de uma a-hélice e
trés folhas B antiparalelas, sendo que a interacdo com o DNA ocorre diretamente com as
folhas B (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995). Com base na estrutura cristalografica deste
dominio depositada em banco de dados, foram construidos modelos moleculares in silico
dos dominios AP2 da familia ERF identificados em soja, apresentados de acordo com a
classificagdo proposta por Nakano e colaboradores (Figura S4). Observou-se que mesmo
com a proximidade filogenética entre as sequéncias de residuos de aminodcidos deste
dominio em fatores classificados em um mesmo grupo, a estrutura tercidria dos mesmos
apresentava diferengas, localizadas principalmente nas algas e nas folhas B, o que pode
acarretar em pequenas variagdes na interagdo com a sequéncia especifica de DNA por eles
reconhecida.

Em paralelo, foram selecionados em soja possiveis candidatos a ERF1, baseando-se
na identidade com a sequéncia primaria de seu homologo em A. thaliana (At3g23240) e na
possibilidade de serem regulados por EIN3/EIL, isto €, apresentarem elementos cis-
atuantes responsivos a este fator de transcrigdo em seus possiveis promotores. Desta forma,
foram selecionados oito possiveis candidatos (GmERF#127, GmERF#129, GmERF#166,
GmERF#169, GmERF#171, GmERF#255, GmERF#256 ¢ GmERF#259), que tiveram a
estrutura de seus dominios AP2 modelada in silico, possibilitando assim avaliar e
confirmar sua conservacao (Figura 9). Vale a pena ressaltar que pelo experimento de BBH,
somente GmERF#134 foi considerado como um possivel ortologo do referido ERF1 de 4.

thaliana (Tabela S19).
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Figura 9. Estrutura Tercidria do Dominio AP2 de Possiveis Candidatos &2 Fatores Responsiveis a
Etileno 1 (ERF1) de Soja. A figura ilustra as estruturas terciarias dos dominios AP2 de oito possiveis

candidatos a ERF1 de soja, obtidas por modelagem molecular e evidenciando suas principais estruturas
secundarias: uma a-hélice, trés folhas  (B-1, B-2 e f-3) e duas algas (alga 1 e 2). As sequéncias de residuos
de aminoacidos destes candidatos de soja possuem homologia com a proteina ERF1 de Arabidopsis thaliana
(At3g23240) e possuem elementos cis-atuantes responsivos & EIN3/EINL em seus possiveis promotores:
GmERF#127, GmERF#129, GmERF#166, GmERF#169, GmERF#171, GmERF#255, GmERF#256 ¢
GmERF#259. Cada candidato a ERF1 apresenta a estrutura de seu dominio AP2 sobreposta a estrutura
cristalografica proposta para este dominio presente na proteina ERF1 de 4. thaliana, obtida em banco de
dados de proteinas (PDB). As estruturas secundarias em verde, azul e¢ amarelo correspondem
respectivamente a o-hélices, folhas B e algcas dos dominios AP2 de soja. Ja as estruturas secundarias em
vermelho correspondem ao modelo de A. thaliana. A estrutura em cinza representa a sequéncia de DNA
reconhecida pelo dominio.

5.5. ANALISE E VALIDACAO DE TRANSCRIPTOMAS DE SOJA.

Apoés a identificacdo e caracterizacdo in silico dos genes e proteinas por eles
codificadas relacionadas com a biossintese e sinalizagdo mediada por etileno em soja,
foram realizadas andlises da expressao diferencial dos mesmos em transcriptomas de duas
cultivares da commodity cultivadas em sistema hidroponico, sob diferentes tempos de
estresse hidrico, sendo uma delas suscetivel e outra tolerante a seca (BRI16 e

EMBRAPAA48, respectivamente). Estes transcriptomas, disponibilizados pelo Projeto
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GENOSOJA, foram construidos utilizando a metodologia denominada de biblioteca
subtrativa, que detecta os transcritos diferencialmente expressos em situagdes de interesse,
que no caso ¢ a de déficit hidrico (seca). Desta forma, 23,90 % do total de genes
identificados apresentaram expressao diferencial em pelo menos uma das situagdes
analisadas, dentre os quais 25,83 % estdo relacionados com a biossintese de etileno,
enquanto que 35,00 % estdo relacionados com a transdugdo mediada por este fitormonio e
39,17 % com membros da superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF (Figuras S5 —
S7). Além disso, 19,17 % dos genes diferencialmente expressos foram identificados
exclusivamente no banco de dados da cultivar de soja suscetivel a seca (BR16), 54,17 %
sdo exclusivos da cultivar tolerante (EMBRAPAA48), e 26,66 % estdo presentes no banco
de dados de ambas as cultivares. Tal diferenca pode ser explicada tanto pelo fato da
variagdo genética entre as duas cultivares propiciar essa varia¢do relativa no niimero de
genes diferencialmente expressos entre ambas, ou também pelo fato do numero de
sequéncias Unicas obtidas nos transcriptomas em questdo ser relativamente discrepante
quando comparam-se os bancos de dados das duas cultivares (42,3 milhdes de sequéncias
unicas geradas, sendo que 27,8% sao referentes a BR16 e 72,2% a EMBRAPAA48)
(Rodrigues et al., 2012).

Quanto a expressdao tecido-especifica, observa-se que 36,67 % dos genes
diferencialmente expressos identificados foram detectados exclusivamente em raiz (dentro
os quais 5,88 % foram identificados exclusivamente no banco de dados da cultivar BR16,
90,59 % sao exclusivos da cultivar EMBRAPA48 e 3,53 % estdo presentes no banco de
dados de ambas as cultivares), 29,17 % foram detectados exclusivamente em folha (dentro
os quais 47,37 % foram identificados exclusivamente no banco de dados da cultivar BR16,
32,89 % sao exclusivos da cultivar EMBRAPA48 e 19,74 % estdao presentes no banco de
dados de ambas as cultivares) e 34,16 % dos genes diferencialmente expressos tanto em
raiz quanto em folha. Com base nestes dados, associados com andlise de valores de
expressao normalizados e plotados em graficos de dispersao (Figura S8), infere-se que a
maior parte dos genes diferencialmente expressos em raiz ¢ observada na cultivar tolerante
a seca, observacdo essa que ¢ atenuada quando o tecido analisado ¢ o foliar, onde a
expressao diferencial entre as cultivares ¢ mais balanceada, hora tendendo para cultivar
suscetivel, hora para a tolerante, dependendo também do grupo de genes e do tempo de

estresse analisado.
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Com relagdo a expressdo diferencial nos grupos de genes analisados, observou-se
que 28,70 % dos genes de biossintese de etileno foram detectados em transcriptomas de
soja sob déficit hidrico, tanto em raiz quanto em folha de cultivares suscetivel e tolerante a
seca (Figura S5). Dentre eles, 16,13 % tiveram sua expressdo detectada somente na cultivar
suscetivel a seca (BR16), majoritariamente em folhas. Por outro lado, cerca de 48,39 % dos
genes diferencialmente expressos neste grupo foram detectados exclusivamente na cultivar
tolerante (EMBRAPAA48), principalmente no tecido radicular (Figura S5).

Ja 61,76 % dos representantes do grupo relacionado com a transdugdo de sinal
mediada por este fitormonio apresentaram expressdo diferencial em transcriptomas de soja
sob déficit hidrico, em ambos os tecidos de ambas as cultivares analisadas (Figura S6).
Dentre eles, 33,33 % tiveram sua expressao detectada somente na cultivar suscetivel a seca
(BR16), com a expressdo diferencial majoritariamente em folhas, semelhante & mesma
analise realizada com genes de biossintese. Por outro lado, 42,86 % dos genes
diferencialmente expressos neste grupo foram detectados exclusivamente na cultivar
tolerante (EMBRAPAA48), principalmente em raizes (Figura S6).

Com a relagdo aos fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF em
transcriptomas de soja em condi¢des de déficit hidrico, observou-se que cerca de 14,40 %
dos genes relativos a este grupo apresentaram-se como diferencialmente expressos,
pertencentes exclusivamente as familias ERF e RAV. Desse total, 36,18 % tiveram sua
expressdo diferencial detectada exclusivamente em raiz, 31,91 % exclusivamente em
folhas e 31,91 % nos dois tecidos simultaneamente. Além disso, 8,51 % destes genes foram
diferencialmente expressos na cultivar suscetivel a seca (BR16) enquanto que 68,09 %
foram diferencialmente expressos exclusivamente na cultivar tolerante a déficit hidrico
(EMBRAPAA48) e 23,40 % em ambas as cultivares. Observa-se a predominancia numérica
de genes diferencialmente expressos tanto no tecido radicular quanto no foliar da cultivar
EMBRAPAA48 (Figura S7).

Ainda com relagdo aos membros da superfamilia AP2/ERF diferencialmente
expressos, observou-se que 17,02 % deles pertence ao grupo I (GmERF#051,
GmERF#068, GmERF#079, GmERF#105, GmERF#161, GmERF#182, GmERF#198 ¢
GmERF#241); 8,51 % ao grupo II (GmERF#012, GmERF#047, GmERF#075 e
GmERF#145); 12,77 % ao grupo [II (GmERF#010, GmERF#121, GmERF#141,
GmERF#173, GmERF#223 ¢ GmERF#267); 10,64 % ao grupo VIl (GmERF#015,
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GmERF#044, GmERF#125, GmERF#210 e GmERF#214); 8,51 % ao grupo VIII
(GmERF#085, GmERF#160, GmERF#179 e GmERF#205); 23,40 % ao grupo IX
(GmERF#038, GmERF#095, GmERF#122, GmERF#128, GmERF#129, GmERF#133,
GmERF#171, GmERF#232, GmERF#264, GmERF#269 ¢ GmERF#272); 17,02 % ao
grupo X (GmERF#020, GmERF#021, GmERF#57, GmERF#069, GmERF#099,
GmERF#106, GmERF#219 e GmERF#222); e 2,13 % a familia RAV (GmRAV#001)
(Figura S7). Dentre estes genes, alguns destacam-se quanto a funcao predita in silico,
sendo os principais: ABR1 - repressor ABA 1 (GmERF#069), CBF2 - repeti¢cdao C/fator de
interagdo com DRE 2 (GmERF#173), DREBID - proteina com elemento de interagdo
responsivo a desidrata¢ao ID (GmERF#223), ERF1 (GmERF#129 ¢ GmERF#171),
ERF1A (GmERF#232), RAP2.12 (GmERF#044 ¢ GmERF#214), RAP2.3 (GmERF#015,
GmERF#125 e GmERF#210), RAP2.4/WIND1 - desdiferenciagdo induzida por ferimento
I (GmERF#051, GmERF#079, GmERF#161 ¢ GmERF#198), RAP2.5 (GmERF#160),
RAP2.6 (GmERF#057), ORA47 (GmERF#047 ¢ GmERF#075), RRTF - fator de
transcri¢do de resposta redox (GmERF#099), TINY2 - proteina com elemento de
interagdo responsivo a desidratacdo 2 (GmERF#121) e TDR1 - regulador transcricional
de resposta a defesa 1 (GmERF#128) (Tabela S14; Figura S7).

Com a tentativa de validar os dados obtidos in silico com dados moleculares, foram
mensurados por PCR em Tempo Real (qPCR) os niveis de alguns transcritos
diferencialmente expressos dos trés grupos de genes soja (biossintese de etileno,
transdugdo de sinal por ele mediada e fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF),
tanto em raiz quanto em folha das cultivares BR16 ¢ EMBRAPA48. As plantas foram
cultivadas nas mesmas condigdes em que foram obtidos os transcriptomas analisados e os
valores médios do ciclo limiar (C;) obtidos encontram-se nas Tabelas S85 e S86.

Quando se confrontam plantas ndo estressadas com estressadas, as analises de
gPCR para os genes MAT, ACS e ACO (Figura 10-A, 10-B e 10-C, respectivamente)
comprovaram o carater diferencial que os mesmos apresentaram em seus dados originados
em transcriptomas, mas devido a limitagdes da técnica na constru¢do de bibliotecas
subtrativas, associadas com variagdes experimentais, observou-se modificacdes nos perfis
de expressao dos transcritos em questdo. Dentre estas modificacdes, destaca-se
principalmente a expressao diferencial do gene ACS, que segundo os dados de qPCR foi

detectado como diferencialmente expresso nos dois tecidos de ambas as cultivares, mas
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Figura 10. Niveis de Expressido dos Genes de Biossintese de Etileno em Cultivares de Soja Sob Déficit
Hidrico. Os graficos ilustram os niveis de expressdo, obtidos por qPCR, de trés genes de soja que estdo
relacionados com a biossintese de etileno (MAT, ACS e ACO). O experimento comparou os niveis de
expressdo destes genes em raiz e folha das cultivares de soja BR16 e EMBRAPA48 em diferentes tempos de
déficit hidrico. Os codigos Al - A4, B1 - B4 ¢ C1 - C4 nomeiam os graficos referentes a expressdo dos
genes MAT, ACS e ACO respectivamente. Nos graficos de barra A1/A2, B1/B2 e C1/C2, a analise
estatistica foi obtida comparando-se os dados entre tecidos semelhantes das duas cultivares em um mesmo
tempo de déficit hidrico. J& nas curvas de tendéncia A3/A4, B3/B4 e C3/C4, a estatistica aplicada foi por
comparagdo dos dados da planta ndo estressada (tempo zero) com a estressada (demais tempos de déficit
hidrico). Sendo assim, a diferenca entre os dados representados nos graficos 1 ¢ 2 com o 3 e 4 (tanto em A
quanto em B e C) ¢ somente a andlise estatistica. Os asteriscos representam o nivel de significancia
estatistica: (*) p <0,05; (*¥*) 0,01 <p <0,05; (***) 0,001 <p <0,01. Cada ponto representa o valor médio (+
desvio padrdo) de trés repeticdes técnicas (em uma mesma amostra) em trés amostras bioldgicas (plantas
diferentes), totalizando assim nove replicatas. A auséncia da representacdo grafica do desvio padrdo em
alguns pontos ocorre pelo fato de seus valores absolutos serem inferiores a escala. Apds serem normalizados
com base em genes enddgenos, os valores apresentados nos graficos sao relativos ao de menor expressao,
cujo valor ¢ determinado como 1,0 (um). Informagdes sobre os genes alvo e endégenos sdo apresentadas na
Tabela 3.
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havia sido inicialmente detectado apenas em transcriptomas de raizes da cultivar
EMBRAPAA4S.

Analises similares foram realizadas com genes relativos aos receptores de etileno
(ETR) e a proteina cinase CTR (Figura 11-A e 11-B, respectivamente), ambos pertencentes
ao grupo relativo a transducdo de sinal mediada por etileno em soja. Poucas diferengas
foram observadas no padrao de expressdo dos transcritos destes genes entre as cultivares.
Nas raizes de ambas as cultivares, observa-se uma redu¢ao no nivel de transcritos de ETR
quando se comparam plantas estressadas e nao estressadas (tempo zero), onde os picos de
expressdo sao alcangados somente nos tempos finais de estresse (125 minutos na cultivar
EMBRAPAA48 ¢ 150 minutos na BR16). Ainda no mesmo tecido, os transcritos do gene
CTR apresentam reducdo gradativa em seus niveis de expressdo, tendo um aumento
significativo somente com 150 minutos de déficit hidrico em ambas as cultivares. Em
folhas, quando se comparam as situagdes de estresse ¢ de ndo estresse observa-se uma leve
reducdo dos niveis dos transcritos de ETR nos primeiros 125 minutos de seca e um pico de
elevagdo dos mesmos no final da analise (150 minutos). J& com relacdo ao transcrito CTR
observa-se que a expressao do mesmo na cultivar tolerante a seca ¢ maior na situacao nao
estressada (tempo zero).

Também foram selecionados trés candidatos dentre os fatores de transcrigdo da
superfamilia AP2/ERF diferencialmente expressos para validagdo por qPCR, nomeados
como ERF069, ERF223 e RAV (Figura 12-A, 12-B e 12-C, respectivamente), detectados
respectivamente no banco de dados de raiz da cultivar EMBRAPA 48 (125 - 150 minutos
de estresse), de folhas da cultivar EMBRAPA48 (25 - 50 minutos de seca) e de raiz da
cultivar BR16 (75 - 100 minutos de déficit hidrico). Quando se comparam as analises de
qPCR de plantas estressadas com ndo estressadas (tempo zero), os dados presentes no
banco de dados do Projeto GENOSOJA sdo confirmados, mas a expressdo diferencial ¢
observada nas duas cultivares, que expressam os trés genes nos dois tecidos analisados
(raiz e folha), mesmo que em niveis diferentes. Ainda segundo a analise de qPCR, a
inducdo de ERF223 e RAV nestas condi¢des seria mais evidente em folhas, principalmente
na cultivar BR16, e de ERF069 nas raizes da mesma cultivar. Tanto ERF069 em raiz
quanto ERF223 em folha podem ser induzidos mais de 600 vezes, quando comparados
com as plantas ndo estressadas nas mesmas condi¢cdes experimentais (Figura 12-A e 12-B).

Vale a pena ressaltar que os niveis de transcritos do gene ERF223 na cultivar
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Figura 11. Niveis de Expressdo dos Genes Relacionados & Transducio de Sinal Mediada por Etileno
em Cultivares de Soja Sob Déficit Hidrico. Os graficos ilustram os niveis de expressdo, obtidos por qPCR,
de dois genes de soja que estdo relacionados com a biossintese de etileno (ETR e CTR). O experimento
comparou os niveis de expressao destes genes em raiz e folha das cultivares de soja BR16 e EMBRAPA48
em diferentes tempos de déficit hidrico. Os codigos Al - A4 e B1 - B4 nomeiam os graficos referentes a
expressdo dos genes ETR e CTR respectivamente. Nos graficos de barra A1/A2 e B1/B2, a analise estatistica
foi obtida comparando-se os dados entre tecidos semelhantes das duas cultivares em um mesmo tempo de
déficit hidrico. Ja nas curvas de tendéncia A3/A4 ¢ B3/B4, a estatistica aplicada foi por comparagdo dos
dados da planta ndo estressada (tempo zero) com a estressada (demais tempos de déficit hidrico). Sendo
assim, a diferenga entre os dados representados nos graficos 1 ¢ 2 com o 3 e 4 (tanto em A quanto em B) ¢
somente a analise estatistica. Os asteriscos representam o nivel de significincia estatistica: (*) p < 0,05; (**)
0,01 < p < 0,05; (***) 0,001 < p < 0,01. Cada ponto representa o valor médio (+ desvio padrdo) de trés
repeticdes técnicas (em uma mesma amostra) em trés amostras bioldgicas (plantas diferentes), totalizando
assim nove replicatas. A auséncia da representagdo grafica do desvio padrdo em alguns pontos ocorre pelo
fato de seus valores absolutos serem inferiores a escala. Apds serem normalizados com base em genes
endogenos, os valores apresentados nos graficos sdo relativos ao de menor expressdo, cujo valor ¢
determinado como 1,0 (um). Informagdes sobre os genes alvo e enddgenos sdo apresentadas na Tabela 3.
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Figura 12. Niveis de Expressdo dos Genes da Superfamilia de Fatores de Transcricio AP2/ERF em
Cultivares de Soja Sob Déficit Hidrico. Os graficos ilustram os niveis de expressdo, obtidos por qPCR, de
trés genes de soja que estdo relacionados com superfamilia de fatores de transcricio AP2/ERF (ERF069,
ERF223 ¢ RAV). O experimento comparou os niveis de expressdo destes genes em raiz ¢ folha das cultivares
de soja BR16 ¢ EMBRAPA48 em diferentes tempos de déficit hidrico. Os codigos Al - A4, Bl - B4 ¢ C1 -
C4 nomeiam os graficos referentes a expressao dos genes ERF069, ERF223 e RAV respectivamente. Nos
graficos de barra A1/A2, B1/B2 ¢ C1/C2, a andlise estatistica foi obtida comparando-se os dados entre
tecidos semelhantes das duas cultivares em um mesmo tempo de déficit hidrico. Ja nas curvas de tendéncia
A3/A4, B3/B4 ¢ C3/C4, a estatistica aplicada foi por comparagdo dos dados da planta ndo estressada (tempo
zero) com a estressada (demais tempos de déficit hidrico). Sendo assim, a diferenga entre os dados
representados nos graficos 1 e 2 com o 3 e 4 (tanto em A quanto em B e C) € somente a analise estatistica.
Os asteriscos representam o nivel de significancia estatistica: (*) p < 0,05; (**) 0,01 < p < 0,05; (***) 0,001
< p < 0,01. Cada ponto representa o valor médio (+ desvio padrdo) de trés repeti¢des técnicas (em uma
mesma amostra) em trés amostras bioldgicas (plantas diferentes), totalizando assim nove replicatas. A
auséncia de representacdo grafica do desvio padrdo em alguns pontos ocorre pelo fato de seus valores
absolutos serem inferiores a escala. Apds serem normalizados com base em genes enddgenos, os valores
apresentados nos graficos sao relativos ao de menor expressdo, cujo valor ¢ determinado como 1,0 (um).
Informagdes sobre os genes alvo e endogenos sao apresentadas na Tabela 3.
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EMBRAPAA48 nio estressada (tempo zero) sdo mais elevados que os da cultivar BR16,
tanto em raizes quanto em folhas (Figura 12-B). Sabendo-se que ERF223 ¢ homodlogo a
uma proteina de resposta a seca de A. thaliana (DREB1D), pode-se inferir que esta seja
uma possivel adaptagdao positiva para sua maior tolerancia a seca, uma vez que este fato

pode acarreta em respostas mais rapidas a estresses.

5.6. ANALISE DE POSSIVEIS PROMOTORES GENICOS DE SOJA.

Com a finalidade de melhor compreender os mecanismos de regulagdo
transcricional dos 502 genes de soja analisados, foi realizada uma varredura in silico nas
possiveis regides promotoras dos mesmos. Desta forma, foram identificadas 44.890
correspondéncias referentes a 29 familias de elementos cis-atuantes descritos na literatura,
importantes na regulacao transcricional de diversas espécies vegetais. Desse total, 20,82 %
destas correspondéncias estdo presentes em possiveis promotores de genes de soja
relacionados a biossintese de etileno, 11,23 % em promotores de genes relacionados com a
transducdo de sinal mediada por este fitormonio e 67,95 % em promotores de membros da
superfamilia de fatores de transcri¢io AP2/ERF (Tabela S87)%.

Dentre as possiveis regides promotoras de soja analisadas todas apresentam
elementos da familia PTBP (TATA-box de plantas) e/ou CAAT (elementos CCAAT-box), o
que sugere a real possibilidade de que as sequéncias analisadas possam vir atuar como
promotores génicos in vivo, uma vez que ambas as familias podem participar de
promotores génicos basais (Figura 13).

Além das familias de elementos cis-atuantes PTBP e CAAT, as que apresentaram
elementos com maior representatividade nos possiveis promotores de soja foram as
relacionadas com fatores de transcricdo MYB, MYC e NAC (Tabela S87; Figura 13), além
das que respondem a fatores abidticos como luz e a calor (familias LREM e HEAT,
respectivamente). Vale a pena ressaltar que no presente trabalho ndo foram identificados
possiveis promotores de soja com elementos cis-atuantes referentes a familia RAV3, o que
pode ser explicado por variagdes na sequéncia reconhecida pelo dominio B3 presente nos

representantes da familia RAV em soja, ou que as possiveis regides promotoras analisadas

2 Devido ao tamanho, a Tabela S87 encontra-se somente no material em anexo no CD.
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Figura 13. Distribuicdo de Elementos cis-Atuantes em Possiveis Regides Promotoras de Genes de Soja.
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Figura 13 (cont.). Distribuicio de Elementos Cis-Atuantes em Possiveis Regides Promotoras de
Genes de Soja. O grafico apresenta a distribuicdo de elementos cis-atuantes em regides promotoras dos
genes de soja relacionados com a biossintese de etileno, com a transdugdo de sinal mediada por este
fitormonio gasoso e com fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF. As familias de elementos cis-
atuantes identificadas foram: ABRE (elementos de resposta a ABA); AREF (elementos de resposta a
auxina); ATAF (elementos de interacdo com proteinas contendo dominio NAC semelhante a ATAF);
BRRE (elementos de resposta a brassinoesterdides); CAAT (elementos CCAAT-box); CDC5 (elementos
homologos ao CDC5 de Arabidopsis thaliana); CEIF (elementos de acoplamento 1); CNAC (elementos
de interacdo com fatores NAC regulados por célcio); DPBF (elementos de interacdo em promotores
Dc3); DREB (proteinas com elementos de interagdo responsivos a desidratacdo); EINL (elementos de
interacdo com fatores semelhantes & EIN3); EREF (elementos responsivos a etileno); FLO2 (elementos
de interagdo com proteina homedtica floral APETALA 2); GARP (elementos de interagdo com DNA
relacionados @ MYB - Golden2, ARR, Psr); GBOX (elementos G-box/C-box de interagdo com bZIP de
plantas); GCCF (elementos GCC-box); HEAT (elementos de choque térmico); JARE (elementos de
resposta a jasmonato); LREM (elementos responsivos a luz, ndo modulados por diferentes tipos de luz);
MIIG (sitios de interacdo com MYB 1IG); MYBL (elementos de interagdo com proteinas semelhantes a
MYB); MYBS (MYB com elementos tnicos de interagdo com DNA); MYCL (elementos de interacdo com
proteinas semelhantes 8 MYC); NACF (elementos de interagdo com fatores NAC especificos de plantas);
PTBP (TATA-box de plantas); RAV3 (por¢ao 3' do sitio de interacdo com RAV1); RAV5 (porgdo 5' do
sitio de interagdo com RAV1); SALT (elementos responsivos a seca e variacdo de salinidade); SWNS
(elementos de resposta a NACS - parede secundaria).

possam ser reguladas preferencialmente pela interagdo do dominio AP2 presentes nestes
fatores com elementos cis-atuantes da familia RAVS5, amplamente identificados nas
possiveis regides promotoras analisadas (Wittkopp & Kalay, 2012).

Dentre as familias de elementos cis-atuantes identificadas, as que podem estar
relacionadas diretamente com as rotas metabdlicas sinalizadas por etileno seriam as
familias EINL (elementos de interagdo com fatores semelhantes a EIN3) e a familia GCCF
(elementos GCC-box), presentes respectivamente em 63,35 % e 10,36 % do total de
possiveis promotores de soja analisados no presente trabalho. Podem-se destacar também
dentre os elementos envolvidos com o desenvolvimento e respostas a estresses o0s
pertencentes as familia DREB (proteinas com elementos de interacdo responsivos a
desidratacao) e EREF (elementos responsivos a etileno), presentes respectivamente em
48,80 % e 22,71 % dos possiveis promotores de soja analisados (Figura 13).

Levando-se em consideragdo somente os possiveis promotores de soja relacionados
com a biossintese de etileno, observa-se que 67,59 % deles possuem elementos da familia
EINL em sua estrutura enquanto que 8,33 % deles possuem elementos da familia GCCF,
sendo que ambas as familias de elementos cis-atuantes estdo associadas com a regulagao
mediada diretamente por etileno (Figura 13). Além disso, observa-se também a presenca de
familias de elementos que respondem a outros fitormonios, sendo que dentre elas

destacam-se a que responde diretamente ao acido jasmodnico (familia JARE), que esta
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presente em mais de 70,00 % dos possiveis promotores de soja deste grupo, seguida pelas
familias ABRE e CEIF, que podem responder diretamente & ABA, presentes em
respectivamente 45,37 % e 19,44 % do mesmo grupo de possiveis promotores. Além disso,
30,00 % deles possuem elementos de resposta a auxinas e 21,33 % a brassinoesteroides.
Por fim, observa-se a presenca de elementos cis-atuantes da familia DREB ¢ EREF em
respectivamente 46,30 % e 19,44 % dos possiveis promotores de soja do referido grupo.

Considerando-se agora o grupo relativo a transducao de sinal mediada por etileno,
observa-se a presenga de elementos da familia E/INL em 55,88 % dos possiveis promotores
de soja analisados, enquanto que 16,86 % deles possuem elementos da familia GCCF.
Além disso, observa-se também a presenca de familias de elementos que respondem a
outros fitormonios, sendo que dentre elas destacam-se a responsiva ao acido jasmonico
(familia JARE), que semelhante a andlise feita com os possiveis promotores de biossintese,
¢ a com o maior nimero de correspondéncias identificadas, estando presente em cerca de
70,00 % dos possiveis promotores deste grupo, seguida pelas familias ABRE ¢ CEIF, que
podem responder diretamente ao acido abscisico (ABA), presentes em respectivamente
42,65 % e 25,00 % do mesmo grupo de possiveis promotores de soja. Além disso, cerca de
28,00 % deles possuem elementos de resposta a auxinas e somente 11,76 % a
brassinoesteroides. Por fim, observa-se a presenca de elementos cis-atuantes da familia
DREB e EREF em respectivamente 48,53 % e 26,47 % dos possiveis promotores de soja
do referido grupo (Figura 13).

Por fim, o grupo de possiveis promotores que regulam os genes que codificam
fatores de transcricdo da superfamilia AP2/ERF apresenta elementos das familias EINL e
GCCF em respectivamente 63,50 % e 9,82 % de seus representantes, enquanto que cerca
de 49,60 % deles apresenta elementos cis-atuantes da familia DREB e 23,01 % da familia
EREF. Elementos que estdo associados com a regulagdo transcricional mediada por acido
jasmonico (74,54 %), seguidos dos responsivos a ABA (familia ABRE - 58,59 %), auxinas
(38,04 %), brassinoesterdides (25,77 %) e por elementos da familia CEI/F (também
responsiva & ABA - 22,39 %) também foram identificados em possiveis promotores de
genes referentes a estes fatores de transcri¢do em soja (Figura 13). Além disso, observou-
se que dentre os possiveis promotores dos genes deste grupo, detectados como
diferencialmente expressos nos transcriptomas de soja analisados, cerca de 53,00 %

apresentaram elementos da familia EINL e 17,02 % da familia GCCF, enquanto que cerca
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de 61,70 % e 23,40 % deles apresentam elementos cis-atuantes das familias ABRE e CEIF
respectivamente, 82,98 % da familia JARE (acido jasmonico), 40,43 % da familia AREF
(auxinas), 29,79 % da familia BRRE (brassinoesteroides), 44,68 % da familia DREB e
25,53 % da familia EREF.

5.7. NIVEIS DE PRODUCAO DE ETILENO E DE ACC LIVRE EM SOJA.

Com a tentativa de correlacionar os dados obtidos in silico com dados fisiologicos,
foram mensurados os niveis de ACC livre e de produgdo de etileno, tanto em raiz quanto
em folha das cultivares de soja BR16 ¢ EMBRAPAA4S, respectivamente suscetivel e
tolerante a seca. As plantas foram germinadas e cultivadas em condic¢des similares em que
foram obtidos os dados dos transcriptomas analisados (germinadas em estufa e cultivadas
em hidroponia), inclusive nos mesmos tempos de exposi¢do ao déficit hidrico. De acordo
com a andlise de parametros fisiologicos experimentais (Figura S9), observou-se que as
duas cultivares sofreram com a escassez hidrica, mas que a cultivar tolerante a seca foi a
que melhor respondeu ao déficit hidrico, sendo um indicio da veracidade desta afirmacdo o
aumento da taxa fotossintética, da condutancia estomatica e da taxa de transpiracao,
verificados aos 75 minutos de estresse nesta cultivar. (Figuras S9-A, S9-E e S9-F). Além
disso, quanto a eficiéncia de consumo de 4gua (WUE) (Figura S9-H), observou-se que
antes dos 75 minutos, a cultivar suscetivel a seca obteve um melhor aproveitamento de
seus recursos hidricos quando comparado com a cultivar tolerante, mas apds este tempo,
esta situacdo se inverteu, evidenciando um maior impacto ocasionado por este estresse na
cultivar suscetivel.

Ao se comparar os niveis de ACC livre e producdo de etileno entre os tecidos,
observa-se que os maiores niveis do precursor do fitormonio foram detectados em folhas, e
as raizes apresentaram os maiores valores mensurados de producao de etileno (Figura 14).
Comparando-se as cultivares, a EMBRAPA48 apresentou em suas folhas os maiores
indices de ACC livre enquanto que os niveis de produgdo de etileno foram variaveis. Na
raiz das plantas ndo estressadas (tempo zero), a cultivar BR16 apresenta um maior valor de
ACC livre e a cultivar EMBRAPA48 uma maior produgdo de etileno (Figura 14-A e 14-B,

respectivamente), fato este que nio se observa na folha, onde os niveis de ACC livre entre
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Figura 14. Niveis de Producio de Etileno e ACC Livre em Soja Sob Déficit Hidrico. Foram
determinados os valores de producao de etileno e ACC (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico) livre em
raiz e folha das cultivares de soja BR16 e EMBRAPA48 em diferentes tempos de déficit hidrico. Os codigos
nos graficos representam: Al, A2 e A3 - niveis de ACC livre; B1, B2 e B3 - niveis de produgdo de etileno.
Nos graficos de barra A1, A2, B1 e B2, a analise estatistica foi obtida comparando-se os dados entre tecidos
semelhantes das duas cultivares em um mesmo tempo de déficit hidrico. Ja nas curvas de tendéncia A3 ¢ B3,
a estatistica aplicada foi por comparagdo dos dados da planta ndo estressada (tempo zero) com a estressada
(demais tempos de déficit hidrico). Sendo assim, a diferenca entre os graficos 1 ¢ 2 com o 3 (tanto em A
quanto em B) é a analise estatistica. Os asteriscos representam o nivel de significancia estatistica: (*) p <
0,05; (**) 0,01 <p <0,05; (***) 0,001 <p <0,01. Cada ponto representa o valor médio (+ desvio padrdo) de
trés repeti¢des, em plantas diferentes. A auséncia da representagdo grafica do desvio padrdo em alguns
pontos ocorre pelo fato de seus valores absolutos serem inferiores a escala.

as cultivares ¢ praticamente o mesmo, mas a produc¢do de etileno ¢ maxima na cultivar
EMBRAPAA48 (Figura 14-A2/B2). Com exceg¢do do intervalo de tempo de 25 a 50 minutos
de déficit hidrico, foi observado tanto em raiz quanto em folha da cultivar BR16, que os
niveis de ACC livre e de producdo de etileno se comportam em ciclos de elevagdo e

reducdo, onde um aumento no nivel de ACC livre coincide com uma redugdo na producao
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de etileno e vice-versa. Ainda com relacdo a cultivar suscetivel a seca, observa-se em
ambos os tecidos que o pico de producdo de etileno (75 minutos de déficit hidrico)
coincide com o menor indice de ACC livre na cultivar. Ja com relagdo a cultivar
EMBRAPAA48, este padrao ciclico se observa muito menos do que na cultivar suscetivel a
seca. Observa-se que os picos mais elevados de ACC livre na cultivar tolerante encontram-
se respectivamente nos tempos de 75 minutos em raiz ¢ 125 minutos de seca em folha,
enquanto que a producao maxima de etileno na raiz da mesma cultivar ¢ detectada nos
tempos de 75 e 150 minutos de déficit hidrico (os valores em ambas as condi¢des sao
iguais, considerando o desvio padrdo), sendo que em folhas da mesma cultivar o pico

maximo de producdo do gas foi no tempo zero (planta ndo estressada).
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6. DISCUSSAO.

As possiveis proteinas identificadas em soja que fazem parte das rotas metabolicas
de biossintese de etileno e da sinalizagdo por ele mediada sdo extremamente conservadas,
apresentando dominios ja descritos para seus homologos em organismos modelo. O
experimento de BBH mostrou que 69,89 % do total de eventos BBH positivos possuem
possivel ortologia com sequéncias similares de 4. thaliana e 58,52 % com O. sativa, sendo
que 28,41 % do total de eventos positivos sdo relativos a ortologia com as duas espécies.
Além disso, 41,67 % dos genes diferencialmente expressos sao BBH positivos sendo que,
deste total, 40,00 % sdo positivos exclusivamente com A. thaliana, 28,00 % com O. sativa
e 32,00 % com ambas as plantas modelo. Desta forma, ¢ possivel constatar neste caso uma
maior proximidade filogenética da soja com A. thaliana, o que corrobora com o fato das
duas serem classificadas como dicotiledoneas, mas uma parcela significativa destas
proteinas € conservada nas trés espécies vegetais. A analise ontoldgica mostrou o que era
esperado tanto para funcao quanto para os processos moleculares dos quais possivelmente
estas proteinas possam participar, assim como a possivel citolocalizagdo de cada uma
delas.

A analise destes possiveis promotores génicos de soja mostrou que a indugdo e/ou
repressao da transcricdo de um determinado gene nesta espécie vegetal provavelmente nao
¢ regulada somente por fatores de transcrigdo isolados, mas pela interacdo de varios
elementos proteicos com um conjunto de sequéncias de DNA reguladoras. Associado a
esta hipodtese, esta analise in silico corroborou com dados experimentais da literatura,
obtidos principalmente em plantas modelo, que propuseram a existéncia de interconecgoes
(crosstalk) entre a regulacdo do metabolismo do etileno com outras vias de
desenvolvimento, homeostase e resposta a diversos tipos de estresse. Esta afirmagdo ¢
comprovada nitidamente ao se observar nestes possiveis promotores analisados a presenga
de elementos cis-atuantes importantes em respostas a outros fitormonios (principalmente
acido abscisico, auxinas, brassinoesterdides e 4acido jasmonico), além de elementos
importantes em resposta a diversas classes de estresses, tanto bidticos e abidticos (choque
térmico, defesa contra patdgenos, injurias mecanicas, dentre outros). Comparando-se os
niveis percentuais de possiveis promotores que apresentam elementos cis-atuantes para

estes fitormonios entre os 502 genes analisados e os 120 diferencialmente expressos nos
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transcriptomas de soja com déficit hidrico, observa-se que, ao se comparar as duas
populagdes de possiveis promotores a representacdo de cada familia de fitormonios
permanece constante, onde possiveis promotores que apresentam elementos que
respondem diretamente a 4cido jasmonico (familia J4RE) sdo os mais abundantes,
seguidos dos que possuem elementos responsivos ao acido abscisico (sendo a familia
ABRE a mais abundante), auxinas (familia AREF), brassinoesterdides (familia BRRE) e,
por fim a familia de elementos CE/F, também responsiva a ABA. Com base nestas
analises, cada uma destas familias de elementos cis-atuantes pode contribuir de forma
distinta na regulagdo da transcri¢do de cada grupo de genes de soja analisado, sendo que a
familia EINL ¢ melhor representada em possiveis promotores de genes referentes a
biossintese de etileno, as familias CEIF, DREB, EREF ¢ GCCF com a transducao de sinal
mediada por este fitormonio, e as familias ABRE, AREF, BRRE ¢ JARE em possiveis
promotores de genes de fatores de transcricao da superfamilia AP2/ERF (Figura 15).

Com relacdo a familia classica de elementos responsivos a etileno (GCCF),
observou-se um baixo indice de possiveis promotores de soja que apresentaram estes
elementos (10,36 %), mas um indice mais elevado (48,80 %) de possiveis promotores com
elementos da familia DREB, similar 8 GCCF, mas que responde inicialmente a fatores de
transcricdao importantes na resposta a seca (DREB), fato este que também se confirma entre
os genes diferencialmente expressos de soja, que apresentam elementos das familias GCCF
e DREB em 14,17 % e 46,67 % de seus possiveis promotores, respectivamente. Estudos
com ERF1 de 4. thaliana mostraram que este fator de transcricdo pode reconhecer
elementos de ambas as familias, de acordo com a situacdo de estresse. Experimentos com
imunoprecipitacdo de cromatina mostraram que ERFI1 interage exclusivamente com
elementos da familia GCCF em resposta a estresse bidtico e exclusivamente com
elementos da familia DREB em resposta a estresse abiodtico, onde o fator de transcrigdo
interagiu com elementos de uma ou outra familia, nunca das duas ao mesmo tempo (Cheng
etal., 2013).

Um ponto importante a ser analisado ¢ o fato de que a maioria dos trabalhos que
envolvem a biossintese de etileno e a sinalizacdo por ele mediada correlacionam a
atividade de EIN3/EIL principalmente com a indug¢do da transcrigdo de genes da
superfamilia AP2/ERF. Ao serem analisadas estas 502 possiveis regides promotoras de

soja, observou-se a presenca de elementos cis-atuantes responsiveis a este fator de



Figura 15. Contribuiciio das Principais Familias de FElementos Cis-Atuantes Presentes em
Possiveis Promotores de Soja Importantes na Sinalizacio Mediada por Fitorménios ¢ em

Respostas a Estresses. O diagrama correlaciona o nimero de possiveis promotores de soja € o
numero de elementos cis-atuantes presentes em cada grupo analisado: biossintese de etileno,
transdugdo de sinal mediada por este fitormonio e fatores de transcri¢do da superfamilia AP2/ERF.
As espessuras das linhas estdo diretamente relacionadas com a contribuigdo de cada familia de
elementos cis-atuantes em cada grupo, sendo que as menos espessas correspondem a um menor
numero de elementos e um menor nimero de possiveis promotores que os apresentam, € as mais
espessas apresentam um maior nimero de elementos e um maior numero de possiveis promotores
que os apresentam. ABRE - elementos de resposta 8 ABA; AREF - elementos de resposta a auxina;
BRRE - elementos de resposta a brassinoesteroides; CEIF - elementos de acoplamento 1; DREB -
proteinas com elementos de interacdo responsivos a desidratacdo; EINL -elementos de interacdo
com fatores semelhantes a EIN3; EREF - elementos responsivos a etileno; GCCF - elementos
GCC-box; JARE - elementos de resposta a jasmonato.
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transcricdo em 63,35 % desse total (repetindo-se este indice entre os genes
diferencialmente expressos identificados nos transcriptomas). Mesmo que a presenga por si
so deste elemento ndo seja suficiente para afirmar categoricamente que EIN3/EIL regulem
diretamente a expressdo de outros genes por rotas independentes de AP2/ERF, ¢
importante considerar que sua presenca em um grande niimero de possiveis promotores
possa ser pelo menos um indicio da veracidade desta observagdo. Analises de
transcriptomas de 4. thaliana identificaram genes diferencialmente expressos regulados em
mutantes ein3/eill confrontados com a planta selvagem suplementadas com ferro. Dentre
estes genes, foi observado que o fator de transcri¢do induzido por deficiéncia em ferro 1
(FIT) pode ser um possivel parceiro de EIN3/EIL, que por sua vez contribuem no aumento
dos niveis de expressdo dos genes regulados por FIT, além de promover a expressdo do
proprio FIT (Bauer & Blondet, 2011). Associado a este pensamento observa-se também
que EIN3/EIL sdo capazes de regular a expressdo de EBF2, importante proteina F-box
responsavel pela regulagdo da atividade de EIN3/EIL (Vandenbussche et al., 2012).

Uma observacdo interessante ¢ que 95,22 % dos possiveis promotores de soja
analisados possuem elementos cis-atuantes da familia LREM (elementos responsivos a luz,
nao modulados por diferentes tipos de luz) e mais de 85,00 % deles apresentam elementos
da familia HEAT (elementos de choque térmico) (Figura 13). Este fato corrobora com
estudos que demonstram em A. thaliana que a resposta a baixa intensidade de luz pode ser
regulada por etileno e auxinas (por intermédio do aumento da expressdo dos genes
AUX22, ACS6, ACS8 e ACS9), além de que a biossintese de etileno e a sinalizagdo por
ele mediada, também reguladas por fitocromo B, sdo afetadas por anti-fase de luz (dia e
noite) e ciclos de temperatura (Vandenbussche et al., 2003; Bours et al., 2013). Estudos
complementares com caules de ervilhas estioladas mostram que além da intensidade, a
qualidade da luz também pode influenciar rotas envolvendo etileno, uma vez que a luz
vermelha também regula a biossintese de etileno e o gravitropismo nesta espécie vegetal
(Steed et al., 2004). Além disso, estudos com mutantes insensiveis a etileno,
principalmente relacionados com seus receptores ou ortdlogos a EIN2, tipicamente
apresentam altos niveis de producdo de etileno, enquanto que mutantes ctr/-/ exibem
producao de etileno mais baixas do que as plantas selvagens (Thain et al., 2004).
Entretanto, em duplos mutantes ein3/ein/l, apesar de apresentarem fenotipos similares a

mutantes ein2, produzem baixos niveis de etileno quando crescidos em dias longos mas
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produzem niveis mais altos deste fitormonios quando crescidos em escuriddo continua,
quando comparados com plantas selvagens, mas ainda mais baixos do que os mensurados
nos mutantes etr/ ¢ ein2 (An et al., 2010). Desta forma, sugere-se que exista uma rota
paralela a EIN3/EIL que seja responsavel pelo controle negativo da biossintese de etileno,
sendo este mecanismo dependente de luz. Mecanismos de regulacdo transcricional,
associados com fatores de transcri¢do responsivos a luz mostram que, elementos da familia
LREM podem induzir ou reprimir genes em resposta a estimulos luminosos de acordo com
variacoes na sequéncias que flanqueiam elementos da familia GBOX, que encontram-se
adjacentes a estes elementos de resposta a luz (Jiao et al., 2007). Como mais de 83,00 %
dos possiveis promotores de soja analisados que sdo relacionados com a biossintese de
etileno apresentam elementos cis-atuantes da familia GBOJX, associados com o alto indice
de elementos da familia LREM, acredita-se que mecanismos envolvendo EIN3/EIL [ou
algum(s) fator(es) que reconhece(m) elemento(s) G-box regulado(s) por eles] e fatores de
transcricdo responsivos a luz possam fazer parte dos mecanismos de regulacdo da
biossintese de etileno em soja.

Dentre as enzimas relacionadas com a biossintese de etileno, as responsaveis pela
produgcdo de AdoMet sdo as que mais contribuem com rotas metabdlicas que sdo, a
principio, independentes de etileno. Estudos com poliaminas vegetais apontam o seu
envolvimento em respostas a diferentes estresses ambientais em A. thaliana, onde elas
podem atuar em processos de sinalizag¢ao celular em um complexo crosstalk mediado por
fitormonios, incluindo a regulag¢do por acido abscisico em estresses abidticos (Alcazar et
al., 2010). Sendo as enzimas MAT (SAMS) uma das responsaveis por fornecer substrato
para a biossintese de poliaminas, ¢ logico pensar que estas enzimas sejam induzidas
também por ABA em resposta a estresses abidticos, fato este que € observado em estudos
com Lycopersicon esculentum (tomate) onde foram detectados altos niveis de transcritos
da referida enzima em condi¢Oes de alta salinidade e tratamento com ABA exdgeno
(Espartero et al., 1994). Desta forma, pode-se supor que altos niveis de acido abscisico
podem estar relacionados com baixos niveis de etileno por um possivel redirecionamento
de AdoMet para rotas biossintéticas de poliaminas. No presente estudo, observou-se que
dentre as enzimas MAT de soja, 54, 55 % delas possuem elementos cis-atuantes da familia
ABRE (resposta a ABA) em seus possiveis promotores, o que indica uma possivel inducao

destes genes em resposta a diversos tipos de estresses abidticos mediadas por este
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fitormonio. Dentre os genes diferencialmente expressos em transcriptomas de soja sob
déficit hidrico, GmMAT#003, GmMAT#010 ¢ GmMAT#011 possuem em seus
promotores tanto elementos de resposta a ABA quanto a etileno, o que indica a
participacao destas enzimas nestas duas rotas de sinalizagao.

A presenca de elementos cis-atuantes responsivos a fitormonios ¢ de relevancia
significativa na regulacdo da biossintese de etileno. Zhang e colaboradores (2009)
demonstraram que em tomate o acido abscisico pode induzir a expressao tanto de genes
que codificam as enzimas ACC sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO), promovendo a
biossintese de etileno e o amadurecimento de frutos (Zhang et al., 2009). Além disso,
estudos mostram que um dos primeiros efeitos da auxina é o aumento da biossintese deste
fitormoénio gasoso por aumento da expressdo dos genes que codificam ACSs, enzima
limitante nesta rota biossintética (Abel & Theologis, 1996). Paralelamente, estudos com
milho, mostram que os brassinoesterdides induzem a produgdo de etileno principalmente
via ACO e interagem com auxinas aumentando a producao deste fitormonio gasoso (Lim
et al., 2002). Por fim, estudos mostram que o metil-jasmonato pode induzir a atividade de
enzimas ACO, diminuindo assim os niveis de ACC livre e elevando a producao de etileno
em folhas de oliveiras (Sanz et al., 1993).

Com relacdo a biossintese de etileno, algumas questdes podem ser levantadas.
Correlacionando os dados de transcriptoma, qPCR, produgdo de etileno constata-se que,
nas situacdes analisadas, os niveis de producdo de etileno sdo distintos quando se
comparam diferentes tecidos (radicular e foliar). Confrontando-se os valores de produ¢ao
de etileno aos 75 minutos de déficit hidrico, observou-se em folhas o &pice de produgdo do
fitormonio na cultivar suscetivel a seca (BR16), e uma redugdo significativa do mesmo
parametro no mesmo tecido da cultivar tolerante (quando comparado com a mesma
cultivar ndo estressada), sendo que em raizes, as duas cultivares apresentaram picos de
maxima producdo de etileno (Figura 14). Associado ao fato de que somente a cultivar
tolerante apresentou um aumento na condutancia estomatica e nas taxas de fotossintese e
transpiracdo nesta mesma condicdo de estresse (75 minutos de déficit hidrico) (Figura S9),
pode-se inferir que, na situacdo analisada, raiz e folha podem apresentar mecanismos
distintos de resposta a etileno e que a produgdo deste fitormonio em folhas podem estar
associada com possiveis mecanismos de tolerancia a seca, uma vez que, o etileno pode

regular o fechamento de estomatos (Chen et al., 2013). Além disso, a associacao predita do
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aumento da producdo de etileno com a reducdo dos niveis de ACC livre ndo ocorre de
forma global. Duas situacdes adversas sdo observadas: a primeira onde um aumento do
ACC livre ¢ acompanhado por um aumento da producao de etileno; e a segunda pelo
inverso da primeira (reducdo dos niveis de ACC livre acompanhada por reducdo da
producdo de etileno). Mesmo que a hidrélise de conjugados de ACC seja um assunto ainda
contraditdrio, o primeiro caso poderia ser justificado pelo aumento da produgdo de ACC
livre, tanto pelo aumento significativo da conversao direta de AdoMet em ACC pela
enzima ACS quanto pela reacao de hidrolise de conjugados de ACC (malonil-ACC), de tal
forma que os niveis de ACC livre sejam superiores a capacidade das enzimas ACO
disponiveis de produzir etileno, que por sua vez atingiria seu nivel maximo na referida
condicdo (Hoffman et al., 1982; Yang & Hoffman, 1984; Jiao et al., 1986; Fluhr et al.,
1996). Ja o segundo caso pode ocorrer pelo aumento da formagdo de conjugados de ACC
(malonil-ACC e glutamil-ACC) quanto pela degradacdo do precursor de etileno, por agdo
das enzimas ACD. Como principal indicio da ocorréncia desta hipotese pode-se apresentar
a expressdo diferencial de GmGGT#002 (tanto em raiz quanto em folha de ambas as
cultivares) e de GmACD#001 (raiz da cultivar EMBRAPA48) nos momentos em que
ocorre reducdo dos niveis de ACC livre, acompanhada por redugdo da producdo de etileno.
Para melhor compreensdo destes fatos, ¢ de extrema importadncia a identificacdo e
caracterizacdo in vitro € in vivo das rotas moleculares que envolvem a conjugacdo e
degradacdo de ACC, pois s6 assim serd possivel entender os mecanismos mais refinados de
regulagdo da biossintese de etileno em resposta aos mais variados sinais, além de
identificar e o real papel da formagao dos conjugados de ACC nestes processos.

Uma questdo importante que deve ser considerada ¢ o fato de existir um aumento
da producdo de etileno nas cultivares de soja sob déficit hidrico, uma vez que estudos
mostram que, isoladamente, os niveis deste fitormonio em plantas submetidas a tal estresse
geralmente sdo baixos (Spollen et al., 2000; Sharp, 2002). Para melhor compreender esta
observacgdo antagonica, ¢ preciso levar em consideracao o sistema em que estas cultivares
de soja foram cultivadas, o hidroponico, onde as raizes encontram-se submersas em
solugdo contendo nutrientes. Estudos mostram que quando se compara esta condigdo com
sistemas de solo, mesmo sob situacOes idénticas de estresse, ocorrem variagdes nos
padrdes da expressdo de diversos genes (Guimaraes-Dias et al., 2012). Em paralelo,

diversos trabalhos mostram que em plantas sob condi¢des de alagamento, os indices de
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producdo de etileno sdo mais elevados, quando comparados em situagdes de seca (Bailey-
Serres & Voesenek, 2008). Sendo assim, acredita-se que as raizes das cultivares de soja
crescidas em hidroponia possam apresentar respostas moleculares semelhantes as
condi¢gdes de alagamento e, ao serem submetidas imediatamente a um déficit hidrico
severo, possam apresentar respostas diferentes das associadas com crescimento em solo,
como por exemplo o aumento na producdo de etileno. Este fato pode explicar também a
menor producdo deste gés nas folhas de ambas as cultivares, quando comparadas com
raizes nas mesmas condi¢des, uma vez que em tal sistema de crescimento a parte aérea da
planta ndo se encontra submersa, além do baixo desenvolvimento destas cultivares de soja,
quando comparado com sistemas de solo.

Quanto a transdugdo de sinal mediada por etileno estudos com Rosa hybrida que
mostram que a presenga de etileno em flores esta diretamente associada com a elevagao
dos transcritos de CTR (Ma et al., 2006). Em soja, observou-se a presenga de elementos
cis-atuantes pertencentes a familia GCCF na maioria dos possiveis promotores dos genes
homologos a CTR e EIN2. Este fato induz a suposicdo de que a rota de sinalizacdo
mediada por este fitormonio via ERFI1 regule a expressdo dos transcritos destes dois
elementos importantes na propagagao do sinal, mantendo os niveis de CTR elevados para
que na auséncia do sinal a rota seja prontamente inibida. Associado a este fato, observa-se
que dentre os transcritos referentes a CTR detectados como diferencialmente expressos
(GmCTR#001, GmCTR#003 e GmCTR#004), identificados exclusivamente em
transcriptomas de folhas, somente GmCTR#001 ndo apresenta elementos cis-atuantes da
familia GCCF em seu possivel promotor (Tabela S87). O fato da expressao de
GmCTR#001 em raiz ser maior em plantas ndo estressadas (Figura 11), acompanhada de
uma reducdo gradativa no decorrer do aumento do tempo de seca mesmo com o aumento
da producao de etileno (Figura 14), pode indicar mecanismos adicionais em sua regulagdo
transcricional, como a influéncia de outros fitormonios, como por exemplo acido abscisico
e auxinas, além da participagcdo de outros paralogos de CTR presentes em soja
(GmCTR#003 e GmCTR#004). Em paralelo, o fato de homdlogos a EIN3, EIN5 e EBF
terem sido detectados como diferencialmente expressos, indica que, em vias gerais, a rota
de sinalizacao mediada por etileno esteja ativa nas situagdes analisada, principalmente nos
tempos iniciais de estresse, pelo menos em raizes da cultivar EMBRAPAA48 (tolerante a

seca) e folhas da cultivar BR16 (suscetivel a seca), uma vez que estudos indicam que na
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presenca deste fitormonio a expressdo transcricional destes genes encontra-se elevada
(Vandenbussche et al., 2012). A ndo deteccao da expressao diferencial de alguns genes ou
pequenas discrepancias quando se compara a quantificagao de transcritos com os dados
obtidos pelos transcriptomas pode estar associada com limitagdes da metodologia adotada
para a construcdo das bibliotecas subtrativas de cDNA, utilizadas na geragdo dos
transcriptomas, principalmente se a expressdo dos genes for mais elevada nas plantas
controle (no caso, as ndo estressadas - tempo zero).

Estudos similares aos descritos neste trabalho foram realizados por Zhang e
colaboradores (2008) para membros da superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF de
soja, onde 148 unigenes que possuem dominios AP2/ERF foram identificados e
classificados como integrantes das familias AP2 (26 genes), ERF (120 genes) e RAV (2
genes). Com relagdo a familia ERF, Zhang também subdividiu os 98 unigenes desse grupo
que possuiam seu dominio AP2 completo em 12 grupos de acordo com a classifica¢ao
proposta por Sakuma (2002) para A. thaliana [grupos Al até A6 - subfamilia CBF/DREB
(36 genes); e Bl até B6 - subfamilia ERF (62 genes)]. Vale a pena ressaltar que Zhang
também ndo identificou uma sequéncia homoéloga a Soloista de A. thaliana em soja (Zhang
et al., 2008). Ao se comparar os nimeros obtidos no presente estudo com os obtidos por
Zhang, observa-se que a proporcao entre eles ¢ mantida, sendo que dentre os grupos
analisados, o melhor representado nos dois trabalhos (com um maior nimero de membros)
seria o referente ao grupo B (subfamilia ERF) (Figura S3). Zhang também identificou a
presenca de motivos proteicos caracteristicos em ERFs, mas sua pesquisa foi realizada de
tal forma que foram identificados motivos em comum com A. thaliana e, nao
necessariamente a0 mesmo tempo, com O. sativa. Sendo assim, ele selecionou em seu
estudo 74 possiveis motivos compartilhados com a dicotiledonea A. thaliana e 61 motivos
em comum com a monocotiledonea O. sativa (Zhang et al., 2008), dentre os quais se
destacam os motivos EAR e LWSY, também identificados no presente estudo, sendo o
primeiro associado com possiveis mecanismos de repressdao transcricional (Kagale &
Rozwadowski, 2011) e o segundo ainda sem fun¢do definida. Além disso, a similaridade
identificada destes possiveis motivos com sequéncias procaridticas e virais corrobora com
analises evolutivas do dominio AP2 que propdem que este dominio possivelmente possa
ter origem em cianobactérias (Tetrahymena thermophila e Trichodesmium erythraeum) e

bacteriofagos (Rb49 e Felix 01) (Magnani et al., 2004).
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Dentre os fatores de transcricdio da superfamilia AP2/ERF diferencialmente
expressos € que possuem elementos cis-atuantes das familias E/INL e/ou GCCF, destacam-
se alguns com relacdo a sua possivel funcdo em soja. Estudos demonstram que plantas
transgénicas (incluindo a prépria soja), transformadas com o fator de transcricilo DREB1D
de A. thaliana sob controle do promotor génico CaMV35S (cauliflower mosaic virus),
apresentam maior tolerancia a seca e frio (Guttikonda et al., 2014). No presente trabalho,
observou-se a expressao diferencial de um homodlogo a DREBID de A. thaliana
(GmERF#223), sendo que seu nivel de expressao pode chegar a ser elevado em mais de
600 em folhas de soja nas condi¢des analisadas (Figura 12; Figura S7). Um fato
interessante ¢ que a expressao deste fator de transcri¢do em A. thaliana ¢ dependente de
acido abscisico (Guttikonda et al., 2014), mas o possivel promotor do seu homologo
diferencialmente expresso em soja ndo possui elementos cis-atuantes que respondam
diretamente a este ¢ a qualquer outro fitormdnio, exceto a etileno (familia EINL) (Tabela
S87). Esta observacao leva a algumas suposigdes, dentre as quais se destacam a de que este
homologo de DREBI1D presente em soja seja regulado por etileno, ou que outros sinais
possam regular a expressao deste gene por mecanismos ainda nao descritos.

Pandey e colaboradores (2005) identificaram em A. thaliana um fator de transcri¢ao
com dominio AP2 que atua como repressor da resposta molecular mediada por acido
abscisico durante a germina¢do de sementes e condi¢des de estresse, denominado de ABR1
(repressor ABA 1), sendo que mutantes abrl possuem hipersensibilidade 8 ABA quando
submetidos a estas condi¢des (Pandey et al., 2005). Dados de qPCR para um homélogo de
ABRI presente em soja (GmERF#069) mostraram que este gene ¢ diferencialmente
expresso nas condigdes experimentais analisadas, principalmente em raizes, onde o nivel
de expressdo deste transcrito pode chegar a ser elevado em mais de 600 vezes quando
comparado com cultivares de soja ndo estressadas (Figura 12). Os dados de qPCR também
mostraram que os niveis deste transcrito sdo mais elevados em raizes da cultivar suscetivel
a seca (BR16), o que pode causar uma menor sensibilidade desta cultivar ao acido
abscisico e, o que pode ser uma das explicacdes da menor tolerancia desta cultivar a seca.

Tanto a luz quanto etileno apresentam rotas metabolicas que se interconectam e
regulam em muitos aspectos do desenvolvimento vegetal. Uma importante proteina
caracterizada funcionalmente em A. thaliana que atua a jusante do ponto de convergéncia

entre as rotas de sinalizacdo mediadas por etileno e pela luz seria o fator de transcri¢ao
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com dominio AP2 RAP2.4, coordenando multiplos processos do desenvolvimento desta
planta, sendo regulado negativamente pela luz e positivamente por estresses abidticos
(salino e seca). Além disso, no nucleo, este fator de transcricdo pode interagir com
elementos cis-atuantes do tipo GCC-box (familia GCCF) e DRE (elemento responsivo a
desidratacdo - familia DREB) (Lin et al., 2008). Em soja, foram identificados quatro
homologos ao RAP2.4 de A4. thaliana como diferencialmente expressos nos transcriptomas
analisados (GmERF#051, GmERF#079, GmERF#161 ¢ GmERF#0198), sendo que dois
deles (GmMERF#051 e GmERF#079) possuem em seus possiveis promotores elementos cis-
atuantes que podem responder a sinaliza¢do mediada por etileno, dando assim indicios da
participagdo deste fitormonio também neste mecanismo de resposta (Tabela S87).

Outro fator de transcricdo desta familia detectado como diferencial nos
transcriptomas de soja analisados foram dois homologos ao fator ORA47 (GmERF#047 e
GmERF(75), elemento chave na biossintese de acido jasmonico em A. thaliana (Khurshid,
2012), sendo que um deles (GmERF#075) possui na estrutura de seu possivel promotor
elementos cis-atuantes da familia GCCF, e ambos apresentam elementos da familia JARE,
conhecida por responder diretamente a 4dcido jasmonico (Tabela S87). Este pode ser mais
um indicio da agdo sinérgica destes dois fitormonios em mecanismos de resposta a seca.

Por fim, ndo foram somente membros da familia ERF de soja que foram detectados
como diferencialmente expressos nos transcriptomas analisados, mas também um membro
da familia RAV (GmRAV#001) (Figura S7). Estudos com RAV1 e seus homdlogos mais
proximos, RAVIL e RAV2 de A. thaliana, mostraram que estes fatores podem ser
regulados por fitormonios, sendo reprimidos significativamente por brassinoesteroides e
acido abscisico, que mediam respostas a varios estresses abidticos em plantas. Além disso,
em condi¢cdes de escassez de dgua, plantas transgénicas que expressam altos niveis de
RAYV apresentam altos niveis de transpiracdo, e em condi¢des de alta salinidade, as plantas
transgénicas que apresentam altos niveis destes fatores, apresentam a inibi¢do da
germinacgdo de sementes, enquanto que mutantes rav promovem este evento. Sendo assim,
estes estudos sugerem que os fatores de transcrigdo RAV sdo reguladores negativos do
crescimento e de respostas a seca e alta salinidade, e que seus efeitos de regulagdo negativa
em resposta a estresses bidticos podem atuar independentemente de ABA (Fu et al., 2014).
Andlises do possivel promotor de GmRAV#001 mostram que dentre as principais familias

de elementos cis-atuantes nele identificadas que podem estar diretamente relacionadas com
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a mediacdo direta por fitormonios, destacam-se a familia EIN3 (etileno), ABRE e CEIF
(acido abscisico) ¢ JARE (acido jasmonico). Desta forma, a auséncia de elementos
responsivos a brassinoesteroides ¢ um indicio de que, diferentemente de seu homologo em
A. thaliana, GmRAV#001 possivelmente ndo responderia diretamente a este fitormonio
(Tabela S87). Além disso, resultados de qPCR, associados com dados de transcriptoma,
mostram que a expressdo do transcrito referente a este fator ¢ mais elevada na cultivar
suscetivel a seca (Figura 12; Figura S7). Desta forma, tendo-se como base os estudos de Fu
e colaboradores (2014), pode-se inferir que os altos niveis de expressao deste transcrito
também possam estar associados com mecanismos moleculares que tornam esta cultivar

(BR16) mais suscetivel a esse tipo de estresse.
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7. CONCLUSOES FINAIS.

As andlises dos bancos de dados publicos e disponibilizados pelo Projeto
GENOSOJA propiciaram a elaboracdo de modelos in silico de rotas metabolicas
relacionadas com a biossintese de etileno e com a sinalizacdo por ele mediada, podendo
assim mostrar o quao conservadas sdo estas rotas em espécies vegetais como Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa e Glycine max. Desta forma, também foi possivel evidenciar pontos
que ainda necessitam ser melhor estudados, tanto nas trés espécies, como caracterizagao
funcional de genes responsaveis pela conjugacdo de ACC com grupamentos malonil e
glutamil, quanto exclusivamente em soja, como caracterizacdo de um ou mais mecanismos
de regulacdo da atividade dos homologos de EIN2 na auséncia de etileno.

A anélise dos bancos de dados dos transcriptomas de soja fornecidos pelo Projeto
GENOSOJA foi importante para a criacdo de hipoteses que puderam ser parcialmente
elucidadas, mas muitas duvidas ainda perduraram devido principalmente a limitagdes da
técnica utilizada para a criagdo das bibliotecas de cDNA, associadas com o sistema de
cultivo hidroponico, que em vias de fato, para a commodity estudada, também poderia ser
considerado como uma situagao de estresse.

Supondo-se que, pelo menos em raizes, o sistema hidropdnico apresente um
comportamento similar ao de alagamento (onde segundo a literatura os niveis de etileno
sdo altos), acredita-se que exista a possibilidade dos niveis deste fitormdnio serem
elevados ja durante o cultivo, € que o mesmo se encontre dissolvido na solu¢do nutritiva
(Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Acredita-se também que a elevacdo natural de
temperatura ocasionada pela perda de agua brusca possa ser uma explicagdo para a
elevacdo da producdo de etileno em alguns momentos, uma vez que enzimas da rota de
biossintese de etileno podem ter um aumento de atividade com a elevagdo da temperatura
(de 17 °C até 35 °C) (Antunes & Sfakiotakis, 2000). Como a difusdo do etileno no ar ¢
maior do que na solugdo nutritiva e o déficit hidrico € mais intenso e a desidratacdo mais
rdpida nestas condi¢cdes experimentais, ndo existe tempo habil para efetivar respostas
moleculares que envolvam a transcri¢do de genes e posterior tradugdo em proteinas antes
da dessecagdo irreversivel. Seguindo esta linha de raciocinio, sugere-se que nos curtos
intervalos de déficit hidrico (25 - 50 minutos), a biossintese deste fitormdnio e a

sinalizagdo por ele mediada seja ainda reflexo das condigdes de cultivo. Na medida em que
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o tempo de estresse aumenta, a sinaliza¢do ¢ gradativamente reduzida, dando lugar a uma
resposta mais intensa a seca. Como as plantas trocaram uma situagao de estresse por outra,
acredita-se que as rotas metabolicas de resposta a seca ativadas sejam distintas das que sao
habitualmente descritas para sistemas de solo, por exemplo (dependentes e independentes
de ABA, com baixa producdo de etileno), uma vez que as rotas de sinalizagdo ativas antes
do déficit hidrico também seriam distintas. Desta forma, acredita-se que o etileno,
associado com outros fitorménios (como por exemplo acido jasmonico), possuam um
grande papel no inicio da resposta a seca nestas condigdes. Confirmando-se esta hipotese,
os niveis de expressdo de varios genes identificados neste estudo poderiam ser mais
elevados nas plantas antes do déficit hidrico, o que dificultaria a detec¢do dos mesmos em
transcriptomas obtidos a partir de bibliotecas subtrativas, além de possiveis variacdes de
seus perfis de expressao.

Em paralelo, os dados sugeriram que a maior suscetibilidade da cultivar BR16 a
seca pode estar associada a uma menor sensibilidade da mesma ao acido abscisico,
hipotese esta que foi levantada devido aos experimentos de qPCR mostrarem que a
expressdo dos transcritos homodlogos aos fatores de transcricdlo ABR1 e RAV ser mais
elevada nesta cultivar.

Por fim, este estudo mostrou in silico que a regulagdo da resposta mediada por
etileno em soja pode sofrer influéncias de diversos fatores enddgenos e exogenos, € o
balanco entre as sinalizagcdes mediadas por estes fatores pode determinar a qualidade e a
intensidade da resposta a estes estimulos. Por isso, ¢ imprescindivel a elucidacdo funcional
in vitro e in vivo dos mecanismos moleculares e redes metabolicas que este fitormonio
gasoso coordena nesta commodity de grande valor econdmico agregado, para que no futuro
seja possivel obter cultivares com maior tolerancia aos mais variados tipos de estresses

com maior facilidade.
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Tabela S1. Lista de Proteinas Relacionadas com a Biossintese de Etileno em Arabidopsis thaliana

Proteina de Arabidopsis thaliana

Dominio Proteico

Via Metabolica
Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descricao Posicao
AtAAT Atlg77670 440 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 079 - 432 Ciclo de Yang
AtACDI Atl1g48420 401 PF00291 Enzima dependente de piridoxal fosfato 054 - 363 Degradacdo de ACC
AtACOl1 At2g19590 310 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 158 - 259 Biossintese de Etileno
AtACO2 Atlg62380 320 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(I]) 156 - 256 Biossintese de Etileno
AtACO4 Atl1g05010 323 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 - 254 Biossintese de Etileno
AtACO#001 Atlgl12010 320 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 156 - 256 Biossintese de Etileno
AtACO#002 Atlg77330 307 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 156 - 256 Biossintese de Etileno
AtACS1 At3g61510 488 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 047 - 425 Biossintese de Etileno
AtACS2 Atlg01480 496 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 048 - 432 Biossintese de Etileno
AtACS4 At2g22810 474 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 040 - 425 Biossintese de Etileno
AtACS5 At5g65800 470 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 040 - 424 Biossintese de Etileno
AtACS6 At4g11280 495 PF00155 Aminotransferase classe I e II 051 -432 Biossintese de Etileno
AtACS7 At4g26200 447 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 054 - 437 Biossintese de Etileno
AtACS8 At4g37770 469 PF00155 Aminotransferase classe I e II 040 - 424 Biossintese de Etileno
AtACS9 At3g49700 470 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 040 - 424 Biossintese de Etileno
AtACS10 Atlg62960 557 PF00155 Aminotransferase classe I e II 169 - 546 Biossintese de Etileno?
AtACSI11 At4208040 460 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 038 -419 Biossintese de Etileno
AtACS12 At5g51690 495 PF00155 Aminotransferase classe I e II 105-486  Biossintese de Etileno?
AtACT#001 Atl1g03940 469 PF02458 Familia de transferases 003 - 463 Sintese de MACC?
AtACT#002 Atlg03495 465 PF02458 Familia de transferases 006 - 459 Sintese de MACC?
AtACT#003 At2g30200 393 PF02458 Familia de transferases 091 -390 Sintese de MACC?
AtACT#004 At3g29670 451 PF02458 Familia de transferases 001 - 448 Sintese de MACC?
AtACT#005 At5g39050 469 PF02458 Familia de transferases 008 - 466 Sintese de MACC?
AtACT#006 At5g39090 448 PF02458 Familia de transferases 003 - 443 Sintese de MACC?
PF03079 Familia ARD/ARD’ 014 - 168 .
AtARDI1 At4gl14716 192 PF07333 Donifite g 086 - 162 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 014 - 168 .
AtARD2 At4g14710 199 PF07333 Do e 086162 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 014 - 168 .
AtARD3 At2g26400 199 PFO7S33 Dominio cupin 086 - 162 Ciclo de Yang




Tabela S1. Lista de Proteinas Relacionadas com a Biossintese de Etileno em Arabidopsis thaliana (cont.)

Proteina de Arabidopsis thaliana

Dominio Proteico

Via Metabolica
Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descri¢ao Posicao
PF03079 Familia ARD/ARD’ 004 - 158 .
AtARD4 At5g43850 187 PF07333 P G 078 152 Ciclo de Yang
AtASP2 At5g19550 405 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 029 - 397 Ciclo de Yang
ATASP3 At5g11520 449 PF0O0155 Aminotransferase classe I e II 073 - 441 Ciclo de Yang
AtASP5 At4g31990 453 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 077 - 445 Ciclo de Yang
PF00596 Dominio N-terminal de aldolases e aducinas classe 11 026 - 229 .
AtDEP1 At5g53850 >07 PF00702 Hidrolase semelhante a dehalogenase haloacida 265 - 478 G
AtGGT1 At4239640 572 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 048 - 567 Sintese de GACC?
AtGGT?2 At4g39650 578 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 052 - 573 Sintese de GACC?
AtGGT3 At1g69820 191 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 001 - 191 Sintese de GACC?
AtGGT4 At4g29210 637 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 095 - 632 Sintese de GACC?
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
AtMATI Atlg02500 393 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
AtMAT2 At4g01850 393 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
AtMAT3 At2g36880 390 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
AtMAT4 At3g17390 393 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
AtMTII At2g05830 374 PF01008 Familia da subunidade do fator de iniciagdo 2 050 - 353 Ciclo de Yang
AtMTK 1 At1g49820 420 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 038 - 295 Ciclo de Yang
AtMTNI1 At4g38800 267 PF01048 Superfamilia das fosforilases 028 - 257 Ciclo de Yang
AtMTN2 At4g34840 254 PF01048 Superfamilia das fosforilases 015 - 244 Ciclo de Yang

I Tamanho em residuos de aminoacidos.

2 Possivel aminodcido transferase (AAT). Nio possui atividade de ACC sintase comprovada.
3 A fungdo primaria desta proteina ndo esta inicialmente associada a esta rota metabolica.



Tabela S2. Lista de Proteinas Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno em Arabidopsis thaliana

Proteina de Arabidopsis thaliana

Dominio Proteico

. . : . Fungdo
Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descrigao Posicao
PF00069 Dominio proteina cinase 028 - 284
AtCDPK2 Atlg35670 495 PF00036 “EF hand” 331 -392 Ativagao de ACS Tipo 11
398 - 462
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 205 - 414 . <
AtCTRI1 At5g03730 821 PFO7714 Proteina firosing cinase 551 -805 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
AtEBF1 At2g25490 628 PF00646 Dominio F-box 064 - 104 Direciona EIN3 para Prote6lise
AtEBF2 At5g25350 625 PF00646 Dominio F-box 054 - 095 Direciona EIN3 para Proteodlise
AtEIL1 At2g27050 584 PF04873 Insensivel a etileno 3 049 - 431 Fator de Transcricdo Nuclear
AtEIL2 At5g21120 518 PF04873 Insensivel a etileno 3 048 - 408 Fator de Transcricdo Nuclear
AtEIN2 At5g03280 1294 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 038 -390 Regulagdo apos CTR1
AtEIN3 At3g20770 628 PF04873 Insensivel a etileno 3 049 - 422 Fator de Transcricdo Nuclear
PF03159 N-terminal da exonuclease 5°-3 XRN 001 - 256 o A
AtEINS Atl1g54490 947 PF00098 Al G men 2632230 Silenciamento Génico de EBF
AtEOLI1 At4202680 888 PF00515 Repetigdo tetratricopeptideo 519 - 544 Regulador Negativo de ACS Tipo II
AtEOQL2 At5g58550 925 PF00515 Repeticao tetratricopeptideo 738 - 771 Regulador Negativo de ACS Tipo II
AtETOL1 At3g51770 959 PF13414 Repeticao TPR 875 - 940 Regulador Negativo de ACS Tipo II
PF01590 Dominio GAF 181 - 331
AtEIN4 At3g04580 766 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 367 - 432 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 644 - 758
PF01590 Dominio GAF 158 - 307
AtERS1 At2g40940 613 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 343 - 408 Receptor de Etileno
PF02518 Histidina cinase’, DNA girase B™ e semelhante a ATPase 455 - 586
AtERS2 Atlg04310 645 PF01590 Dominio GAF 190 - 346 Receptor de Etileno
PF00646 Dominio F-box 001 - 043 .. ‘1:
AtETPI At3g18980 415 PF07734 Associado a F-box 214 -398% Direciona EIN2 para Protedlise
PF00646 Dominio F-box 007 - 044 . ‘1:
AtETP2 At3g18910 388 PFOT734 Associado a F-box 206 -373 Direciona EIN2 para Proteolise
PF01590 Dominio GAF 158 - 307
PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 343 - 408 .
AtETR1 Atl 4 Receptor de Etil
g66340 738 PF02518 Histidina cinase’, DNA girase B™ e semelhante a ATPase 455 - 582 SRR e
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 612 -726




Tabela S2. Lista de Proteinas Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno em Arabidopsis thaliana (cont.)

Proteina de Arabidopsis thaliana

Dominio Proteico

Funcao
Nome Genérico Locus ID R.A! Codigo PFAM Descricao Posicao

PF01590 Dominio GAF 187 - 331
AtETR2 At3g23150 773 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 367 - 427 Receptor de Etileno

PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 648 - 763
AtMKK4 Atlg51660 366 PF00069 Dominio proteina cinase 079 - 334 Ativacdo de ACS Tipo |
AtMKKS5 At3g21220 348 PF00069 Dominio proteina cinase 070 - 325 Ativacao de ACS Tipo |
AtMKK9 Atlg73500 310 PF00069 Dominio proteina cinase 047 - 306 Ativagdo de EIN3
AtMPK3 At3g45640 370 PF00069 Dominio proteina cinase 041 - 324 Ativagdo de EIN3
AtMPK6 At2g43790 395 PF00069 Dominio proteina cinase 065 - 348 Ativacao de EIN3 e ACS Tipo I
AtRANI1 At5g20010 221 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
AtRAN2 At5g20020 221 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
AtRAN3 At5g55190 221 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
AtRAN4 At5g55080 222 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
AtRTE1 At2g26070 250 PF05608 Proteina sem fun¢do conhecida (DUF778) 060 - 195 Regulador Positivo do Receptor de Etileno
AtRTHI1 At3g51040 231 PF05608 Proteina sem fungdo conhecida (DUF778) 038 -175 Regulador Positivo do Receptor de Etileno

! Tamanho em residuos de aminoacidos.



Tabela S3. Lista de Proteinas AP2 de Arabidopsis thaliana'

Proteina de Arabidopsis thaliana Dominio AP2
- - Funcao e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina
Nome Genérico Locus ID R.A2 N9 Posicdo
AtAP2#001 Atlgl16060 345 2 % Proteina com Duplo Dominio AP2 que Interage com ARIA (ADAP); “Wrinkled” 3 (WRI3)
AtAP2#002 Atlg51190 568 2 % “Plethora” 2 (PLT2)
222 -282 , i . .
AtAP2#003 Atlg72570 415 2 304-376 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
AtAP2#004 At1g79700 303 2 % “Wrinkled” 4 (WRI4)
AtAP2#005 At2g28550 449 1 152 - 202 Alvo Marcado de Inicio de Ativagdao 1 (TOEI); RAP2.7
AtAP2#006 At2g39250 325 1 107 - 157 “Schnarchzapfen” (SNZ)
AtAP2#007 At2g41710 423 1 069 - 129 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
180 - 240 “ »
AtAP2#008 At3 g20840 574 2 m Plethora” 1 (PLTI)
AtAP2#009 At3g54320 438 2 % “Wrinkled” 1 (WRII)
AtAP2#010 At3254990 346 1 121 - 171 “Schlafmutze” (SMZ7)
AtAP2#011 At4g36920 432 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
AtAP2#012 At4g37750 555 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
AtAP2#013 At5g10510 569 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AIL6); “Plethora” 3 (PLT3)
AtAP2#014 At5g17430 584 2 % “Baby Boom” (BBM)
202 - 262 N ¢ b 2 (13 2 (13 2
AtAP2#015 At5g57390 558 2 304-356 Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AILS); “Plethora” 5 (PLTS5); “Chotto” 1 (CHOLI)
AtAP2#016 At5g60120 485 1 159 - 209 Alvo Marcado de Inicio de Ativagdo 2 (TOE2)




Tabela S3. Lista de Proteinas AP2 de Arabidopsis thaliana (cont.)!
Proteina de Arabidopsis thaliana Dominio AP2

- - Funcao e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina
Nome Genérico Locus ID RAZ2 N© Posicdo

AtAP2#017 At5g65510 498 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AIL7); “Plethora” 7 (PLT7)
095 - 145 - o
AtAP2#018 At5g67180 352 2 187238 Alvo Marcado de Inicio de Ativagdo 3 (TOE3)
AtAP2#019 At4g13040 246 1 137 -179 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que Interage com DNA — Proteina Soloista*

! Lista de proteinas AP2 de Arabidopsis thaliana obtida no trabalho de Nakano et al. (2006).
2 Tamanho em residuos de aminodcidos.

3 Ntumero de dominios AP2 (PF00847) presentes na sequéncia de aminoacidos em questdo.
4 Esta proteina diverge filogeneticamente das outras proteinas AP2 de Arabidopsis thaliana.



Tabela S4. Lista dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Arabidopsis thaliana'

Nome Genérico Locus ID C-I? C-IP  Nome Genérico Locus ID C-> C-IP
AtERF#001 Atlgl15360 B6 AY/ AtERF#062 At4g13620 A6 I
AtERF#002 At5g19790 B6 AY/ AtERF#063 Atdgl11140 B5 VI
AtERF#003 At5g25190 B6 AY/ AtERF#064 At4g23750 B5 VI
AtERF#004 At5g11190 B6 AY/ AtERF#065 At5g53290 B5 VI
AtERF#005 At5g25390 B6 Vv AtERF#066 At4g27950 B5 VI
AtERF#006 Atlgd6768 A5 II AtERF#067 At3g61630 B5 VI
AtERF#007 At4g06746 AS II AtERF#068 At2g46310 B5 VI
AtERF#008 At2g23340 A5 II AtERF#069 At1g22985 B5 VI
AtERF#009 At4g36900 AS II AtERF#070 Atlg71130 B5 VI
AtERF#010 At5g67190 A5 II AtERF#071 At2g47520 B2 VII
AtERF#011 At3g50260 AS II AtERF#072 At3gl6770 B2 VII
AtERF#012 Atlg21910 AS II AtERF#073 Atlg72360 B2 VII
AtERF#013 Atlg77640 AS II AtERF#074 At1g53910 B2 VII
AtERF#014 Atlg44830 AS II AtERF#075 At3g14230 B2 VII
AtERF#015 At4g31060 AS II AtERF#076 At1g28370 B1 VIII
AtERF#016 At5g21960 AS II AtERF#077 At1g03800 Bl VIII
AtERF#017 Atlgl9210 AS II AtERF#078 At3g15210 B1 VIII
AtERF#018 Atlg74930 AS II AtERF#079 Atlg53170 Bl VIII
AtERF#019 At1g22810 AS I AtERF#080 At5g44210 Bl VIII
AtERF#020 Atlg71520 AS II AtERF#081 At1g28360 B1 VIII
AtERF#021 Atlg71450 A4 11T AtERF#082 Atlg50640 Bl VIII
AtERF#022 Atl1g33760 A4 II1 AtERF#083 At3g20310 B1 VIII
AtERF#023 Atlg01250 A4 11T AtERF#084 At1g80580 Bl VIII
AtERF#024 At2g36450 A4 II1 AtERF#085 At5g13910 B1 VIII
AtERF#025 At5g52020 A4 111 AtERF#086 At5g18560 B1 VIII
AtERF#026 Atlg63040 A4 11 AtERF#087 Atlg28160 Bl VIII
AtERF#027 Atlgl12630 A4 111 AtERF#088 Atlg12890 B1 VIII
AtERF#028 At5g51990 Al 11 AtERF#089 Atlgl2980 B1 VIII
AtERF#029 At4g25490 Al 111 AtERF#090 At1g24590 B1 VIII
AtERF#030 At4g25470 Al 11 AtERF#091 At4g18450 B3 IX
AtERF#031 At4g25480 Al 11T AtERF#092 At3g23240 B3 IX
AtERF#032 At1g63030 Al II1 AtERF#093 At2g31230 B3 IX
AtERF#033 Atlgl2610 Al III AtERF#094 Atlg06160 B3 IX
AtERF#034 At2g44940 A4 111 AtERF#095 At3g23220 B3 IX
AtERF#035 At3g60490 A4 III AtERF#096 At5g43410 B3 IX
AtERF#036 At3g16280 A4 111 AtERF#097 At1g04370 B3 IX
AtERF#037 Atlg77200 A4 III AtERF#098 At3g23230 B3 IX
AtERF#038 At2g35700 A4 111 AtERF#099 At2g44840 B3 IX
AtERF#039 Atdgl16750 A4 II1 AtERF#100 Atdg17500 B3 IX
AtERF#040 At5g25810 A4 111 AtERF#101 At5g47220 B3 IX
AtERF#041 At5g11590 A4 II1 AtERF#102 At5g47230 B3 IX
AtERF#042 At2g25820 A4 III AtERF#103 Atdg17490 B3 IX
AtERF#043 At4g32800 A4 II1 AtERF#104 At5g61600 B3 IX
AtERF#044 At3g11020 A2 1\ AtERF#105 At5g51190 B3 IX
AtERF#045 At5g05410 A2 1AV AtERF#106 At5g07580 B3 IX
AtERF#046 At2g38340 A2 v AtERF#107 At5g61590 B3 IX
AtERF#047 At2g40350 A2 v AtERF#108 Atlg43160 B4 X
AtERF#048 At2g40340 A2 1\ AtERF#109 At4g34410 B4 X
AtERF#049 Atlg75490 A2 1AV AtERF#110 At5g50080 B4 X
AtERF#050 At5g18450 A2 1\ AtERF#111 At5g64750 B4 X
AtERF#051 At3g57600 A2 1\ AtERF#112 At2g33710 B4 X
AtERF#052 At2g40220 A3 1\ AtERF#113 At5g13330 B4 X
AtERF#053 At2g20880 A6 I AtERF#114 At5g61890 B4 X
AtERF#054 At4g28140 A6 1 AtERF#115 At5g07310 B4 X
AtERF#055 Atlg36060 A6 I AtERF#116 At1g25470 B6 VI-L
AtERF#056 At2g22200 A6 1 AtERF#117 At1g49120 B6 VI-L
AtERF#057 At5g65130 A6 I AtERF#118 At1g68550 B6 VI-L
AtERF#058 At1g22190 A6 I AtERF#119 At3g25890 B6 VI-L
AtERF#059 Atlg78080 A6 I AtERF#120 At2g20350 B6 Xb-L
AtERF#060 At4g39780 A6 I AtERF#121 At5g67010 B6 Xb-L
AtERF#061 Atlg64380 A6 I AtERF#122 At5 g67000 B6 Xb-L

! Lista de ERFs de Arabidopsis thaliana obtida no trabalho de Nakano et al. (2006).
2 Classificagdo realizada por Sakuma et al. (2002).
3 Classificagao realizada por Nakano et al. (2006).



Tabela S5. Lista de Proteinas RAV de Arabidopsis thaliana'

Proteina de Arabidopsis thaliana

Dominios AP2/B3

Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina

Nome Genérico Locus ID R.AZ2 Codigo PFAM? Posicao
AtRAV1 Atlgl3260 344 iigggzz (1)2(8) : ;(9): Relacionado a ABI3/VPI1 1 (RAV1); Fator de Interacdo com DNA em Resposta a Etileno 4 (EDF4)
AtRAV2 At1g68840 352 iigggg (l)gé : ;éé Relacionado a ABI3/VP1 2 (RAV2); “Tempranillo” 2 (TEM2)
AtRAV#001 Atlg25560 361 1131128(2)22; (1);(5) : ; (l)g Fator de Interacdo com DNA em Resposta a Etileno 1 (EDF1); “Tempranillo” 1 (TEM1)
AtRAV#002 At1g50680 337 gggggg; ?i; : (2)22 Proteina Relacionada a ABI3/VP1 (RAV)
AtRAV#003 Atlg51120 352 1131138(2)22; (1)‘712 : (2)3421 Proteina Relacionada a ABI3/VP1 (RAV)
AtRAV#004 At3g25730 333 }}:112322461; (1)22 : ;gz Fator de Interagdo com DNA em Resposta a Etileno 3 (EDF3)

! Lista de proteinas RAV de Arabidopsis thaliana obtida no trabalho de Nakano et al. (2006).
2 Tamanho em residuos de aminoécidos.

3PF00847: Dominio AP2; PF02362: Dominio B3 de interagdo com DNA.



Tabela S6. Lista de Proteinas Relacionadas com a Biossintese de Etileno em Oryza sativa

Proteina de Oryza sativa

Dominio Proteico

Via Metabdlica’
Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descri¢ao Posicao
OsAAT#001 0s09g28050 466 PF0O0155 Aminotransferase classe I e II 109 - 458 Ciclo de Yang
OsAAT#002 0Os10g34350 412 PF00155 Aminotransferase classe [ e II 030 - 381 Ciclo de Yang
OsACD#001 0s02g53330 565 PF00291 Enzima dependente de piridoxal fosfato 082 - 388 Degradacao de ACC
OsACO#001 0s01g39860 312 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(Il) 169 - 264 Biossintese de Etileno
OsACO#002 0s02g53180 344 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(I]) 184 - 280 Biossintese de Etileno
OsACO#003 0Os05g05680 308 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(Il) 163 - 259 Biossintese de Etileno
OsACO#004 0506237590 293 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 150 - 246 Biossintese de Etileno
OsACO#005 0s09g27750 322 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 164 - 259 Biossintese de Etileno
OsACO#006 0s09g27820 322 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(Il) 164 - 259 Biossintese de Etileno
OsACO#007 Os11g08380 309 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 163 - 262 Biossintese de Etileno
OsACS#001 0s01g09700 510 PF00155 Aminotransferase classe I e II 104 - 488 Biossintese de Etileno
OsACS#002 0s03g51740 487 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 051 - 438 Biossintese de Etileno
OsACS#003 0s04g48850 483 PF00155 Aminotransferase classe I e II 046 - 427 Biossintese de Etileno
OsACS#004 0s05g10780 437 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 035-423 Biossintese de Etileno
OsACS#005 0s05g25490 496 PF0O0155 Aminotransferase classe I e II 056 - 457 Biossintese de Etileno
OsACS#006 0506203990 542 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 147 - 531 Biossintese de Etileno’
OsACT#001 0s02g57480 453 PF02458 Familia de transferases 006 - 444 Sintese de MACC*
OsACT#002 0s03g18590 387 PF02458 Familia de transferases 086 - 357 Sintese de MACC*
OsACT#003 0s07g23150 525 PF02458 Familia de transferases 067 - 510 Sintese de MACC*
PF03079 Familia ARD/ARD’ 015-168 .
OsARD#001 0503206620 198 PF07333 D 097-153 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 079 - 247 .
OsARD#002 0s04g27830 284 PF07383 Dounito suphn 164-219 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 015-168 .
OsARD#003 0s10g28350 199 PF0O7383 oo Grgn 096 - 152 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 015 - 155 .
OsARD#004 0s10g28360 184 PF0O7383 Dousinto sugn 085 - 143 Ciclo de Yang
OsASP#001 0Os01g55540 460 PF00155 Aminotransferase classe [ e II 086 - 452 Ciclo de Yang
OsASP#002 0s02g14110 432 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 060 - 425 Ciclo de Yang
OsASP#003 0502255420 458 PF00155 Aminotransferase classe [ e II 084 - 450 Ciclo de Yang
OsASP#004 0s06g35540 463 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 091 - 456 Ciclo de Yang




Tabela S6. Lista de Proteinas Relacionadas com a Biossintese de Etileno em Oryza sativa (cont.)

Proteina de Oryza sativa

Dominio Proteico

Via Metabélica®
Nome Genérico Locus ID R.A! Codigo PFAM Descrigao Posicao
PF00596 Dominio N-terminal de aldolases e aducinas classe 11 032 - 232 .
OsDEP#001 Os1129370 >18 PF00702 Hidrolase semelhante a dehalogenase haloacida 279 - 494 GEDEEAEL
OsGGT#001 0s01g05810 634 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 098 - 628 Sintese de GACC*
OsGGT#002 0s01g05820 563 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 094 - 457 Sintese de GACC*
OsGGT#003 0s04g38450 574 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 057 - 569 Sintese de GACC*
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 006 - 104
OsMAT#001 Os01g18860 396 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 119 - 241 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 243 - 384
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 005 -103
OsMAT#002 0s01g22010 394 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 118 -240  Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 242 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 006 - 104
OsMAT#003 0s05g04510 396 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 119 - 241 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 243 - 384
OsMTI#001 Osl11g11050 508 PF01008 Familia da subunidade do fator de inicia¢do 2 183 - 484 Ciclo de Yang
OsMTK#001 0s04g57400 430 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 047 - 297 Ciclo de Yang
OsMTK#002 0s04g57410 427 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 044 - 294 Ciclo de Yang
OsMTN#001 0506202220 259 PF01048 Superfamilia das fosforilases 020 - 248 Ciclo de Yang

! Tamanho em residuos de aminoécidos.
2 Este parAmetro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoécidos de Arabidopsis thaliana equivalente.
3 Possivel aminoacido transferase (AAT). Ndo possui atividade de ACC sintase comprovada.

4 A fungdo primaria desta proteina nio esta inicialmente associada a esta rota metabolica.



Tabela S7. Lista de Proteinas Relacionadas com a Transduc¢do de Sinal Mediada por Etileno em Oryza sativa

Proteina de Oryza sativa

Dominio Proteico

Suposta Funcio?

Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descricao Posicao

PF00069 Dominio proteina cinase 047 - 305

OsCPK#001 Os11g07040 513 PF00036 “EF hand” 352 -413 Ativagdo de ACS Tipo II
418 - 483

PF00069 Dominio proteina cinase 049 - 307

OsCPK#002 Os12g07230 526 PF00036 “EF hand” 354 - 415 Ativacao de ACS Tipo 11
420 - 485

PF07714 Proteina tirosina cinase 167 - 377 . N
OsCTR#001 0s02g32610 781 PF14381 B G e e 0.6 1510 Lol 512766 Regulador Negativo de Resposta a Etileno

PF07714 Proteina tirosina cinase 121 - 329 . <
OsCTR#002 0s09g39320 1220 PF14331 P e o Y SRl 431723 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
OsEBF#001 0s02g10700 660 PF00646 Dominio F-box 066 - 111 Direciona EIN3 para Prote6lise
OsEBF#002 0s06240360 664 PF00646 Dominio F-box 077-113 Direciona EIN3 para Protedlise
OsEIN#001 0s02g28074 822 PF03159 N-terminal da exonuclease 5°-3° XRN 001 - 230 Silenciamento Génico de EBF
OsEIN#002 0503220780 643 PF04873 Insensivel a etileno 3 078 - 464 Fator de Transcri¢ao Nuclear
OsEIN#003 0503220790 640 PF04873 Insensivel a etileno 3 078 - 464 Fator de Transcrigdo Nuclear
OsEIN#004 0s03g49400 1299 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 039 - 391 Regulacdo apés CTR1

PF03159 N-terminal da exonuclease 5°-3° XRN 001 - 256 . . o
OsEIN#005 0s03g58060 988 PF00098 Aol o mies 263 - 280 Silenciamento Génico de EBF
OsEIN#006 0s07g06130 1281 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 047 - 399 Regulagdo apos CTR1
OsEIN#007 0s07g06190 1367 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 258 - 584 Regulacdo apés CTR1
OsEIN#008 0Os07206300 1367 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 258 - 584 Regulacdo apés CTR1
OsETO#001 0s03g18360 958 PF07719 Repeticao tetratricopeptideo 704 - 737 Regulador Negativo de ACS Tipo II
OsETO#002 Os07g08120 886 PF13414 Repeticdo TPR 707 - 772 Regulador Negativo de ACS Tipo 11
OsETO#003 Os11g37520 886 PF13414 Repeticao TPR 804 - 869 Regulador Negativo de ACS Tipo I

PF01590 Dominio GAF 269 - 413
OsETR#001 0s02g57530 836 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 449 - 514 Receptor de Etileno

PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 717 - 830

PF01590 Dominio GAF 158 - 307
OsETR#002 0s03g49500 636 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 343 - 408 Receptor de Etileno

PF02518 Histidina cinase’, DNA girase B e semelhante a ATPase 455 - 586




Tabela S7. Lista de Proteinas Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno em Oryza sativa (cont.)

Proteina de Oryza sativa

Dominio Proteico

Suposta Fungio?

Nome Genérico Locus ID RA.! Codigo PFAM Descricao Posicao

PF01590 Dominio GAF 190 - 339 .
OSETR#003 050403740 763 PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 642 - 757 G T Ay

PF01590 Dominio GAF 159 - 308 .
OSETR#004 050506320 >18 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 344 - 409 G T Iy

PF01590 Dominio GAF 184 - 344 .
OSEIR 2 CEUE oRAY 777 PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 646 - 770 Rerpggl s
OsMKK#001 0s01g32660 355 PF00069 Dominio proteina cinase 071 - 330 Ativagao de ACS Tipo |
OsMKK#002 0s02g54600 369 PF00069 Dominio proteina cinase 093 - 350 Ativagao de ACS Tipo |
OsMKK#003 0s03g12390 339 PF00069 Dominio proteina cinase 049 - 314 Ativagdo de EIN3
OsMKK#004 0s03g50550 345 PF00069 Dominio proteina cinase 060 - 326 Ativacao de EIN3
OsMKK#005 0s06g09180 342 PF00069 Dominio proteina cinase 070 - 327 Ativagao de ACS Tipo I
OsMPK#001 0s03g17700 369 PF00069 Dominio proteina cinase 038 - 322 Ativacao de EIN3
OsMPK#002 0s06g06090 398 PF00069 Dominio proteina cinase 070 - 352 Ativagdo de EIN3 e ACS Tipo |
OsRAN#001 0s05249890 221 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
OsRAN#002 0Os06239875 226 PF00071 Familia ras 019 - 177 Transporte de Cobre
OsRTE#001 Os01g51430 241 PF05608 Proteina sem fun¢do conhecida (DUF778) 051 - 186 Regulador Positivo do Receptor de Etileno
OsRTE#002 0s03g58520 204 PF05608 Proteina sem fungdo conhecida (DUF778) 027 - 148 Regulador Positivo do Receptor de Etileno
OsRTE#003 0505246240 233 PF05608 Proteina sem fun¢do conhecida (DUF778) 043 - 178 Regulador Positivo do Receptor de Etileno

! Tamanho em residuos de aminodacidos.
2 Este parametro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S8. Lista de Proteinas AP2 de Oryza sativa

185 - 237

Proteina de Oryza sativa Dominio AP2
- - Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’
Nome Genérico Locus ID RA.! N©2 Posi¢ao
OsAP2#001 Os01g67410 695 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AILS); “Plethora” 5 (PLT5); “Chotto” 1 (CHO1)
302 - 359 » »
OsAP2#002 0s02g40070 700 2 401 - 453 Plethora” 2 (PLT2)
OsAP2#003 0503207940 413 1 218 -270 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
OsAP2#004 0s03g19900 490 1 294 - 346 Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AIL6); “Plethora” 3 (PLT3)
OsAP2#005 0s03g56050 652 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
OsAP2#006  Os03g60430 434 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
OsAP2#007 Os04g42570 658 2 R “Plethora” 1 (PLT1)
. 380 - 432 ctiora
OsAP2#008 0Os04g55560 460 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
OsAP2#009 0s04g55970 492 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AILS); “Plethora” 5 (PLTS5); “Chotto” 1 (CHOLI)
OsAP2#010 0s05g03040 512 2 % Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOEL); RAP2.7
OsAP2#011 0s05g32270 314 1 003 - 037 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
OsAP2#012 0Os05g45954 431 2 % “Wrinkled” 1 (WRI1)
080 - 140 T »
OsAP2#013 0s06g05340 399 2 182234 Wrinkled” 1 (WRI1)
OsAP2#014 0s06g43220 334 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
OsAP2#015 0s07g03250 314 1 061 -113 Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
OsAP2#016 0s07g13170 436 2 % Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOEL); RAP2.7
082 - 143 :
OsAP2#017 Os11g03540 449 .- “Wrinkled” 1 (WRI1)




Tabela S8. Lista de Proteinas AP2 de Oryza sativa (cont.)

Proteina de Oryza sativa Dominio AP2
- - Suposta Funcdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’
Nome Genérico Locus ID R.A! N2 Posigao
I ORSIZ2 Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)

OsAP2#018 Os11g19060 559 2 269 - 321

079 - 137
OsAP2#019 0Os12g03290 443 2 179231 “Wrinkled” 1 (WRII)

! Tamanho em residuos de aminoacidos.
2 Ntimero de dominios AP2 (PF00847) presentes na sequéncia de amino4cidos em questdo.
3 Este parametro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S9. Lista dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Oryza sativa'

Nome Genérico Locus ID C-11? Nome Genérico Locus ID C-11?

OsERF#001 0Os06g40150 \Y OsERF#071 0506209390 VII
OsERF#002 0Os06g08340 \ OsERF#072 0509226420 VII
OsERF#003 0s02g10760 \Y OsERF#073 0s09g11460 VII
OsERF#004 Os12g39330 \ OsERF#074 0Os05g41780 VIII
OsERF#005 0Os07g10410 \Y OsERF#075 Os01g58420 VIII
OsERF#006 0Os07g38750 \ OsERF#076 0s04g57340 VIII
OsERF#007 0Os06g07030 II OsERF#077 0s04g52090 VIII
OsERF#008 Os04g55520 II OsERF#078 0s07g47330 VIII
OsERF#009 0Os03g15660 II OsERF#079 0s02g38090 VIII
OsERF#010 0506209690 II OsERF#080 0s08g07700 VIII
OsERF#011 0s02g54050 II OsERF#081 0s02g32040 VIII
OsERF#012 0s08g35240 II OsERF#082 0s04g32790 VIII
OsERF#013 Os06g11940 II OsERF#083 0s03g64260 IX
OsERF#014 0Os06g09810 II OsERF#084 0s05g49010 IX
OsERF#015 0s06g09790 II OsERF#085 0s05g37640 IX
OsERF#016 0s06g09760 II OsERF#086 0s07g22770 IX
OsERF#017 Os01g66270 II OsERF#087 0s09g39850 IX
OsERF#018 Os10g38000 111 OsERF#088 0s03g05590 IX
OsERF#019 Os11g13840 111 OsERF#089 Os10g30840 IX
OsERF#020 0s02g45420 111 OsERF#090 0s08g44960 IX
OsERF#021 0s02g35240 111 OsERF#091 0s02g43790 IX
OsERF#022 0Os04g36640 111 OsERF#092 0Os01g54890 IX
OsERF#023 0Os04g48330 111 OsERF#093 0Os04g46220 IX
OsERF#024 0s09g35030 111 OsERF#094 0s04g46250 IX
OsERF#025 0s02g45450 111 OsERF#095 0s02g43820 IX
OsERF#026 0Os06g03670 III OsERF#096 Os10g41330 IX
OsERF#027 Os01g73770 111 OsERF#097 0s04g46240 IX
OsERF#028 0Os08g43200 111 OsERF#098 0s02g34260 X
OsERF#029 0Os08g43210 111 OsERF#099 Os01g64790 X
OsERF#030 0Os04g48350 111 OsERF#100 0s04g34970 X
OsERF#031 0s09g35010 111 OsERF#101 0s04g32620 X
OsERF#032 0s02g43940 111 OsERF#102 0s09g28440 X
OsERF#033 0Os04g46400 111 OsERF#103 0s02g52670 X
OsERF#034 0Os04g46440 111 OsERF#104 0s08g36920 X
OsERF#035 0s02g43970 11 OsERF#105 0Os05g36100 X
OsERF#036 Os10g41130 111 OsERF#106 0Os08g42550 X
OsERF#037 Os04g46410 111 OsERF#107 0s02g32140 X
OsERF#038 0Os02g13710 111 OsERF#108 0s01g04020 VI-L
OsERF#039 Os01g10370 111 OsERF#109 0s09g13940 VI-L
OsERF#040 Os01g07120 1\% OsERF#110 Os12g41030 X1
OsERF#041 0s03g07830 IV OsERF#111 Os12g41040 XI
OsERF#042 0Os05g27930 1\% OsERF#112 Os12g41060 X1
OsERF#043 0s05g39590 1\ OsERF#113 0506242990 XII
OsERF#044 Os08g45110 1\ OsERF#114 0s06g42910 XI
OsERF#045 Os04g44670 I OsERF#115 0Os08g41030 XIvV
OsERF#046 0s02g42580 I OsERF#116 AB023482 111
OsERF#047 0Os03g09170 I OsERF#117 0Os05g28350 1\
OsERF#048 0Os08g31580 I OsERF#118 Os11g06770 X
OsERF#049 0s02g51670 I OsERF#119 0Os06g10780 I1
OsERF#050 0s09g20350 I OsERF#120 Os06g11860 I
OsERF#051 0s10g22600 I OsERF#121 0Os06g47590 VIII
OsERF#052 0Os05g49700 I OsERF#122 0s06g36000 111
OsERF#053 Os01g12440 VI OsERF#123 0s09g39810 IX
OsERF#054 Os01g46870 VI OsERF#124 Os12g07030 X
OsERF#055 0s06g06540 VI OsERF#125 0s02g34270 X
OsERF#056 0s05g25260 VI OsERF#126 0s02g52880 11
OsERF#057 Os07g12510 VI OsERF#127 0s02g55380 \
OsERF#058 0Os03g60120 VI OsERF#128 Os04g18650 IX
OsERF#059 Os10g25170 VII OsERF#129 Os04g56150 \
OsERF#060 0Os03g08460 VII OsERF#130 Os05g41760 VIII
OsERF#061 0s05g29810 VII OsERF#131 0Os05g34730 II
OsERF#062 0Os03g08470 VII OsERF#132 0s02g06330 VIII
OsERF#063 0Os09g11480 VII OsERF#133 0509235020 111
OsERF#064 0Os03g08500 VII OsERF#134 0502209650 VIII
OsERF#065 Os07g42510 VII OsERF#135 BAC99579 XIII
OsERF#066 0s03g22170 VII OsERF#136 0s07g22730 IX
OsERF#067 Os07g47790 VII OsERF#137 0s03202650 111
OsERF#068 Os01g21120 VII OsERF#138 0s08g27220 VI-L
OsERF#069 0s03g08490 VII OsERF#139 0s06209730 II
OsERF#070 0s02g54160 VII — — —

! Lista de ERFs de Oryza sativa obtida no trabalho de Nakano et al. (2006).
2 Classificagao realizada por Nakano et al. (2006).



Tabela S10. Lista de Proteinas RAV de Oryza sativa

Proteina de Oryza sativa Dominios AP2/B3
Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina®
Nome Genérico Locus ID R.AZ2 Codigo PFAM? Posicao
PF00847 065-113
OsRAV#001 0s01g04750 317 PFO2362 178 - 273 Relacionado a ABI3/VP1 2 (RAV2); “Tempranillo” 2 (TEM2)
OsRAV#002 0Os01g04800 365 PFO0847 067- 115 Fator de Interaga DNA em R ta a Etileno 1 (EDF1); “T illo” 1 (TEM1)
S sOlg PFO2362 1822232 ator de Interagdo com em Resposta a Etileno ; “Tempranillo
PF00847 080 - 128 . . e S
OsRAV#003 0s01g49830 393 PF02362 216 2319 Relacionado a ABI3/VP1 2 (RAV2); “Tempranillo” 2 (TEM2)
PF00847 067 - 115
OsRAV#004 0s05g47650 394 PFO2362 193 - 309 Fator de Interagdo com DNA em Resposta a Etileno 1 (EDF1); “Tempranillo” 1 (TEM1)

I Tamanho em residuos de aminoacidos.

2PF00847: Dominio AP2; PF02362: Dominio B3 de interacio com DNA.
3 Este parametro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S11. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Biossintese de Etileno

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Dominio da Proteina de Soja

Arabidopsis thaliana Oryza sativa Via Metabélica?
Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao

GmAAT#001 Glyma02g01830 401 AtAAT Atlg77670 OsAAT#002 Os10g34350 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 027 - 388 Ciclo de Yang
GmAAT#002 Glyma04g43080 450 AtAAT Atlg77670 OsAAT#001 0s09g28050 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 091 - 444 Ciclo de Yang
GmAAT#003 Glyma06g11630 254 AtAAT Atlg77670 OsAAT#001 0s09g28050 PF00155 Aminotransferase classe I e II 001 - 250 Ciclo de Yang
GmAAT#004 Glyma06g11640 439 AtAAT Atlg77670 OsAAT#001 0509228050 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 080 - 433 Ciclo de Yang
GmACD#001 Glyma05g33540 379 AtACDI1 Atl1g48420 OsACD#001 0s02g53330 PF00291 Enzima dependente de piridoxal fosfato 032 - 341 Degradacdo de ACC
GmACD#002 Glyma08g06170 223 AtACDI Atlg48420 OsACD#001 0s02g53330 PF00291 Enzima dependente de piridoxal fosfato 013 - 185 Degradagao de ACC
GmACO#001 Glyma02g43560 315 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#006 0s09g27820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#002 Glyma02g43580 307 AtACO4 Atlg05010 OsACO#006 0s09g27820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 150 - 250 Biossintese de Etileno
GmACO#003 Glyma02g43600 291 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#006 0s09g27820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 134 - 234 Biossintese de Etileno
GmACO#004 Glyma04g42460 308 AtACO#002 Atlg77330 OsACO#003 0s05g05680 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 154 - 254 Biossintese de Etileno
GmACO#005 Glyma05g36310 307 AtACO1 At2g19590 OsACO#004 0s06g37590 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 152 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#006 Glyma06g12340 307 AtACO#002 Atlg77330 OsACO#003 0s05g05680 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 -253 Biossintese de Etileno
GmACO#007 Glyma07g15480 306 AtACO1 At2g19590 OsACO#004 0s06237590 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(Il) 151 -252 Biossintese de Etileno
GmACO#008 Glyma07g39420 318 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#005 0s09g27750 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 -253 Biossintese de Etileno
GmACO#009 Glyma08g03310 307 AtACOl1 At2g19590 OsACO#004 0s06g37590 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 152 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#010 Glyma08g05500 310 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#006 0509227820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 -253 Biossintese de Etileno
GmACO#011 Glyma09g01110 318 AtACO4 Atlg05010 OsACO#005 0s09g27750 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#012 Glymal4g05350 307 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#006 0509227820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 150 - 250 Biossintese de Etileno
GmACO#013 Glymal4g05360 307 AtACO4 At1g05010 OsACO#006 0s09g27820 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(1I) 150 - 250 Biossintese de Etileno
GmACO#014 Glymal4g05390 315 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#002 0s02g53180 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#015 Glymal5g11930 318 AtACO4 At1g05010 OsACO#005 0s09g27750 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 153 - 253 Biossintese de Etileno
GmACO#016 Glymal7g01330 319 AtACO4 Atl1g05010 OsACO#005 0s09g27750 PF03171 Superfamilia de oxigenases 20G-Fe(II) 154 - 254 Biossintese de Etileno
GmACS#001 Glyma01g00700 442 AtACS7 At4226200 OsACS#004 0s05g10780 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 044 - 428 Biossintese de Etileno
GmACS#002 Glyma01g40400 470 AtACSS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 040 - 423 Biossintese de Etileno
GmACS#003 Glyma01g42290 502 AtACS10 At1g62960 OsACS#006 0506203990 PF0O0155 Aminotransferase classe [ e 11 113 - 491 Biossintese de Etileno®
GmACS#004 Glyma04g05150 437 AtACS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe I e II 040 - 426 Biossintese de Etileno
GmACS#005 Glyma05g23020 480 AtACSS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 040 - 427 Biossintese de Etileno
GmACS#006 Glyma05g36250 440 AtACS7 At4g26200 OsACS#005 0505225490 PF00155 Aminotransferase classe I e II 050 - 430 Biossintese de Etileno
GmACS#007 Glyma05g37410 434 AtACS1 At3g61510 OsACS#003 0s04g48850 PF0O0155 Aminotransferase classe [ e 11 001 - 381 Biossintese de Etileno
GmACS#008 Glyma06g05240 354 AtACS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe [ e II 001 - 341 Biossintese de Etileno




Tabela S11. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Biossintese de Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Dominio da Proteina de Soja

Arabidopsis thaliana Oryza sativa Via Metabélica?
Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao
GmACS#009 Glyma07g07160 474 AtACS1 At3g61510 OsACS#003 0Os04g48850 PF00155 Aminotransferase classe [e I 043 - 424 Biossintese de Etileno
GmACS#010 Glyma07g15380 426 AtACS7 At4226200 OsACS#004 0s05g10780 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 044 - 425 Biossintese de Etileno
GmACS#011 Glyma08g02130 484 AtACS6 At4g11280 OsACS#003 0Os04g48850 PF00155 Aminotransferase classe [e II 048 - 431 Biossintese de Etileno
GmACS#012 Glyma08g03400 440 AtACS7 At4g26200 OsACS#004 0s05g10780 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 050 - 430 Biossintese de Etileno
GmACS#013 Glyma09g28000 500 AtACSI12 At5g51690 OsACS#006 0s06g03990 PF00155 Aminotransferase classe [ e II 110 - 489 Biossintese de Etileno®
GmACS#014 Glyma09g39060 485 AtACS1 At3g61510 OsACS#003 0Os04g48850 PF00155 Aminotransferase classe [e I 047 - 428 Biossintese de Etileno
GmACS#015 Glymal1g02390 465 AtACS6 At4g11280 OsACS#003 0s04g48850 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 038 - 421 Biossintese de Etileno
GmACS#016 Glymal1g03070 501 AtACS10 At1g62960 OsACS#006 0506203990 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 112-490  Biossintese de Etileno’
GmACS#017 Glymal1g04890 471 AtACSS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe I e II 040 - 423 Biossintese de Etileno
GmACS#018 Glymal6g03600 474 AtACS1 At3g61510 OsACS#003 0Os04g48850 PF00155 Aminotransferase classe [e I 043 - 424 Biossintese de Etileno
GmACS#019 Glymal6g32860 517 AtACSI12 At5g51690 OsACS#006 0506203990 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 127 - 506 Biossintese de Etileno®
GmACS#020 Glymal7g16990 475 AtACSS8 At4g37770 OsACS#002 0s03g51740 PF00155 Aminotransferase classe I e 11 040 - 425 Biossintese de Etileno
GmACS#021 Glymal8g47280 495 AtACSI At3g61510 OsACS#003 0s04g48850 PF00155 Aminotransferase classe I e II 047 - 428 Biossintese de Etileno
GmACT#001 Glyma08g27120 430 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 002 - 429 Sintese de MACC*
GmACT#002 Glyma08g27130 447 AtACT#004 At3g29670 OsACT#003 0s07g23150 PF02458 Familia de transferases 242 - 239 Sintese de MACC*
GmACT#003 Glyma08g27500 469 AtACT#001 Atl1g03940 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 005 - 461 Sintese de MACC*
GmACT#004 Glymal1g29490 354 AtACT#003 At2g30200 OsACT#002 0s03g18590 PF02458 Familia de transferases 053 - 353 Sintese de MACC*
GmACT#005 Glymal1g29520 230 AtACT#003 At2g30200 OsACT#002 0Os03g18590 PF02458 Familia de transferases 002 - 227 Sintese de MACC*
GmACT#006 Glymal2g32630 421 AtACT#002 Atl1g03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 002 - 421 Sintese de MACC*
GmACT#007 Glymal2g32640 466 AtACT#002 At1g03495 OsACT#003 0s07g23150 PF02458 Familia de transferases 008 - 453 Sintese de MACC*
GmACT#008 Glymal2g32650 443 AtACT#001 Atl1g03940 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 213 -435 Sintese de MACC*
GmACT#009 Glymal2g32660 467 AtACT#001 Atl1g03940 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 008 - 461 Sintese de MACC*
GmACT#010 Glymal3g06230 467 AtACT#006 At5239090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 005 - 462 Sintese de MACC*
GmACT#011 Glymal3g06550 449 AtACT#005 At5g39050 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 015 - 448 Sintese de MACC*
GmACT#012 Glymal3g37810 469 AtACT#001 At1g03940 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 002 - 462 Sintese de MACC*
GmACT#013 Glymal3g37830 462 AtACT#002 At1g03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 008 - 450 Sintese de MACC*
GmACT#014 Glymal3g37840 405 AtACT#002 Atlg03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 001 - 405 Sintese de MACC*
GmACT#015 Glymal3g37850 441 AtACT#002 At1g03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 010 - 433 Sintese de MACC*
GmACT#016 Glymal4g03820 473 AtACT#001 At1g03940 OsACT#003 0Os07g23150 PF02458 Familia de transferases 005 - 464 Sintese de MACC*
GmACT#017 Glymal8g06500 358 AtACT#003 At2g30200 OsACT#002 0s03g18590 PF02458 Familia de transferases 056 - 356 Sintese de MACC*




Tabela S11. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Biossintese de Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Dominio da Proteina de Soja

Arabidopsis thaliana Oryza sativa Via Metabdlica?
Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao
GmACT#018 Glymal8g49240 511 AtACT#004 At3g29670 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 004 - 507 Sintese de MACC*
GmACT#019 Glymal8g50310 479 AtACT#005 At5g39050 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 006 - 475 Sintese de MACC*
GmACT#020 Glymal8g50320 476 AtACT#005 At5g39050 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 004 - 473 Sintese de MACC*
GmACT#021 Glymal8g50330 452 AtACT#005 At5g39050 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 001 - 452 Sintese de MACC*
GmACT#022 Glymal8g50340 450 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 001 - 444 Sintese de MACC*
GmACT#023 Glymal8g50350 450 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 003 - 444 Sintese de MACC*
GmACT#024 Glymal8g50360 389 AtACT#004 At3g29670 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 019 - 154 Sintese de MACC*
GmACT#025 Glymal9g03730 460 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 004 - 456 Sintese de MACC*
GmACT#026 Glymal9g03760 476 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 016 - 472 Sintese de MACC*
GmACT#027 Glymal9g03770 464 AtACT#006 At5g39090 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 019 - 461 Sintese de MACC*
GmACT#028 Glymal9g05220 457 AtACT#002 Atlg03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 012 -412 Sintese de MACC*
GmACT#029 Glymal9g05290 477 AtACT#002 Atlg03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 011 - 471 Sintese de MACC*
GmACT#030 Glymal9g11320 451 AtACT#002 Atl1g03495 OsACT#001 0s02g57480 PF02458 Familia de transferases 008 - 304 Sintese de MACC*
PF03079 Familia ARD/ARD’ 014 - 168 .
GmARD#001 Glymal0g38940 200 AtARD2 At4gl14710 OsARD#001 0s03g06620 PF07883 G 088 - 160 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 018-172 :
GmARD#002 Glymal0g38960 201 AtARD4 At5g43850 OsARD#004 0Os10g28360 PF07883 DT G 092 - 164 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 004 - 158 :
GmARD#003 Glyma20g28850 187 AtARD4 At5g43850 OsARD#001 0s03g06620 PF07883 Do Cn 078 - 150 Ciclo de Yang
PF03079 Familia ARD/ARD’ 014 - 168 :
GmARD#004 Glyma20g28860 200 AtARD2 At4gl14710 OsARD#001 0s03g06620 PF07333 Deiitins Gy 083 - 160 Ciclo de Yang
GmASP#001 Glyma04g08560 416 AtASP3 At5gl11520 OsASP#001 0Os01g55540 PF00155 Aminotransferase classe I e II 040 - 408 Ciclo de Yang
GmASP#002 Glyma06g08670 456 AtASP3 At5g11520 OsASP#001 0s01g55540 PF00155 Aminotransferase classe | e II 080 - 448 Ciclo de Yang
GmASP#003 Glymal4g13480 463 AtASPS5 At4g31990 OsASP#002 0502255420 PF00155 Aminotransferase classe I e II 087 - 455 Ciclo de Yang
GmASP#004 Glymal7g33050 466 AtASP5 At4231990 OsASP#002 0s02g55420 PF00155 Aminotransferase classe [ e 11 090 - 458 Ciclo de Yang
PF00596 Dominio N-terminal de aldolases e aducinas classe 11 027 - 230 .
GmDEP#001 Glyma06g36620 518 AtDEP1 At5g53850 OsDEP#001 Os11g29370 PF00702 R e e e 276 - 489 Ciclo de Yang
PF00596 Dominio N-terminal de aldolases e aducinas classe 11 030 - 233
icl Y
GmDEP#002 Glymal2g35390 522 AtDEP1 At5g53850 OsDEP#001 Os11g29370 PF00702 Hidrolase semelhante 4 dehalogenase halodcida 280 - 493 Ciclo de Yang




Tabela S11. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Biossintese de Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Dominio da Proteina de Soja

Arabidopsis thaliana Oryza sativa Via Metabdlica’
Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao
PF00596 Dominio N-terminal de aldolases e aducinas classe I1 030 - 233 .
GmDEP#003 Glymal3g35120 522 AtDEP1 At5g53850 OsDEP#001 Os11g29370 PF00702 R e e T el 230 -493 Ciclo de Yang
GmGGT#001 Glyma01g00850 626 AtGGT4 At4g29210 OsGGT#001 Os01g05810 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 089 - 621 Sintese de GACC*
GmGGT#002 Glyma07g15150 618 AtGGT4 At4229210 OsGGT#001 0s01g05810 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 081 -613 Sintese de GACC*
GmGGT#003 Glymal1g35950 613 AtGGT1 At4g39640 OsGGT#003 0s04g38450 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 086 - 608 Sintese de GACC*
GmGGT#004 Glymal1g35990 595 AtGGT1 At4g39640 OsGGT#003 0s04g38450 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 086 - 590 Sintese de GACC*
GmGGT#005 Glymal8g02450 624 AtGGT1 At4239640 OsGGT#003 0s04g38450 PF01019 Gama-glutamiltranspeptidase 098 - 619 Sintese de GACC*
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 011 - 084
GmMAT#001 Glyma02g01170 299 AtMAT?2 At4g01850 OsMAT#002 0s01g22010 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 099 - 164  Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 166 - 288
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
GmMAT#002 Glyma03g34120 390 AtMAT3 At2g36880 OsMAT#002 0s01g22010 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 004 - 103
GmMAT#003 Glyma03g38190 394 AtMAT?2 At4g01850 OsMAT#002 0s01g22010 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 118 - 240 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 242 - 383
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 003 - 102
GmMAT#004 Glyma07g36150 392 AtMAT4 At3g17390 OsMAT#003 0s05g04510 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 117 - 239 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 241 - 383
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
GmMAT#005 Glymal0g06170 390 AtMAT3 At2g36880 OsMAT#001 0s01g18860 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
GmMAT#006 Glymal0g28500 389 AtMAT2 At4g01850 OsMAT#001 Os01g18860 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 002 - 101
GmMAT#007 Glymal3g20480 390 AtMAT3 At2g36880 OsMAT#001 0Os01g18860 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 116 - 238 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 240 - 382




Tabela S11. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Biossintese de Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Dominio da Proteina de Soja

Arabidopsis thaliana Oryza sativa Via Metabdlica’
Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 004 - 103
GmMAT#008 Glymal5g21890 395 AtMAT4 At3g17390 OsMAT#002 0s01g22010 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 118 - 240 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 242 - 384
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 003 -102
GmMAT#009 Glymal7g04330 392 AtMAT4 At3g17390 OsMAT#003 0s05g04510 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 117 - 239 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 241 - 383
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 003 -102
GmMAT#010 Glymal7g04340 392 AtMATA4 At3g17390 OsMAT#003 0s05g04510 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 117 - 239 Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 241 - 383
PF00438 S-adenosil-metionina sintetase, dominio N-terminal 004 - 103
GmMAT#011 Glymal9g40810 394 AtMAT2 At4g01850 OsMAT#002 0s01g22010 PF02772 S-adenosil-metionina sintetase, dominio central 118 -240  Biossintese de Etileno
PF02773 S-adenosil-metionina sintetase, dominio C-terminal 242 - 383
GmMTI#001 Glyma09g08190 286 AtMTI1 At2g05830 OsMTI#001 Os11gl11050 PF01008 Familia da subunidade do fator de inicia¢do 2 054 - 272 Ciclo de Yang
GmMTI#002 Glymal5g19690 200 AtMTII At2g05830 OsMTI#001 Os11g11050 PF01008 Familia da subunidade do fator de inicia¢do 2 001 - 189 Ciclo de Yang
GmMTK#001 Glyma01g45520 425 AtMTK1 At1g49820 OsMTK#001 0s04g57400 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 037 - 251 Ciclo de Yang
GmMTK#002 Glymal0g40730 417 AtMTK 1 Atlg49820 OsMTK#001 0Os04g57400 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 036 - 296 Ciclo de Yang
GmMTK#003 Glyma20g26580 417 AtMTK1 At1g49820 OsMTK#001 0s04g57400 PF01636 Familia da enzima fosfotransferase 036 - 296 Ciclo de Yang
GmMTN#001 Glyma04g00770 265 AtMTNI At4g38800 OsMTN#001 0506202220 PF01048 Superfamilia das fosforilases 026 - 255 Ciclo de Yang
GmMTN#002 Glyma06g00790 266 AtMTNI1 At4g38800 OsMTN#001 0506202220 PF01048 Superfamilia das fosforilases 027 - 256 Ciclo de Yang
GmMTN#003 Glyma06g00800 253 AtMTN1 At4g38800 OsMTN#001 0s06g02220 PF01048 Superfamilia das fosforilases 014 - 243 Ciclo de Yang

! Tamanho em residuos de aminoacidos.
2 Este pardmetro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.
3 Possivel aminodacido transferase (AAT). Néo possui atividade de ACC sintase comprovada.
4 A fungdo priméria desta proteina ndo esté inicialmente associada a esta rota metabolica.



Tabela S12. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoacidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio da Proteina de Soja

Suposta Fungio?

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao

PF00069 Dominio proteina cinase 030 - 288

GmCPK#001 Glyma04g38150 496 AtCDPK2 Atlg35670 OsCPK#001 Os11g07040 PF00036 “EF hand” i(?;? : 222 Ativagdo de ACS Tipo II
PF00069 Dominio proteina cinase 033 -291

GmCPK#002 Glyma05g33240 507 AtCDPK2 Atl1g35670 OsCPK#001 Os11g07040 PF00036 “EF hand” i?) i : izg Ativagdo de ACS Tipo II
PF00069 Dominio proteina cinase 031 - 289

GmCPK#003 Glyma06g16920 497 AtCDPK2 Atlg35670 OsCPK#001 Os11g07040 PF00036 “EF hand” 2(3) g : iZ; Ativagdo de ACS Tipo II
PF00069 Dominio proteina cinase 034 - 292

GmCPK#004 Glyma08g00840 508 AtCDPK2 Atlg35670 OsCPK#001 Os11g07040 PF00036 “EF hand” igz : jgg Ativagdo de ACS Tipo II
PF00069 Dominio proteina cinase 021 - 279

GmCPK#005 Glymal0g36090 482 AtCDPK2 Atlg35670 OsCPK#002 Os12g07230 PF00036 “EF hand” g;g : ig; Ativagdo de ACS Tipo II
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 064 - 273 . -

GmCTR#001 Glyma02g27680 660 AtCTR1 At5g03730 OsCTR#001 0s02g32610 PFO7714 Proteina firosing cinase 397-651 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 172 - 371 . <

GmCTR#002 Glyma03g34890 803 AtCTRI1 At5g03730 OsCTR#001 0s02g32610 PFO7714 Proteina tirosing cinase 570 - 783 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 197 - 396 . N

GmCTR#003 Glymal0g07610 793 AtCTR1 At5g03730 OsCTR#001 0s02g32610 PFO7714 Proteina firosing cinase 505 - 760 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 176 - 386 . s

GmCTR#004 Glymal3g21480 836 AtCTR1 At5g03730 OsCTR#001 0s02g32610 PFOT714 Proteina Lirosing cinase 562316 Regulador Negativo de Resposta a Etileno
PF14381 Proteina cinase responsiva a etileno Le-CTR1 167 - 376 . s

GmCTR#005 Glymal9g37570 803 AtCTR1 At5g03730 OsCTR#001 050232610 PFO7714 Proteina firosing cinase 570783 Regulador Negativo de Resposta a Etileno

GmEBF#001 Glyma04g07110 636 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 065 -113 Direciona EIN3 para Prote6lise

GmEBF#002 Glyma04g20330 650 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 068 - 106 Direciona EIN3 para Protedlise

GmEBF#003 Glyma06g07200 638 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 067 - 114 Direciona EIN3 para Prote6lise

GmEBF#004 Glymal3g23510 639 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 065 - 103 Direciona EIN3 para Protedlise

GmEBF#005 Glymal4gl14410 644 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 065-111 Direciona EIN3 para Protedlise




Tabela S12. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio da Proteina de Soja

Suposta Fungio?

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao
GmEBF#006 Glymal7gl12270 639 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 065 - 103 Direciona EIN3 para Proteodlise
GmEBF#007 Glymal7g31940 610 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700 PF00646 Dominio F-box 067 - 106 Direciona EIN3 para Prote6lise
GmEIN#001 Glyma02g44220 614 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#002 0503220780 PF04873 Insensivel a etileno 3 048 - 426 Fator de Transcricao Nuclear
GmEIN#002 Glyma03g33850 1281 AtEIN2 At5g03280 OsEIN#006 0s07g06130 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 038 - 392 Regulagdo apos CTR1
PF03159 N-terminal da exonuclease 5°-3” XRN 001 - 257 . . A
GmEIN#003 Glyma03g40500 966 AtEINS Atl1g54490 OsEIN#005 0s03g58060 PF00098 Aitathd o s 264 - 081 Silenciamento Génico de EBF
GmEIN#004 Glymal0g06610 1298 AtEIN2 At5g03280 OsEIN#006 0s07g06130 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 038 - 392 Regulagdo apos CTR1
GmEIN#005 Glymal3g03660 618 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#003 0s03g20790 PF04873 Insensivel a etileno 3 049 - 426 Fator de Transcri¢do Nuclear
GmEIN#006 Glymal3g03700 621 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#002 0503220780 PF04873 Insensivel a etileno 3 049 - 427 Fator de Transcri¢ao Nuclear
GmEIN#007 Glymal3g20810 1334 AtEIN2 At5g03280 OsEIN#006 0s07g06130 PF01566 Proteina associada a resisténcia natural em macréfagos 038 - 392 Regulacdo apés CTR1
GmEIN#008 Glymal4g04550 610 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#003 0503220790 PF04873 Insensivel a etileno 3 048 - 426 Fator de Transcricdo Nuclear
PF03159 N-terminal da exonuclease 5’-3” XRN 001 - 255 — A
GmEIN#009 Glymal9g43160 957 AtEINS Atl1g54490 OsEIN#005 0s03g58060 PF0009] T e e e 262-279 Silenciamento Génico de EBF
GmEIN#010 Glyma20g12250 624 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#002 0s03220780 PF04873 Insensivel a etileno 3 048 - 423 Fator de Transcricdo Nuclear
PF03159 N-terminal da exonuclease 5°-3” XRN 001 - 256 . . A
GmEIN#011 Glyma20g37260 932 AtEINS Atl1g54490 OsEIN#005 0s03g58060 PF00098 Aol (v ies 763 - 280 Silenciamento Génico de EBF
GmETO#001 Glyma01g31170 954 AtETO1 At3g51770 OsETO#001 0Os03g18360 PF13414 Repeticdo TPR 871-934  Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#002 Glyma02g16310 886 AtEOLI1 At4g02680 OsETO#003 Os11g37520 PF00515 Repeticao tetratricopeptideo 709 - 742 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#003 Glyma02g39460 937 AtETOl1 At3g51770 OsETO#001 0s03g18360 PF07719 Repeticao tetratricopeptideo 560 - 593 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#004 Glyma03g06600 960 AtETOl1 At3g51770 OsETO#001 0Os03g18360 PF13414 Repeticao TPR 875 -940 Regulador Negativo de ACS Tipo I
GmETO#005 Glyma03g31370 888 AtEOLI1 At4202680 OsETO#002 0s07g08120 PF13414 Repeticdo TPR 709 - 777 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#006 Glymal0g03520 887 AtEOLI At4g02680 OsETO#003 Os11g37520 PF00515 Repeti¢ao tetratricopeptideo 710 - 743 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#007 Glymal1g29000 935 AtETO1 At3g51770 OsETO#001 0s03g18360 PF13414 Repeticao TPR 853 -918 Regulador Negativo de ACS Tipo Il
GmETO#008 Glymal4g37640 924 AtETOl1 At3g51770 OsETO#001 0Os03g18360 PF13414 Repeticdo TPR 745 - 810 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#009 Glymal8g06680 873 AtETOL1 At3g51770 OsETO#001 0s03g18360 PF13414 Repeticdo TPR 742 - 807 Regulador Negativo de ACS Tipo II
GmETO#010 Glymal9g34200 886 AtEOL1 At4g02680 OsETO#003 Os11g37520 PF13414 Repeticdo TPR 707 - 772 Regulador Negativo de ACS Tipo I
PF01590 Dominio GAF 159 - 308
GmETR#001 Glyma03g37470 636 AtERSI At2g40940 OsETR#002 0s03g49500 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 344 - 409 Receptor de Etileno
PF02518 Histidina cinase’, DNA girase B™ e semelhante a ATPase 456 - 587




Tabela S12. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio da Proteina de Soja

Suposta Fungio?

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao

PF01590 Dominio GAF 183 - 334

GmETR#002 Glyma03g41220 760 AtEIN4 At3g04580 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 370 - 435 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 636 - 750
PF01590 Dominio GAF 158 - 307

GmETR#003  Glyma09g00490 740 AtETRI Atlg66340  OsETR#002  0s03g49500 113113832 ig T dh?;ﬁi:;‘;_?gg‘k“;ggfgé gﬁg‘fﬁ:ﬁg‘:hpase f’ég - 222 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 616 - 728
PF01590 Dominio GAF 192 - 341

GmETR#004 Glymal0g31040 767 AtEIN4 At3g04580 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 377 - 442 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 643 - 757
PF01590 Dominio GAF 182 -331

GmETR#005 Glymal0g33240 751 AtETR2 At3g23150 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 367 - 432 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 627 - 741
PF01590 Dominio GAF 158 - 307

GmETR#006  Glymal2g37050 739 AtETR1 Atlg66340  OsETR#002  0s03g49500 giggg }g e dig’gﬁ;‘;_?ﬁ;ﬁ“&ggjﬁ_‘z gﬁ?ﬁ;ﬁfg‘ghpm i‘s‘z - ‘5‘22 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 615-727
PF01590 Dominio GAF 159 - 308

GmETR#007 Glymal9g40090 636 AtERSI1 At2g40940 OsETR#002 0s03g49500 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 344 - 409 Receptor de Etileno
PF02518 Histidina cinase’, DNA girase B™ e semelhante a ATPase 456 - 587
PF01590 Dominio GAF 183 - 333

GmETR#008 Glymal9g43840 731 AtEIN4 At3g04580 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 369 - 434 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 635-713
PF01590 Dominio GAF 186 - 332

GmETR#009 Glyma20g21780 682 AtETR2 At3g23150 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 368 - 433 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 559 - 672
PF01590 Dominio GAF 182 - 331

GmETR#010 Glyma20g34420 798 AtETR2 At3g23150 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 367 -432 Receptor de Etileno
PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 674 - 788




Tabela S12. Sumario das Proteinas de Soja Relacionadas com a Transdugdo de Sinal Mediada por Etileno (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoéacidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio da Proteina de Soja

Suposta Fungio?

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM Descrigao Posicao

PF01590 Dominio GAF 159 - 308
GmETR#011 Glyma20g36440 734 AtEIN4 At3g04580 OsETR#003 0s04g08740 PF00512 Dominio histidina cinase A (fosfoaceptor) 344 - 409 Receptor de Etileno

PF00072 Dominio regulador de resposta de receptor 610 - 724
GmMKK#001 Glyma07g00520 351 AtMKK4 Atlg51660 OsMKK#005 0s06209180 PF00069 Dominio proteina cinase 069 - 324 Ativagdo de ACS Tipo I
GmMKK#002 Glyma07g11910 318 AtMKK9 Atlg73500 OsMKK#003 0s03g12390 PF00069 Dominio proteina cinase 049 - 311 Ativacao de EIN3
GmMKK#003 Glyma08g23900 364 AtMKK4 Atlg51660 OsMKK#005 0s06g09180 PF00069 Dominio proteina cinase 082 - 337 Ativacdo de ACS Tipo |
GmMKK#004 Glyma09g30300 319 AtMKK9 Atlg73500 OsMKK#003 0s03g12390 PF00069 Dominio proteina cinase 050-312 Ativacao de EIN3
GmMPK#001 Glyma02g15690 391 AtMPK6 At2g43790 OsMPK#002 0s06g06090 PF00069 Dominio proteina cinase 061 - 344 Ativacdo de EIN3 e ACS Tipo [
GmMPK#002 Glyma07g32750 433 AtMPK6 At2g43790 OsMPK#002 0s06206090 PF00069 Dominio proteina cinase 103 - 386 Ativagdo de EIN3 e ACS Tipo |
GmMPK#003 Glymallgl5700 371 AtMPK3 At3g45640 OsMPK#001 0s03g17700 PF00069 Dominio proteina cinase 041 - 325 Ativacdo de EIN3
GmMPK#004 Glymal2g07770 371 AtMPK3 At3g45640 OsMPK#001 0s03g17700 PF00069 Dominio proteina cinase 041 - 325 Ativagdo de EIN3
GmRAN#001 Glyma04g07350 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0505249890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#002 Glyma04g07360 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0s05g49890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#003 Glyma04g07370 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0s05g49890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#004 Glyma05g08260 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0s05g49890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#005 Glyma06g07400 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0s05g49890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#006 Glyma06g07410 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0s05g49890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRAN#007 Glyma06g07420 221 AtRAN3 At5g55190 OsRAN#001 0505249890 PF00071 Familia ras 015-173 Transporte de Cobre
GmRTE#001 Glyma01g37560 231 AtRTHI1 At3g51040 OsRTE#002 0s03g58520 PF05608 Proteina sem fung¢do conhecida (DUF778) 040 - 175 Regulador Positivo do Receptor de Etileno
GmRTE#002 Glymallg07740 230 AtRTHI1 At3g51040 OsRTE#002 0Os03g58520 PF05608 Proteina sem funcdo conhecida (DUF778) 039-174  Regulador Positivo do Receptor de Etileno
GmRTE#003 Glymal4gl10770 235 AtRTEI1 At2g26070 OsRTE#001 0s01g51430 PF05608 Proteina sem funcao conhecida (DUF778) 044 - 179 Regulador Positivo do Receptor de Etileno
GmRTE#004 Glymal7g34740 235 AtRTEI1 At2g26070 OsRTE#001 Os01g51430 PF05608 Proteina sem fun¢do conhecida (DUF778) 044 - 179 Regulador Positivo do Receptor de Etileno

! Tamanho em residuos de aminoacidos.
2 Este pardmetro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S13. Sumaério das Proteinas AP2 de Soja

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoéacidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina®

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID N©2 Posicao
GmAP2#001 Glyma01g02760 507 AtAP2#013 At5g10510 OsAP2#009 0s04g55970 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AIL6); “Plethora” 3 (PLT3)
GmAP2#002 Glyma01g39520 500 AtAP2#011 At4g36920 OsAP2#008 0Os04g55560 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
GmAP2#003 Glyma01g40380 507 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#004 Glyma02g09600 416 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#006 0s03g60430 1 161 -211 Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOE1); RAP2.7
GmAP2#005 Glyma02g33090 447 AtAP2#007 At2g41710 OsAP2#011 0s05g32270 1 090 - 150 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
GmAP2#006 Glyma02g36880 372 AtAP2#001 Atlgl16060 OsAP2#019 0s12g03290 2 % Proteina com Duplo Dominio AP2 que Interage com ARIA (ADAP); “Wrinkled” 3 (WRI3)
GmAP2#007 Glyma03g29240 420 AtAP2#007 At2g41710 OsAP2#011 0s05g32270 1 061 - 118 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
GmAP2#008 Glyma03g33470 459 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#016 Os07g13170 2 % Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOE1); RAP2.7
GmAP2#009 Glyma04g05080 518 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#010 Glyma04g24010 253 AtAP2#004 Atlg79700 OsAP2#013 0s06205340 1 064 -116 “Wrinkled” 4 (WRI4)
GmAP2#011 Glyma05g18170 368 AtAP2#011 At4236920 OsAP2#008 0s04g55560 2 —(1)(1)2 : (1)22 Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
GmAP2#012 Glyma05g22970 612 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#013 Glyma06g05170 546 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#014 Glyma06g30840 286 AtAP2#004 Atlg79700 OsAP2#013 0s06205340 1 087 - 139 “Wrinkled” 4 (WRI4)
GmAP2#015 Glyma07g02380 287 AtAP2#001 Atlgl16060 OsAP2#013 0s06g05340 2 % Proteina com Duplo Dominio AP2 que Interage com ARIA (ADAP); “Wrinkled” 3 (WRI3)
GmAP2#016 Glyma07g04260 344 AtAP2#003 Atlg72570 OsAP2#005 0s03g56050 1 234 - 291 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
GmAP2#017 Glyma08g23630 296 AtAP2#001 Atlgl16060 OsAP2#013 0s06g05340 2 % Proteina com Duplo Dominio AP2 que Interage com ARIA (ADAP); “Wrinkled” 3 (WRI3)

055-112

GmAP2#018 Glyma08g24420 423 AtAP2#009 At3g54320 OsAP2#019 0Os12g03290 2 . “Wrinkled” 1 (WRI1)

154 - 206




Tabela S13. Sumario das Proteinas AP2 de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina®

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID N2 Posicao
GmAP2#019  Glyma08g38190 400 AtAP2#013  At5g10510  OsAP2#002  0s02g40070 2 % Semelhante & “Aintegumenta” 6 (AIL6); “Plethora” 3 (PLT3)
GmAP2#020 Glyma08g40830 190 AtAP2#009 At3g54320 OsAP2#013 0s06g05340 2 % “Wrinkled” 1 (WRI1)
GmAP2#021 Glyma09g37540 408 AtAP2#009 At3g54320 OsAP2#013 0s06g05340 2 % “Wrinkled” 1 (WRI1)
GmAP2#022 Glyma09g38370 536 AtAP2#014 At5g17430 OsAP2#002 0s02g40070 2 % “Baby Boom” (BBM)
GmAP2#023 Glymal0g22390 398 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#006 0s03g60430 1 156 - 206 Alvo Marcado de Inicio de Ativagdo 1 (TOE1); RAP2.7
GmAP2#024 Glymal0g31440 514 AtAP2#014 At5g17430 OsAP2#002 0s02g40070 2 % “Baby Boom” (BBM)
GmAP2#025 Glymal1g04910 515 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#026 Glymal 1g05720 494 AtAP2#011 At4236920 OsAP2#008 0s04g55560 1 236 - 287 Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
GmAP2#027 Glymal1g14040 562 AtAP2#008 At3g20840 OsAP2#002 0s02g40070 2 % “Plethora” 1 (PLT1)
GmAP2#028 Glymallgl5650 372 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#010 0s05g03040 2 % Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOEL); RAP2.7
GmAP2#029 Glymal2g06010 553 AtAP2#002 Atl1g51190 OsAP2#007 0s04g42570 2 % “Plethora” 2 (PLT2)
GmAP2#030 Glymal2g07800 478 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#010 0s05g03040 1 156 - 206 Alvo Marcado de Inicio de Ativagdo 1 (TOE1); RAP2.7
GmAP2#031 Glymal3g00950 528 AtAP2#015 At5g57390 OsAP2#009 0s04g55970 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AILS); “Plethora” 5 (PLTS5); “Chotto” 1 (CHOLI)
GmAP2#032 Glymal3g40470 476 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#010 0s05g03040 2 % Alvo Marcado de Inicio de Ativagdao 1 (TOE1); RAP2.7
GmAP2#033 Glymal4gl10130 610 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)

136 - 186

GmAP2#034 Glymal5g04930 485 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#010 0s05g03040 2 . Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOE1); RAP2.7

228 -279




Tabela S13. Sumario das Proteinas AP2 de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina®

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID N2 Posicao
GmAP2#035  Glymal5g34770 409 AtAP2#009  AB3g54320  OsAP2#019  Os12g03290 2 % “Wrinkled” 1 (WRII)
GmAP2#036 Glymal6g00950 512 AtAP2#003 Atlg72570 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
GmAP2#037 Glymal7g07010 530 AtAP2#015 At5g57390 OsAP2#001 0Os01g67410 2 % Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AILS); “Plethora” 5 (PLTS5); “Chotto” 1 (CHOLI)
GmAP2#038 Glymal7g07860 350 AtAP2#004 At1g79700 OsAP2#019 0Os12g03290 2 % “Wrinkled” 4 (WRI4)
GmAP2#039 Glymal7gl17010 641 AtAP2#012 At4g37750 OsAP2#005 0s03g56050 2 % Complementa Mutante da Proteina Cinase C 1 (CKC1); “Aintegumenta” (ANT)
GmAP2#040 Glymal7g18640 531 AtAP2#011 At4g36920 OsAP2#008 0Os04g55560 2 % Mutante Floral 2 (FLO2; AP2; FL1; ATAP2)
GmAP2#041  Glymal8gl6240 371 AtAP2#009  A3g54320  OsAP2H013  Os06g05340 2 % “Wrinkled” 1 (WRI1)
GmAP2#042 Glymal8g29400 245 AtAP2#017 At5g65510 OsAP2#001 Os01g67410 1 038 - 073 Semelhante a “Aintegumenta” 6 (AIL7); “Plethora” 7 (PLT7)
GmAP2#043 Glymal8g47980 616 AtAP2#014 At5g17430 OsAP2#002 0s02g40070 2 —g }431 : gg; “Baby Boom” (BBM)
GmAP2#044 Glymal8g49100 392 AtAP2#009 At3g54320 OsAP2#013 0s06g05340 2 —(1); ; : ég; “Wrinkled” 1 (WRI1)
GmAP2#045 Glymal9g31960 413 AtAP2#007 At2g41710 OsAP2#011 0s05g32270 1 060 - 117 Proteina da Superfamilia de um Tipo de Integrase que se Liga ao DNA
123 - 173
GmAP2#046 Glymal9g36200 458 AtAP2#005 At2g28550 OsAP2#016 0s07g13170 2 15266 Alvo Marcado de Inicio de Ativagao 1 (TOEL); RAP2.7

! Tamanho em residuos de aminoacidos.
2 Numero de dominios AP2 (PF00847) presentes na sequéncia de aminoacidos em questdo.
3 Este parametro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-P C-II*
GmERF#001 Glyma01g03110 401 AtERF#090 At1g24590 OsERF#079 0502238090 050 - 107 Bl VIII Regeneracgdo de “Tiros” em Cultura de Tecidos (DRNL)
GmERF#002 Glyma01g13410 263 AtERF#034 At2g44940 OsERF#036 Os10g41130 072 -130 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#003 Glyma01g35010 214 AtERF#041 At5g11590 OsERF#038 0s02g13710 061 -119 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagao (TINY?2)
GmERF#004 Glyma01g39540 168 AtERF#010 At5g67190 OsERF#008 Os04g55520 026 - 084 AS 11 Proteina com Motivos DREB e EAR 2 (DEAR2)
GmERF#005 Glyma01g41520 274 AtERF#100 Atdgl17500 OsERF#091 0s02g43790 142 - 200 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1A)
GmERF#006 Glyma01g42500 226 AtERF#033 Atlgl2610 OsERF#025 0Os02g45450 062 -119 Al 111 Floragdo Ana e Atrasada (DDF1)
GmERF#007 Glyma01g42510 183 AtERF#025 At5g52020 OsERF#020 0s02g45420 014 - 070 A4 11 Subfamilia DREB A4
GmERF#008 Glyma01g43350 274 AtERF#066 At4g27950 OsERF#055 0s06g06540 106 - 163 BS VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#009 Glyma01g43450 314 AtERF#061 At1g64380 OsERF#052 0s05g49700 116 - 173 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#010 Glyma01g44130 213 AtERF#022 At1g33760 OsERF#019 Osl1gl13840 026 - 084 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#011 Glyma01g44140 170 AtERF#021 Atlg71450 OsERF#019 Os11g13840 001 - 059 A4 11 Subfamilia DREB A4
GmERF#012 Glyma01g44230 178 AtERF#020 Atlg71520 OsERF#017 0Os01g66270 009 - 068 AS 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#013 Glyma02g00870 203 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0s03g64260 062 - 120 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#014 Glyma02g00890 157 AtERF#098 At3g23230 OsERF#090 0508244960 021 - 079 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#015 Glyma02g01960 300 AtERF#072 At3g16770 OsERF#068 Os01g21120 074 - 131 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.3)
GmERF#016 Glyma02g04460 326 AtERF#090 At1g24590 OsERF#079 0502238090 051 - 108 Bl VIII Regeneracao de “Tiros” em Cultura de Tecidos (DRNL)
GmERF#017 Glyma02g07310 228 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0s04g32620 043 - 100 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#018 Glyma02g07460 262 AtERF#085 At5g13910 OsERF#082 Os04g32790 031 - 088 Bl VIII Peciolo Frondoso (LEP)
GmERF#019 Glyma02g08020 309 AtERF#002 At5g19790 OsERF#006 0s07g38750 032 - 089 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#020 Glyma02g08840 370 AtERF#110 At5g50080 OsERF#099 Os01g64790 201 - 258 B4 X Subfamilia ERF B4 (ERF110)
GmERF#021 Glyma02g14940 215 AtERF#112 At2g33710 OsERF#099 0Os01g64790 088 - 145 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#022 Glyma02g31350 283 AtERF#051 At3g57600 OsERF#041 0Os03g07830 023 - 081 A2 v Subfamilia DREB A2
GmERF#023 Glyma02g40320 282 AtERF#066 At4g27950 OsERF#055 0s06g06540 126 - 183 BS VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#024 Glyma02g42960 392 AtERF#048 At2g40340 OsERF#042 0505227930 078 - 136 A2 1\ Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2C (DREB2C)
GmERF#025 Glyma02g43240 273 AtERF#052 At2g40220 OsERF#117 0s05g28350 037 - 095 A3 v Insensivel a ABA 4 (ABI4)
GmERF#026 Glyma02g43500 215 AtERF#082 Atlg50640 OsERF#134 0502209650 026 - 083 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#027 Glyma02g46340 222 AtERF#083 At3g20310 OsERF#121 0Os06g47590 025 - 082 Bl VIII Subfamilia ERF B1 (ERF7)
GmERF#028 Glyma03g23330 283 AtERF#066 At4g27950 OsERF#053 0s01g12440 099 - 156 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#029 Glyma03g26310 195 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 120 - 178 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#030 Glyma03g26390 158 AtERF#099 At2g44840 OsERF#095 0s02g43820 033 - 091 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posigao C-P C-11*
GmERF#031 Glyma03g26450 152 AtERF#099 At2g44840 OsERF#093 0s04g46220 041 - 099 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#032 Glyma03g26480 182 AtERF#099 At2g44840 OsERF#093 0s04g46220 063 - 121 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#033 Glyma03g26520 223 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 085 - 143 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#034 Glyma03g26530 151 AtERF#099 At2g44840 OsERF#093 0s04g46220 080 - 137 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#035 Glyma03g27050 287 AtERF#034 At2g44940 OsERF#034 0s04g46440 113 -171 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#036 Glyma03g29530 284 AtERF#051 At3g57600 OsERF#041 0s03g07830 028 - 086 A2 v Subfamilia DREB A2
GmERF#037 Glyma03g31640 172 AtERF#082 Atlg50640 OsERF#077 0s04g52090 021 -078 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#038 Glyma03g31920 231 AtERF#093 At2g31230 OsERF#083 0s03g64260 086 - 144 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF15)
GmERF#039 Glyma03g31930 153 AtERF#098 At3g23230 OsERF#090 0508244960 018 - 076 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#040 Glyma03g31940 242 AtERF#093 At2g31230 OsERF#087 0509239850 106 - 164 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF15)
GmERF#041 Glyma03g34970 188 AtERF#024 At2g36450 OsERF#018 Os10g38000 022 - 079 A4 111 Tolerancia a Sal e Seca (HARDY)
GmERF#042 Glyma03g41640 300 AtERF#067 At3g61630 OsERF#053 Os01g12440 100 - 157 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 6 (CRF6)
GmERF#043 Glyma03g41910 184 AtERF#023 Atlg01250 OsERF#033 0s04g46400 026 - 083 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#044 Glyma03g42450 345 AtERF#074 Atlg53910 OsERF#070 0502254160 099 - 156 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.12)
GmERF#045 Glyma04g03070 214 AtERF#049 Atlg75490 OsERF#044 0Os08g45110 038 - 096 A2 1\ Subfamilia DREB A2
GmERF#046 Glyma04g04350 160 AtERF#010 At5g67190 OsERF#008 0Os04g55520 032 - 090 AS 11 Proteina com Motivos DREB ¢ EAR 2 (DEAR?2)
GmERF#047 Glyma04g06100 183 AtERF#018 Atlg74930 OsERF#011 0s02g54050 001 - 058 A5 11 Subfamilia DREB A5 (ORA47)
GmERF#048 Glyma04g06690 193 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#049 Glyma04g07140 173 AtERF#004 At5g11190 OsERF#001 0s06g40150 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN2)
GmERF#050 Glyma04g08900 188 AtERF#041 At5g11590 OsERF#038 0s02g13710 027 - 085 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagao (TINY?2)
GmERF#051 Glyma04g11290 314 AtERF#059 Atl1g78080 OsERF#049 0s02g51670 138 - 195 A6 I Desdiferenciacao Induzida por Ferimento 1 (WIND1); RAP2.4
GmERF#052 Glyma04g16700 102 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 Os07g10410 024 - 081 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#053 Glyma04g19650 218 AtERF#001 Atlgl5360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN1)
GmERF#054 Glyma04g21710 248 AtERF#066 At4227950 OsERF#053 Os01g12440 038 - 095 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#055 Glyma04g37870 174 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0s04g32620 013 -070 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#056 Glyma04g37890 262 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0s04g32620 086 - 143 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#057 Glyma04g39510 281 AtERF#108 Atlg43160 OsERF#118 Os11g06770 135-192 B4 X Subfamilia ERF B4 (RAP2.6)
GmERF#058 Glyma04g41740 324 AtERF#066 At4g27950 OsERF#054 0s01g46870 102 - 159 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#059 Glyma04g43040 232 AtERF#012 Atl1g21910 OsERF#119 0s06g10780 036 - 093 AS 11 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 26 (DREB26)
GmERF#060 Glyma05g03540 156 AtERF#025 At5g52020 OsERF#020 0s02g45420 015-071 A4 111 Subfamilia DREB A4




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#061 Glyma05g03560 211 AtERF#033 Atlgl2610 OsERF#025 0s02g45450 020 - 078 Al 111 Floragdo Ana e Atrasada (DDF1)
GmERF#062 Glyma05g04920 230 AtERF#034 At2g44940 OsERF#035 0s02g43970 057 -115 A4 1T Subfamilia DREB A4
GmERF#063 Glyma05g05130 278 AtERF#102 At5g47230 OsERF#097 0s04g46240 129 - 187 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERFY)
GmERF#064 Glyma05g05180 255 AtERF#100 At4gl17500 OsERF#091 0s02g43790 137 - 195 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1A)
GmERF#065 Glyma05g07690 204 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 049 - 106 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#066 Glyma05g19050 150 AtERF#010 At5g67190 OsERF#008 0s04g55520 022 - 080 AS 11 Proteina com Motivos DREB e EAR 2 (DEAR?2)
GmERF#067 Glyma05g29010 141 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 004 - 061 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#068 Glyma05g31370 312 AtERF#060 At4g39780 OsERF#120 0s06g11860 116 - 173 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#069 Glyma05g32040 345 AtERF#111 At5g64750 OsERF#099 0s01g64790 165 -222 B4 X Repressor ABA 1 (ABR1)
GmERF#070 Glyma05g33440 125 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0s04g32620 015-073 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#071 Glyma05g35740 147 AtERF#036 At3g16280 OsERF#039 0Os01g10370 021 -079 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#072 Glyma05g37120 334 AtERF#064 At4g23750 OsERF#054 0s01g46870 108 - 165 B5 VI Alvo de Monopteros 3 (TMO3)
GmERF#073 Glyma06g03110 249 AtERF#049 Atlg75490 OsERF#040 0s01g07120 038 - 096 A2 v Subfamilia DREB A2
GmERF#074 Glyma06g04490 159 AtERF#010 At5g67190 OsERF#008 0s04g55520 032 -090 A5 11 Proteina com Motivos DREB e EAR 2 (DEAR?2)
GmERF#075 Glyma06g06100 234 AtERF#018 Atlg74930 OsERF#012 0s08g35240 024 - 081 A5 I1 Subfamilia DREB A5 (ORA47)
GmERF#076 Glyma06g06780 194 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#077 Glyma06g07240 185 AtERF#004 At5g11190 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN2)
GmERF#078 Glyma06g08990 194 AtERF#041 At5g11590 OsERF#122 050636000 033 -091 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidrata¢dao (TINY?2)
GmERF#079 Glyma06g11010 302 AtERF#059 Atlg78080 OsERF#049 0s02g51670 127 - 184 A6 I Desdiferenciacao Induzida por Ferimento 1 (WIND1); RAP2.4
GmERF#080 Glyma06g11700 231 AtERF#012 Atlg21910 OsERF#119 0s06g10780 033 - 090 A5 11 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 26 (DREB26)
GmERF#081 Glyma06g13040 300 AtERF#066 At4g27950 OsERF#054 0s01g46870 101 - 158 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#082 Glyma06g17180 239 AtERF#114 At5g61890 OsERF#105 0s05g36100 086 - 143 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#083 Glyma06g35710 183 AtERF#078 At3gl15210 OsERF#075 0s01g58420 026 - 083 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (RAP2.5)
GmERF#084 Glyma06g40010 071 AtERF#080 At5g44210 OsERF#074 0s05g41780 002 - 059 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#085 Glyma06g44430 208 AtERF#080 At5g44210 OsERF#077 0s04g52090 023 - 080 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#086 Glyma06g45010 355 AtERF#053 At2g20880 OsERF#046 0s02g42580 207 - 264 A6 I Fator de Transcri¢cdo Induzido por Seca (ERF53)
GmERF#087 Glyma06g45680 214 AtERF#045 At5g05410 OsERF#042 0s05g27930 065 - 123 A2 v Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2A (DREB2A)
GmERF#088 Glyma07g02000 259 AtERF#041 At5g11590 OsERF#034 0s04g46440 033 - 091 A4 11| Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagao (TINY?2)
GmERF#089 Glyma07g02930 194 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#090 Glyma07g03040 127 AtERF#084 Atlg80580 OsERF#074 0s05g41780 017 -072 Bl VIII Subfamilia ERF B1




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#091 Glyma07g03500 189 AtERF#001 Atlgl5360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y% Resposta de Tolerancia a Seca (SHN1)
GmERF#092 Glyma07g04950 392 AtERF#074 Atl1g53910 OsERF#070 0s02g54160 118-175 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.12)
GmERF#093 Glyma07g06080 191 AtERF#023 Atlg01250 OsERF#033 0s04g46400 037 - 094 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#094 Glyma07g13980 231 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 089 - 147 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#095 Glyma07g14060 205 AtERF#101 At5g47220 OsERF#091 0s02g43790 085 - 143 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF2)
GmERF#096 Glyma07g14070 144 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 081 - 139 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#097 Glyma07g14560 258 AtERF#034 At2g44940 OsERF#033 0s04g46400 092 - 150 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#098 Glyma07g23240 142 AtERF#080 At5g44210 OsERF#074 0s05g41780 023 - 080 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#099 Glyma07g33510 230 AtERF#109 At4g34410 OsERF#103 0s02g52670 096 - 153 B4 X Fator de Transcri¢do de Resposta Redox 1 (RRTF1)
GmERF#100 Glyma07g37410 102 AtERF#072 At3gl16770 OsERF#070 0s02g54160 017 -074 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.3)
GmERF#101 Glyma07g37990 297 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0s07g47330 048 - 105 B1 VIII Gene Induzido por Auxina (PUCHI)
GmERF#102 Glyma08g02460 293 AtERF#064 At4g23750 OsERF#054 0s01g46870 108 - 165 B5 VI Alvo de Monopteros 3 (TMO3)
GmERF#103 Glyma08g03910 242 AtERF#041 At5g11590 OsERF#122 0s06g36000 045 - 103 A4 11 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo (TINY?2)
GmERF#104 Glyma08g12130 239 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 008 - 065 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#105 Glyma08g14600 312 AtERF#060 At4g39780 OsERF#049 0s02g51670 120 - 177 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#106 Glyma08g15350 296 AtERF#114 At5g61890 OsERF#099 0s01g64790 159 -216 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#107 Glyma08g21650 251 AtERF#041 At5g11590 OsERF#034 0s04g46440 075 -133 A4 11 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagdo (TINY?2)
GmERF#108 Glyma08g22590 200 AtERF#001 Atlgl15360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN1)
GmERF#109 Glyma08g23070 130 AtERF#084 Atlg80580 OsERF#074 0s05g41780 027 - 082 B1 VIII Subfamilia ERF B1
GmERF#110 Glyma08g23160 195 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#111 Glyma08g28820 190 AtERF#113 At5g13330 OsERF#107 0s02g32140 006 - 063 B4 X Subfamilia ERF B4 (RAP2.6L)
GmERF#112 Glyma08g38800 251 AtERF#090 At1g24590 OsERF#079 0s02g38090 047 - 104 B1 VIII Regeneracao de “Tiros” em Cultura de Tecidos (DRNL)
GmERF#113 Glyma08g43300 210 AtERF#082 Atl1g50640 OsERF#134 0502209650 027 - 084 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#114 Glyma09g04630 237 AtERF#072 At3g16770 OsERF#061 0s05g29810 084 - 141 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.3)
GmERF#115 Glyma09g05840 132 AtERF#098 At3g23230 OsERF#089 0s10g30840 019 - 077 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#116 Glyma09g05850 122 AtERF#096 At5g43410 OsERF#128 0s04g18650 011 - 069 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#117 Glyma09g05860 137 AtERF#098 At3g23230 OsERF#089 0s10g30840 019 - 077 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#118 Glyma09g08330 214 AtERF#017 Atlgl9210 OsERF#012 0s08g35240 021 - 078 A5 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#119 Glyma09g27180 234 AtERF#028 At5g51990 OsERF#025 0s02g45450 064 - 121 Al 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1D (DREBID)
GmERF#120 Glyma09g32730 227 AtERF#041 At5g11590 OsERF#122 0s06g36000 052-110 A4 11T Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagao (TINY?2)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#121 Glyma09g36840 164 AtERF#041 At5g11590 OsERF#038 0s02g13710 015-072 A4 111 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidratagao (TINY?2)
GmERF#122 Glyma09g37780 203 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 077 - 135 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#123 Glymal0g00980 167 AtERF#092 At3g23240 OsERF#086 0s07g22770 046 - 104 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#124 Glymal0g00990 124 AtERF#098 At3g23230 OsERF#123 0509239810 008 - 066 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#125 Glymal0g02080 304 AtERF#072 At3g16770 OsERF#068 0s01g21120 074 - 131 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.3)
GmERF#126 Glymal0g04160 137 AtERF#098 At3g23230 OsERF#089 Os10g30840 016 -074 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#127 Glymal0g04170 188 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0509239850 056 - 114 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#128 Glymal0g04190 158 AtERF#098 At3g23230 OsERF#096 Os10g41330 016 -074 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#129 Glymal0g04210 270 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0s03g64260 119 -177 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#130 Glymal0g07740 159 AtERF#024 At2g36450 OsERF#018 0Os10g38000 001 - 057 A4 111 Tolerancia a Sal e Seca (HARDY)
GmERF#131 Glymal0g21850 291 AtERF#051 At3g57600 OsERF#041 0s03g07830 023 - 081 A2 1\ Subfamilia DREB A2
GmERF#132 Glymal0g23440 281 AtERF#105 At5g51190 OsERF#094 0s04g46250 125-183 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF105)
GmERF#133 Glymal0g23460 220 AtERF#106 At5g07580 OsERF#096 Os10g41330 131 - 189 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#134 Glymal0g33060 219 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0s03g64260 073 - 131 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#135 Glymal0g33070 141 AtERF#098 At3g23230 OsERF#090 0s08g44960 016 - 074 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#136 Glymal0g33080 147 AtERF#095 At3g23220 OsERF#089 0Os10g30840 018 - 076 B3 IX Induzivel por Etileno e Sal 1 (ESE1)
GmERF#137 Glymal0g33700 387 AtERF#062 At4g13620 OsERF#048 Os08g31580 221 -278 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#138 Glymal0g33810 201 AtERF#106 At5g07580 OsERF#095 0s02g43820 110 - 168 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#139 Glymal0g36300 135 AtERF#088 Atlgl2890 OsERF#080 0s08g07700 022 - 079 Bl VIII Subfamilia ERF B1
GmERF#140 Glymal0g36760 247 AtERF#110 At5g50080 OsERF#118 Os11g06770 048 - 105 B4 X Subfamilia ERF B4 (ERF110)
GmERF#141 Glymal0g38420 205 AtERF#025 At5g52020 OsERF#020 0502245420 043 - 100 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#142 Glymal0g38440 185 AtERF#028 At5g51990 OsERF#025 0s02g45450 036 - 093 Al 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1D (DREB1D)
GmERF#143 Glymal0g42130 355 AtERF#118 Atlg68550 OsERF#108 0s01g04020 120 - 178 B6 VI-L Fator de Resposta a Citocinina 10 (CRF10)
GmERF#144 Glymallg01640 169 AtERF#021 Atlg71450 OsERF#019 Os11g13840 001 - 059 A4 1T Subfamilia DREB A4
GmERF#145 Glymallg01700 179 AtERF#020 Atlg71520 OsERF#017 0s01g66270 016 - 075 AS 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#146 Glymal1g02050 325 AtERF#061 Atlg64380 OsERF#052 0505249700 136 - 193 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#147 Glymallg02140 289 AtERF#064 At4g23750 OsERF#053 0Os01g12440 112 - 169 B5 VI Alvo de Monopteros 3 (TMO3)
GmERF#148 Glymal1g03790 184 AtERF#034 At2g44940 OsERF#034 0s04g46440 029 - 087 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#149 Glymal1g03900 276 AtERF#102 At5g47230 OsERF#097 0s04g46240 138 - 196 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF5)
GmERF#150 Glymal1g03910 240 AtERF#100 Atdgl17500 OsERF#091 0s02g43790 142 - 200 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1A)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#151 Glymal1g05700 153 AtERF#008 At2g23340 OsERF#008 0s04g55520 031 - 089 AS 11 Proteina com Motivos DREB e EAR 3 (DEAR3)
GmERF#152 Glymal1g31400 280 AtERF#066 At4g27950 OsERF#056 0s05g25260 130 - 187 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#153 Glymal2g09130 216 AtERF#029 At4g25490 OsERF#027 0s01g73770 052 - 109 Al 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1B (DREB1B)
GmERF#154 Glymal2gl11150 211 AtERF#045 At5g05410 OsERF#042 0s05g27930 065 - 123 A2 v Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2A (DREB2A)
GmERF#155 Glymal2g13320 141 AtERF#080 At5g44210 OsERF#077 0s04g52090 022 - 079 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#156 Glymal2g30710 239 AtERF#030 At4g25470 OsERF#027 0s01g73770 063 -119 Al 111 Repeti¢ao C/Fator de Interacdo DRE 2 (CBF2)
GmERF#157 Glymal2g30740 189 AtERF#030 At4g25470 OsERF#027 0s01g73770 015-072 Al 111 Repeticdo C/Fator de Interagdo DRE 2 (CBF2)
GmERF#158 Glymal2g32400 197 AtERF#045 At5g05410 OsERF#040 0s01g07120 063 - 121 A2 1\ Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2A (DREB2A)
GmERF#159 Glymal2g33020 406 AtERF#053 At2g20880 OsERF#046 0s02g42580 207 - 264 A6 | Fator de Transcri¢ao Induzido por Seca (ERF53)
GmERF#160 Glymal2g35550 193 AtERF#078 At3g15210 OsERF#075 0s01g58420 026 - 083 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (RAP2.5)
GmERF#161 Glymal3g01930 311 AtERF#059 Atlg78080 OsERF#049 0s02g51670 137 - 194 A6 I Desdiferencia¢do Induzida por Ferimento 1 (WIND1); RAP2 .4
GmERF#162 Glymal3g05690 362 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 017-074 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#163 Glymal3g08490 335 AtERF#066 At4g27950 OsERF#054 0s01g46870 107 - 164 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#164 Glymal3gl17250 199 AtERF#017 At1gl19210 OsERF#011 0s02g54050 018 - 075 AS 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#165 Glymal3gl18330 138 AtERF#098 At3g23230 OsERF#089 Os10g30840 017 -075 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#166 Glymal3g18340 213 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0s09g39850 075 - 133 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#167 Glymal3gl18350 213 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0s09g39850 077 - 135 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#168 Glymal3gl18370 160 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0s09g39850 031 - 089 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#169 Glymal3g18390 172 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0s09g39850 027 - 085 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#170 Glymal3g18400 153 AtERF#098 At3g23230 OsERF#128 0s04g18650 016 - 074 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#171 Glymal3gl18410 259 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0s03g64260 112-170 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#172 Glymal3g21560 159 AtERF#024 At2g36450 OsERF#018 0s10g38000 001 - 057 A4 111 Tolerancia a Sal e Seca (HARDY)
GmERF#173 Glymal3g21570 190 AtERF#030 At4g25470 OsERF#027 0Os01g73770 016 - 073 Al 11 Repeticdo C/Fator de Interagdo DRE 2 (CBF2)
GmERF#174 Glymal3g23570 238 AtERF#001 Atlgl5360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN1)
GmERF#175 Glymal3g28810 284 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0Os07g47330 047 - 104 Bl VIII Gene Induzido por Auxina (PUCHI)
GmERF#176 Glymal3g29920 373 AtERF#002 At5g19790 OsERF#006 0s07g38750 029 - 086 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#177 Glymal3g30710 255 AtERF#091 At4g18450 OsERF#084 0s05g49010 113-171 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#178 Glymal3g30720 171 AtERF#101 At5g47220 OsERF#091 0s02g43790 053 -111 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF2)
GmERF#179 Glymal3g30990 222 AtERF#080 At5g44210 OsERF#075 Os01g58420 025 - 082 Bl VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#180 Glymal3g31010 163 AtERF#081 Atlg28360 OsERF#074 0s05g41780 011 - 068 Bl VIII Subfamilia ERF B1 (ERF12)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#181 Glymal3g34920 193 AtERF#080 At5g44210 OsERF#075 0s01g58420 026 - 083 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#182 Glymal3g37450 277 AtERF#053 At2g20880 OsERF#046 0s02g42580 148 - 205 A6 I Fator de Transcri¢ao Induzido por Seca (ERF53)
GmERF#183 Glymal3g38030 198 AtERF#045 At5g05410 OsERF#040 0s01g07120 063 - 121 A2 1\ Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2A (DREB2A)
GmERF#184 Glymal3g39540 193 AtERF#030 At4g25470 OsERF#027 0s01g73770 027 - 084 Al 11 Repeticdo C/Fator de Interagdo DRE 2 (CBF2)
GmERF#185 Glymal3g43210 211 AtERF#041 At5g11590 OsERF#034 0s04g46440 044 - 102 A4 111 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagdo (TINY?2)
GmERF#186 Glymal3g44660 179 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#187 Glymal4g02360 222 AtERF#082 At1g50640 OsERF#076 0s04g57340 026 - 083 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#188 Glymal4g05470 212 AtERF#082 Atlg50640 OsERF#134 0502209650 022 -079 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#189 Glymal4g06080 393 AtERF#048 At2g40340 OsERF#042 0s05g27930 078 - 136 A2 v Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 2C (DREB2C)
GmERF#190 Glymal4g06290 309 AtERF#052 At2g40220 OsERF#117 0505228350 027 - 085 A3 1\ Insensivel a ABA 4 (ABI4)
GmERF#191 Glymal4g07620 283 AtERF#049 At1g75490 OsERF#042 0s05g27930 033 -091 A2 v Subfamilia DREB A2
GmERF#192 Glymal4g09320 174 AtERF#006 At1g46768 OsERF#008 0s04g55520 043 - 101 A5 11 Subfamilia DREB A5 (RAP2.1)
GmERF#193 Glymal4g13470 199 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#194 Glymal4g22740 244 AtERF#041 At5g11590 OsERF#122 0s06g36000 048 - 106 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidrata¢dao (TINY?2)
GmERF#195 Glymal4g22970 220 AtERF#013 Atlg77640 OsERF#009 0s03g15660 009 - 066 A5 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#196 Glymal4g29040 321 AtERF#066 At4g27950 OsERF#054 0s01g46870 102 - 159 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#197 Glymal4g32210 259 AtERF#051 At3g57600 OsERF#041 0s03g07830 017 - 075 A2 1\ Subfamilia DREB A2
GmERF#198 Glymal4g34590 312 AtERF#059 Atlg78080 OsERF#049 0s02g51670 150 - 207 A6 I Desdiferencia¢do Induzida por Ferimento 1 (WIND1); RAP2 .4
GmERF#199 Glymal4g38610 282 AtERF#066 At4g27950 OsERF#055 0s06g06540 125 - 182 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#200 Glymal5g00660 194 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 023 - 080 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#201 Glymal5g01140 176 AtERF#001 Atlgl15360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHNT1)
GmERF#202 Glymal5g02130 215 AtERF#041 At5g11590 OsERF#034 0s04g46440 047 - 105 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacao (TINY?2)
GmERF#203 Glymal5g02900 188 AtERF#024 At2g36450 OsERF#018 0Os10g38000 022 - 079 A4 11 Tolerancia a Sal e Seca (HARDY)
GmERF#204 Glymal5g08360 172 AtERF#081 At1g28360 OsERF#075 0s01g58420 014 - 071 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF12)
GmERF#205 Glymal5g08370 219 AtERF#080 At5g44210 OsERF#075 0s01g58420 022 - 079 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF9)
GmERF#206 Glymal5g08560 183 AtERF#101 At5g47220 OsERF#091 0s02g43790 074 - 132 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF2)
GmERF#207 Glymal5g08580 253 AtERF#091 At4g18450 OsERF#084 0s05g49010 111-169 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#208 Glymal5g09190 362 AtERF#002 At5g19790 OsERF#006 0s07g38750 027 - 084 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#209 Glymal5g10250 233 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0Os07g47330 047 - 104 Bl VIII Gene Induzido por Auxina (PUCHI)
GmERF#210 Glymal5gl16260 223 AtERF#072 At3g16770 OsERF#070 0s02g54160 080 - 137 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.3)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#211 Glymal5g17090 132 AtERF#098 At3g23230 OsERF#089 0s10g30840 019 - 077 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#212 Glymal5g17100 121 AtERF#098 At3g23230 OsERF#128 0s04g18650 011 -069 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#213 Glymal5gl19910 205 AtERF#016 At5g21960 OsERF#012 0s08g35240 013 -070 AS 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#214 Glymal6g01500 382 AtERF#074 Atl1g53910 OsERF#072 0509226420 114 - 171 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.12)
GmERF#215 Glymal6g02680 194 AtERF#023 Atlg01250 OsERF#033 0s04g46400 037 - 094 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#216 Glymal6g04410 273 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 024 - 081 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#217 Glymal6g05070 191 AtERF#085 At5g13910 OsERF#082 0s04g32790 014 -071 Bl VIII Peciolo Frondoso (LEP)
GmERF#218 Glymal6g05190 260 AtERF#114 At5g61890 OsERF#107 0s02g32140 048 - 105 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#219 Glymal6g26320 239 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0504232620 044 - 101 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#220 Glymal6g26460 274 AtERF#085 At5g13910 OsERF#082 0s04g32790 031 - 088 B1 VIII Peciolo Frondoso (LEP)
GmERF#221 Glymal6g27040 315 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 034 - 091 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#222 Glymal6g27950 414 AtERF#110 At5g50080 OsERF#105 0s05g36100 210 - 267 B4 X Subfamilia ERF B4 (ERF110)
GmERF#223 Glymal6g32330 231 AtERF#028 At5g51990 OsERF#025 0s02g45450 064 - 121 Al 11 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1D (DREBID)
GmERF#224 Glymal7g02710 216 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0s07g47330 048 - 105 B1 VIII Gene Induzido por Auxina (PUCHI)
GmERF#225 Glymal7g05240 198 AtERF#017 Atlgl9210 OsERF#011 0s02g54050 017 -074 A5 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#226 Glymal7g12330 239 AtERF#001 Atlgl15360 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN1)
GmERF#227 Glymal7g13320 210 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 051 - 108 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#228 Glymal7g14100 165 AtERF#025 At5g52020 OsERF#020 0502245420 012 - 068 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#229 Glymal7gl14110 170 AtERF#031 At4g25480 OsERF#025 0s02g45450 026 - 084 Al 111 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagdo 1A (DREB1A)
GmERF#230 Glymal7g15310 232 AtERF#034 At2g44940 OsERF#035 0s02g43970 060 - 118 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#231 Glymal7g15460 275 AtERF#102 At5g47230 OsERF#097 0s04g46240 124 - 182 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERFY)
GmERF#232 Glymal7g15480 251 AtERF#100 At4g17500 OsERF#091 0s02g43790 133 - 191 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1A)
GmERF#233 Glymal7g16080 105 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 004 - 061 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#234 Glymal7g18580 147 AtERF#008 At2g23340 OsERF#008 0s04g55520 023 - 080 A5 11 Proteina com Motivos DREB e EAR 3 (DEAR3)
GmERF#235 Glymal7g27520 209 AtERF#041 At5g11590 OsERF#038 0s02g13710 012 -070 A4 111 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo (TINY?2)
GmERF#236 Glymal7g31900 199 AtERF#004 At5g11190 OsERF#003 0s02g10760 006 - 063 B6 \Y Resposta de Tolerancia a Seca (SHN2)
GmERF#237 Glymal7g33060 148 AtERF#003 At5g25190 OsERF#127 0s02g55380 007 - 064 B6 \Y Induzivel por Etileno e Sal 3 (ESE3)
GmERF#238 Glymal7g33530 160 AtERF#017 Atlgl9210 OsERF#012 0s08g35240 001 - 058 A5 11 Subfamilia DREB A5
GmERF#239 Glymal7g35860 174 AtERF#006 Atlg46768 OsERF#008 0s04g55520 044 - 102 A5 I1 Subfamilia DREB A5 (RAP2.1)
GmERF#240 Glymal7g37350 240 AtERF#049 Atlg75490 OsERF#042 0505227930 033 - 091 A2 1\ Subfamilia DREB A2




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Proteina de Glycine max

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Dominio AP2 de Soja?

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID RA.! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posicao C-I C-I1*
GmERF#241 Glymal8g02170 309 AtERF#060 At4g39780 OsERF#047 0s03g09170 122 -179 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#242 Glymal8g10290 212 AtERF#082 Atl1g50640 OsERF#076 0s04g57340 027 - 084 B1 VIII Subfamilia ERF B1 (ERF3)
GmERF#243 Glymal8g20960 196 AtERF#090 At1g24590 OsERF#079 0502238090 002 - 059 B1 VIII Regeneracgdo de “Tiros” em Cultura de Tecidos (DRNL)
GmERF#244 Glymal8g48720 112 AtERF#099 At2g44840 OsERF#093 0s04g46220 052 -109 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#245 Glymal8g48730 202 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 076 - 134 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#246 Glymal8g48740 179 AtERF#099 At2g44840 OsERF#091 0s02g43790 033 - 091 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF13)
GmERF#247 Glymal8g49760 272 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 022 - 079 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#248 Glymal8g51680 242 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0s04g32620 056 - 113 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#249 Glymal9g03120 317 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 017 -074 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#250 Glymal9g03170 187 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 017 -074 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#251 Glymal9g27790 252 AtERF#114 At5g61890 OsERF#101 0504232620 060 - 117 B4 X Subfamilia ERF B4
GmERF#252 Glymal9g29000 253 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0s07g10410 025 - 082 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#253 Glymal9g32380 282 AtERF#051 At3g57600 OsERF#041 0s03g07830 028 - 086 A2 v Subfamilia DREB A2
GmERF#254 Glymal9g34650 112 AtERF#095 At3g23220 OsERF#090 0s08g44960 012 -070 B3 IX Induzivel por Etileno e Sal 1 (ESE1)
GmERF#255 Glymal9g34670 237 AtERF#092 At3g23240 OsERF#087 0s09g39850 070 - 128 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#256 Glymal9g34690 174 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0503264260 038 - 096 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#257 Glymal9g37670 188 AtERF#024 At2g36450 OsERF#032 0s02g43940 022 - 079 A4 111 Tolerancia a Sal e Seca (HARDY)
GmERF#258 Glymal9g40070 194 AtERF#071 At2g47520 OsERF#068 0s01g21120 047 - 104 B2 VII Subfamilia ERF B2 (ERF71)
GmERF#259 Glymal9g43820 162 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0503264260 031 - 089 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#260 Glymal9g44240 287 AtERF#066 At4g27950 OsERF#055 0s06g06540 101 - 158 B5 VI Fator de Resposta a Citocinina 4 (CRF4)
GmERF#261 Glymal9g44580 185 AtERF#023 Atlg01250 OsERF#033 0s04g46400 027 - 084 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#262 Glymal9g45200 259 AtERF#075 At3g14230 OsERF#072 0s09g26420 041 - 098 B2 VII Subfamilia ERF B2 (RAP2.2)
GmERF#263 Glyma20g03890 257 AtERF#002 At5g19790 OsERF#004 0s12g39330 014 - 071 B6 \Y Subfamilia ERF B6 (RAP2.11)
GmERF#264 Glyma20g16910 267 AtERF#105 At5g51190 OsERF#097 0s04g46240 118-176 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF105)
GmERF#265 Glyma20g16920 209 AtERF#106 At5g07580 OsERF#097 0s04g46240 113-171 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#266 Glyma20g29410 207 AtERF#031 At4g25480 OsERF#025 0s02g45450 053-110 Al 11| Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagdao 1A (DREB1A)
GmERF#267 Glyma20g29440 190 AtERF#025 At5g52020 OsERF#020 0s02g45420 027 - 084 A4 111 Subfamilia DREB A4
GmERF#268 Glyma20g31300 087 AtERF#088 Atlgl2890 OsERF#080 0s08g07700 001 - 058 Bl VIII Subfamilia ERF B1
GmERF#269 Glyma20g33800 199 AtERF#106 At5g07580 OsERF#097 0s04g46240 108 - 166 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#270 Glyma20g33840 155 AtERF#101 At5g47220 OsERF#093 0s04g46220 068 - 126 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF2)




Tabela S14. Sumario dos Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno (ERF) de Soja (cont.)

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoécidos

Proteina de Glycine max Dominio AP2 de Soja?

Arabidopsis thaliana Oryza sativa

Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina’

Nome Genérico Locus ID R.A! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Posigao C-P C-11*
GmERF#271 Glyma20g33890 386 AtERF#062 At4g13620 OsERF#048 0s08g31580 220 -277 A6 I Subfamilia DREB A6
GmERF#272 Glyma20g34550 147 AtERF#096 At5g43410 OsERF#089 Os10g30840 018 -076 B3 IX Subfamilia ERF B3
GmERF#273 Glyma20g34560 134 AtERF#098 At3g23230 OsERF#090 0s08244960 017 - 075 B3 IX Regulador Transcricional de Resposta a Defesa 1 (TDR1)
GmERF#274 Glyma20g34570 214 AtERF#092 At3g23240 OsERF#083 0s03g64260 073 - 131 B3 IX Subfamilia ERF B3 (ERF1)
GmERF#275 Glyma20g35820 193 AtERF#064 At4g23750 OsERF#053 Os01g12440 080 - 138 B5 VI Alvo de Monopteros 3 (TMO3)

! Tamanho em residuos de aminoacidos.

2 Analise do tnico dominio AP2 (PF00847) presente na sequéncia de aminoacidos em questdo.

3 Classificagdo de acordo com Sakuma et al. (2002).

4 Classificagdo de acordo com Nakano et al. (2006).

34 Ambas as classificagdes foram determinadas pela homologia da sequéncia de aminoécidos e distancia filogenética com seus respectivos homélogos em A. thaliana e O. sativa.
5 Este parAmetro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoacidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S15. Sumaério das Proteinas RAV de Soja

Melhor Homologia da Sequéncia de Aminoacidos

Proteina de Glycine max Dominios AP2/B3 de Soja
Arabidopsis thaliana Oryza sativa Suposta Fungdo e/ou Nome(s) Completo(s) da Proteina®
Nome Genérico Locus ID RA/! Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Codigo PFAM? Posicao
PF00847 075-123 . N .
GmRAV#001 Glyma01g22260 384 AtRAV#001 At1g25560 OsRAV#003 0s01g49830 PF02362 205 313 Fator de Interagdo com DNA em Resposta a Etileno 1 (EDF1); “Tempranillo” 1 (TEM1)
PF00847 081 -129 . . » 1
GmRAV#002 Glyma02g11060 401 AtRAV2 Atlg68840 OsRAV#004 0s05g47650 PF02362 2102325 Relacionado a ABI3/VP1 2 (RAV2); “Tempranillo” 2 (TEM2)
GmRAV#003  Glymal0g34760 351 ARAVH001  Atlg25560  OsRAV#004  0s05g47650 gigggg (1)% : ;g? Fetor de Tnteragio comDINA sm Resposta il eno I (EDEL): - Tempranillor 1 (TEMI)
GmRAV#004 Glyma20g32730 362 AtRAV#001 At1g25560 OsRAV#004 0Os05g47650 gigggg (1)32 : ;(7)2 Fator de Interagdo com DNA em Resposta a Etileno 1 (EDF1); “Tempranillo” 1 (TEM1)
PF00847 001 - 050 , . \
GmRAV#005 Glyma20g39140 256 AtRAV#002 At1g50680 OsRAV#002 0s01g04800 PF02362 122233 Proteina Relacionada a ABI3/VP1 (RAV)

! Tamanho em residuos de aminoacidos.
2PF00847: Dominio AP2; PF02362: Dominio B3 de interacio com DNA.
3 Este parametro foi determinado pela homologia com a sequéncia de aminoécidos de Arabidopsis thaliana equivalente.



Tabela S16. Experimento de BBH - Biossintese de Etileno em Soja'+?

Proteina de Glycine max

Proteina de Arabidopsis thaliana

Proteina de Oryza sativa

Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmAAT#001 Glyma02g01830 — — OsAAT#002 Os10g34350
GmAAT#004 Glyma06g11640 AtAAT Atlg77670 OsAAT#001 0s09g28050
GmACD#001 Glyma05g33540 AtACDI1 Atlg48420 OsACD#001 0s02g53330
GmACO#004 Glyma04g42460 AtACO#002 Atlg77330 OsACO#003 0s05g05680
GmACO#006 Glyma06g12340 AtACO#002 Atlg77330 OsACO#003 0s05g05680
GmACO#007 Glyma07g15480 AtACO1 At2g19590 — —
GmACO#008 Glyma07g39420 — — OsACO#005 0s09g27750
GmACO#009 Glyma08g03310 — — OsACO#004 0s06g37590
GmACO#014 Glymal4g05390 AtACO4 Atl1g05010 — —
GmACS#006 Glyma05g36250 AtACS7 At4g26200 — —
GmACS#011 Glyma08g02130 AtACS6 Atdgl11280 OsACS#003 0Os04g48850
GmACS#012 Glyma08g03400 = — OsACS#004 0Os05g10780
GmACS#013 Glyma09g28000 AtACS12 At5g51690 OsACS#006 0s06203990
GmACS#014 Glyma09g39060 AtACS1 At3g61510 — —
GmACS#016 Glymal1g03070 AtACS10 At1g62960 - —
GmACS#017 Glymal1g04890 AtACS8 Atdg37770 — —
GmACS#020 Glymal7g16990 — — OsACS#002 0s03g51740
GmACT#003 Glyma08g27500 AtACT#001 At1g03940 — —
GmACT#006 Glymal2g32630 AtACT#002 At1g03495 = =
GmACT#017 Glymal8g06500 AtACT#003 At2g30200 OsACT#002 0s03g18590
GmACT#020 Glymal8g50320 AtACT#005 At5g39050 — —
GmACT#023 Glymal8g50350 — — OsACT#001 0s02g57480
GmARD#001 Glymal0g38940 - — OsARD#001 0s03g06620
GmARD#002 Glymal0g38960 AtARD4 At5g43850 OsARD#004 Os10g28360
GmARD#004 Glyma20g28860 AtARD2 At4gl14710 — —
GmASP#002 Glyma06g08670 AtASP3 At5g11520 OsASP#001 Os01g55540
GmASP#004 Glymal7g33050 AtASP5 At4g31990 OsASP#003 0s02g55420
GmDEP#001 Glyma06g36620 AtDEP1 At5g53850 — —
GmDEP#002 Glymal2g35390 — = OsDEP#001 Os11g29370
GmGGT#001 Glyma01g00850 AtGGT4 At4g29210 OsGGT#001 Os01g05810
GmGGT#003 Glymal1g35950 AtGGT1 At4g39640 OsGGT#003 0Os04g38450
GmMAT#007 Glymal3g20480 AtMATS3 At2g36880 — =
GmMAT#008 Glymal5g21890 AtMAT4 At3g17390 — —
GmMAT#009 Glymal7g04330 — — OsMAT#003 0Os05g04510
GmMAT#011 Glymal9g40810 AtMAT2 At4g01850 OsMAT#002 0s01g22010
GmMTI#001 Glyma09g08190 AtMTI1 At2g05830 OsMTI#001 Osl11g11050
GmMTI#002 Glymal5g19690 AtMTII At2g05830 — —
GmMTK#003 Glyma20g26580 AtMTK1 At1g49820 OsMTK#001 0Os04g57400
GmMTN#001 Glyma04g00770 AtMTNI1 At4g38800 — —
GmMTN#002 Glyma06g00790 — — OsMTN#001 0506202220

! Proteinas de soja relacionadas a biossintese de etileno que possuem um homologo BBH positivo com Arabidopsis thaliana e/ou Oryza

sativa.

2 BBH: Melhor “Hit” Bidirecional.

Tabela S17. Experimento de BBH - Transducdo de Sinal Mediada por Etileno em Soja'+

Proteina de Glycine max

Proteina de Arabidopsis thaliana

Proteina de Oryza sativa

Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmCPK#004 Glyma08g00840 = = OsCPK#001 Os11g07040
GmCTR#004 Glymal3g21480 AtCTR1 At5g03730 OsCTR#001 0502232610
GmEBF#005 Glymal4gl14410 AtEBF1 At2g25490 OsEBF#001 0s02g10700
GmEIN#007 Glymal3g20810 AtEIN2 At5g03280 OsEIN#006 0s07g06130
GmEIN#008 Glymal4g04550 = = OsEIN#003 0s03g20790
GmEIN#009 Glymal9g43160 AtEINS At1g54490 — —
GmEIN#010 Glyma20g12250 AtEIN3 At3g20770 OsEIN#002 0s03g20780
GmEIN#011 Glyma20g37260 — — OsEIN#005 0s03g58060
GmETO#001 Glyma01g31170 AtETO1 At3g51770 OsETO#001 0s03g18360
GmETO#002 Glyma02g16310 = — OsETO#003 Os11g37520
GmETO#010 Glymal9g34200 AtEOLI At4202680 = —
GmETR#002 Glyma03g41220 AtEIN4 At3g04580 OsETR#003 0s04g08740
GmETR#003 Glyma09g00490 = — OsETR#002 0s03g49500
GmETR#006 Glymal2g37050 AtETR1 Atlg66340 = —
GmETR#007 Glymal9g40090 AtERS1 At2g40940 = —
GmETR#010 Glyma20g34420 AtETR2 At3g23150 — =

GmMKK#001 Glyma07g00520 AtMKK4 Atlg51660 OsMKK#005 0s06g09180
GmMKK#002 Glyma07g11910 AtMKK9 Atlg73500 OsMKK#001 0s03g12390
GmMPK#001 Glyma02g15690 AtMPK6 At2g43790 OsMPK#002 0s06g06090
GmMPK#004 Glymal2g07770 AtMPK3 At3g45640 OsMPK#001 0s03g17700
GmRAN#002 Glyma04g07360 = — OsRAN#001 0s05g49890
GmRAN#003 Glyma04g07370 = — OsRAN#001 0s05g49890
GmRAN#005 Glyma06g07400 AtRAN3 At5g55190 = =

GmRAN#006 Glyma06g07410 = — OsRAN#001 0s05g49890
GmRTE#002 Glymal1g07740 AtRTHI At3g51040 OsRTE#002 0503258520
GmRTE#003 Glyma14gl 0770 AtRTE1 At2g26070 OsRTE#001 0s01 gS 1430

! Proteinas de soja relacionadas a transducdo de sinal induzida por etileno que possuem um homélogo BBH positivo com Arabidopsis
thaliana e/ou Oryza sativa.
2 BBH: Melhor “Hit” Bidirecional.



Tabela S18. Experimento de BBH - Proteinas AP2 de Soja'*?

Proteina de Glycine max

Proteina de Arabidopsis thaliana

Proteina de Oryza sativa

Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmAP2#001 Glyma01g02760 AtAP2#013 At5g10510 — —
GmAP2#002 Glyma01g39520 AtAP2#011 At4g36920 — —
GmAP2#007 Glyma03g29240 AtAP2#007 At2g41710 OsAP2#011 0s05g32270
GmAP2#008 Glyma03g33470 — — OsAP2#016 Os07g13170
GmAP2#009 Glyma04g05080 — — OsAP2#005 0s03g56050
GmAP2#013 Glyma06g05170 AtAP2#012 At4g37750 — —
GmAP2#015 Glyma07g02380 AtAP2#001 Atlgl6060 = =
GmAP2#018 Glyma08g24420 AtAP2#009 At3g54320 — —
GmAP2#028 Glymallgl5650 AtAP2#005 At2g28550 — —
GmAP2#029 Glymal2g06010 AtAP2#002 Atl1g51190 — —
GmAP2#030 Glymal2g07800 AtAP2#005 At2g28550 — —
GmAP2#031 Glymal3g00950 = — OsAP2#009 0Os04g55970
GmAP2#032 Glymal3g40470 — - OsAP2#010 0s05g03040
GmAP2#035 Glymal5g34770 — — OsAP2#019 0Os12g03290
GmAP2#036 Glymal6g00950 AtAP2#003 Atlg72570 — —
GmAP2#037 Glymal7g07010 AtAP2#015 At5g57390 OsAP2#001 Os01g67410
GmAP2#040 Glymal7g18640 — — OsAP2#008 0Os04g55560
GmAP2#043 Glymal8g47980 AtAP2#014 At5g17430 OsAP2#002 0s02g40070
GmAP2#044 Glymal8g49100 — — OsAP2#013 0s06g05340
GmAP2#046 Glymal9g36200 — — OsAP2#016 Os07g13170

! Proteinas AP2 de soja que possuem um homoélogo BBH positivo com Arabidopsis thaliana e/ou Oryza sativa.
2 BBH: Melhor “Hit” Bidirecional.

Tabela S19. Experimento de BBH - Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno de Soja'

Proteina de Glycine max

Proteina de Arabidopsis thaliana

Proteina de Oryza sativa

Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmERF#001 Glyma01g03110 AtERF#090 At1g24590 OsERF#079 0s02g38090
GmERF#005 Glyma01g41520 AtERF#100 At4g17500 — =
GmERF#006 Glyma01g42500 AtERF#033 Atlgl2610 — —
GmERF#007 Glyma01g42510 — — OsERF#020 0s02g45420
GmERF#009 Glyma01g43450 AtERF#061 Atlg64380 OsERF#052 0s05g49700
GmERF#010 Glyma01g44130 AtERF#022 Atl1g33760 OsERF#019 Os11g13840
GmERF#012 Glyma01g44230 AtERF#020 Atlg71520 - -
GmERF#016 Glyma02g04460 — — OsERF#079 0s02g38090
GmERF#020 Glyma02g08840 = = OsERF#099 0Os01g64790
GmERF#024 Glyma02g42960 AtERF#048 At2g40340 OsERF#042 0s05g27930
GmERF#025 Glyma02g43240 AtERF#052 At2g40220 OsERF#117 0s05g28350
GmERF#029 Glyma03g26310 AtERF#099 At2g44840 — —
GmERF#035 Glyma03g27050 AtERF#034 At2g44940 — —
GmERF#036 Glyma03g29530 AtERF#051 At3g57600 - —
GmERF#040 Glyma03g31940 AtERF#093 At2g31230 — —
GmERF#041 Glyma03g34970 AtERF#024 At2g36450 OsERF#018 0s10g38000
GmERF#042 Glyma03g41640 AtERF#067 At3g61630 — —
GmERF#043 Glyma03g41910 AtERF#023 Atlg01250 — —
GmERF#045 Glyma04g03070 AtERF#049 Atlg75490 = -
GmERF#048 Glyma04g06690 AtERF#003 At5g25190 — —
GmERF#049 Glyma04g07140 AtERF#004 At5g11190 — —
GmERF#050 Glyma04g08900 AtERF#041 At5g11590 OsERF#038 0s02g13710
GmERF#053 Glyma04g19650 — — OsERF#003 0s02g10760
GmERF#056 Glyma04g37890 - — OsERF#101 0s04g32620
GmERF#059 Glyma04g43040 AtERF#012 Atl1g21910 OsERF#119 0s06g10780
GmERF#060 Glyma05g03540 - — OsERF#020 0s02g45420
GmERF#063 Glyma05g05130 AtERF#102 At5g47230 OsERF#097 0s04g46240
GmERF#066 Glyma05g19050 AtERF#010 At5g67190 — =
GmERF#074 Glyma06g04490 = = OsERF#008 0s04g55520
GmERF#076 Glyma06g06780 AtERF#003 At5g25190 — =
GmERF#079 Glyma06g11010 AtERF#059 Atlg78080 OsERF#049 0s02g51670
GmERF#080 Glyma06g11700 = — OsERF#119 0s06g10780
GmERF#082 Glyma06g17180 AtERF#114 At5g61890 = =
GmERF#085 Glyma06g44430 AtERF#080 At5g44210 = —
GmERF#087 Glyma06g45680 AtERF#045 At5g05410 = —
GmERF#091 Glyma07g03500 AtERF#001 Atlgl5360 = =
GmERF#092 Glyma07g04950 AtERF#074 Atl1g53910 = =
GmERF#099 Glyma07g33510 AtERF#109 At4g34410 — =
GmERF#101 Glyma07g37990 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0s07g47330
GmERF#102 Glyma08g02460 AtERF#064 At4g23750 — —
GmERF#105 Glyma08g14600 AtERF#060 At4g39780 = —
GmERF#107 Glyma08g21650 = = OsERF#034 0Os04g46440
GmERF#109 Glyma08g23070 AtERF#084 At1g80580 = —
GmERF#113 Glyma08g43300 AtERF#082 Atlg50640 OsERF#134 0502209650
GmERF#119 Glyma09g27180 AtERF#028 At5g51990 = —
GmERF#124 Glymal0g00990 AtERF#098 At3g23230 — =
GmERF#134 Glymal0g33060 AtERF#092 At3g23240 = =




Tabela S19. Experimento de BBH - Fatores Transcricionais Responsivos a Etileno de Soja (cont.)"

Proteina de Glycine max

Proteina de Arabidopsis thaliana

Proteina de Oryza sativa

Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmERF#135 Glymal0g33070 AtERF#098 At3g23230 — =
GmERF#137 Glymal0g33700 AtERF#062 At4g13620 — —
GmERF#139 Glymal0g36300 — — OsERF#080 0s08g07700
GmERF#140 Glymal0g36760 AtERF#110 At5g50080 — —
GmERF#143 Glymal0g42130 AtERF#118 At1g68550 = —
GmERF#144 Glymal1lg01640 AtERF#021 Atlg71450 — —
GmERF#145 Glymallg01700 AtERF#020 Atlg71520 OsERF#017 0s01g66270
GmERF#150 Glymal1g03910 — — OsERF#091 0s02g43790
GmERF#159 Glymal2g33020 AtERF#053 At2g20880 OsERF#046 0s02g42580
GmERF#160 Glymal2g35550 AtERF#078 At3g15210 — —
GmERF#164 Glymal3gl17250 = — OsERF#011 0s02g54050
GmERF#177 Glymal3g30710 AtERF#091 Atdg18450 OsERF#084 0s05g49010
GmERF#180 Glymal3g31010 AtERF#081 At1g28360 — =
GmERF#184 Glymal3g39540 — — OsERF#027 Os01g73770
GmERF#190 Glymal4g06290 — - OsERF#117 0Os05g28350
GmERF#192 Glymal4g09320 AtERF#006 Atlgd6768 — —
GmERF#195 Glymal4g22970 AtERF#013 Atlg77640 OsERF#009 0s03g15660
GmERF#196 Glymal4g29040 AtERF#066 At4g27950 — —
GmERF#200 Glymal5g00660 = — OsERF#127 0s02g55380
GmERF#203 Glymal5g02900 — = OsERF#018 0s10g38000
GmERF#205 Glymal5g08370 — — OsERF#075 0Os01g58420
GmERF#210 Glymal5gl16260 AtERF#072 At3g16770 — —
GmERF#212 Glymal5gl17100 = - OsERF#128 Os04g18650
GmERF#216 Glymal6g04410 AtERF#002 At5g19790 OsERF#005 0Os07g10410
GmERF#220 Glymal6g26460 = - OsERF#082 0Os04g32790
GmERF#224 Glymal7g02710 AtERF#086 At5g18560 OsERF#078 0Os07g47330
GmERF#225 Glymal7g05240 AtERF#017 Atlgl19210 OsERF#011 0s02g54050
GmERF#234 Glymal7g18580 AtERF#008 At2g23340 — —
GmERF#243 Glymal8g20960 - — OsERF#079 0s02g38090
GmERF#249 Glymal9g03120 — = OsERF#004 0s12g39330
GmERF#253 Glymal9g32380 — = OsERF#041 0Os03g07830
GmERF#254 Glymal9g34650 AtERF#095 At3g23220 - —
GmERF#255 Glymal9g34670 = — OsERF#087 0s09g39850
GmERF#258 Glymal9g40070 AtERF#071 At2g47520 OsERF#068 Os01g21120
GmERF#259 Glymal9g43820 = - OsERF#083 0s03g64260
GmERF#264 Glyma20g16910 AtERF#105 At5g51190 — —
GmERF#265 Glyma20g16920 AtERF#106 At5g07580 - -
GmERF#266 Glyma20g29410 — = OsERF#025 0s02g45450
GmERF#267 Glyma20g29440 AtERF#025 At5g52020 — —
GmERF#273 Glyma20g34560 — — OsERF#090 0s08g44960

! Fatores transcricionais responsivos a etileno de soja que possuem um homologo BBH positivo com Arabidopsis thaliana e/ou Oryza

sativa.

2 BBH: Melhor “Hit” Bidirecional.

Tabela S20. Experimento de BBH - Proteinas RAV de Soja'~?
Proteina de Glycine max Proteina de Arabidopsis thaliana Proteina de Oryza sativa
Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID Nome Genérico Locus ID
GmRAV#001 Glyma01g22260 AtRAV#001 Atlg25560 - —
GmRAV#002 Glyma02g11060 - — OsRAV#004 0s05g47650
GmRAV#005 Glyma20g39140 AtRAV#002 Atlg50680 - —

! Proteinas RAV de soja que possuem um homélogo BBH positivo com Arabidopsis thaliana e/ou Oryza sativa.
2 BBH: Melhor “Hit” Bidirecional.



As Tabelas Suplementares S21 - S83 apresentam os motivos proteicos comuns presentes nos membros dos grupos de fatores de transcricao de soja responsiveis a etileno
(ERFs). Na nomenclatura, o numeral romano (I - X) representa o grupo ERF e o ardbico corresponde ao nimero do motivo. O grupo VI-L ndo foi representado por apresentar
apenas um membro.

Tabela S21. Motivo I-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#009 293 2.91e!? CQTEETELLF ECCSLARL SFD ELI WEVLTV
GmERF#051 297 1.94¢"° VSEPQWEGDS DNFNLQKY SYEIDWD SL
GmERF#068 295 2.11¢'7  SDSNNQWDEM ENFCLEKF SVEIDWA AI
GmERF#079 285 439¢'®  VSEAQWEGDS DNYNLQKY SYEIDWD SL
GmERF#105 295 1.64¢'7  SDSNNQWDEM ENFCLEKF SVEIDWE AI
GmERF#137 363 5.32¢'*  KSTHHETSDV ECVQLSRM SLDMDII WDELFVSNS
GmERF#146 304 2.91e!? CQSMETEELF ECGCCSLARL SFD ELI WEVLAV
GmERF#161 294 7.69¢'8  VTEPQWEDAS A FNLQKF SYEIDWD SL
GmERF#198 295 442¢%  LTFDVTEPQW E FNLQKF SYEIDWD SL
GmERF#241 289 9.06e1 FSDSCETMDN LCLDLEKY SVEIDWA ALSDS
GmERF#271 362 5.32¢'*  KSKHHETSDV ECVQLSRM SLDMDII WDELFISNS
Consenso E[GN]FNL[QE] [KR] [FY]PS[YV] [ED] IDW[DI]

Tabela S22. Motivo I-2

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#051 001 2.78e™1 MAAMMDFYSSSTEFQ LHSDPFRGEL
GmERF#068 001 2.24¢710 MCTAICGCMYSNNNIV DFLDPYSEEL
GmERF#079 001 1.92¢13 MAALMDFYSSS EFQ LHSDPFRGEL
GmERF#086 179 3.28¢%  YWSDAINLSP RCRMMMMMNRTECRQ MLRPQAQPLN
GmERF#105 001 1.92¢13 MCTAIDMYNSSNIVA DFLDPYSEEL
GmERF#137 160 8.75¢!1? SSSNIKGGEV MSATSD SY VSQFV QNQHQAGSGD
GmERF#161 001 1.04e4 MAATMNFYNETSQQV QSDPFRGELM
GmERF#198 001 1.47¢eM MAATMNFYNCTSQEQ VESDPFRGEL
GmERF#241 001 6.63¢71° MATVMDMYNTSSIMI PDFLDQCSDQ
GmERF#271 159 3.36¢!! SSSNIKGGEV MSATSD SY VSQF: QNQHQAGSGD
o o o gy (ST
Tabela S23. Motivo 1-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#009 182 2.79¢3°  FPNLKDPTKL CFCDSARLNALKSSVDAKIQAICQKVKRERAKKNAAKKL N STDPKRGQSE
GmERF#051 204 7.88¢%°  FPNLRHQGSS VCCDFCEVK L SAVDAKLQAICECLAELQKQCKTEK RK TRSKLASPPE
GmERF#068 182 5.99¢3°  FPHLRHHGAF VFCEFCDYR L SSVDSKLQAICESLAKQEEK CCSVEDVK PVIHAAELAE
GmERF#079 193 7.88¢%°  FPNLRHQGSS VCCDFCEVK L SAVDAKLQAICECLAELQKQCKTEK RK SRSKLAEKVV
GmERF#105 186 3.09¢%  FPHLRHHGAF VFCEFCDVK L SSVDSKLQAICESLAKQEEK CCSVEDVK PVIHAAELAE
GmERF#146 202 7.48¢7! FPNLKDPTKL CFCDSARLNALKSSVDAKIQAICQKVKKERAKKNATKKKL DSSGSTDPNG
GmERF#161 198 5.27¢ LARLNFPNLK CSC CEEYK MQAAVDAKLDAICANLAEMQKQCKNEKCARS GKKSKQGPNL
GmERF#198 211 1.58¢77 FARLNFPSLK GSC CEEVK V SAVDAKLDAICANLAEMQKQCKTEKCARS AKKSKQGPNQ
GmERF#241 188 2.09¢ FPHLRHHGAR AVCEFCNYK L SAVDAKLQAICQSLCTNSQKLKTQON IVL DTHKAETETS

[GV] [FGS] [GC] [DEP] [FGS] [GAE] [EDR] [YL] [KN] [PA]L[HPK]S[AS]VD[AS]K
Consenso [LI] [QD]AIC[EQA] [SGKN] [LV] [AK] [EK] [ELMQ] [QER] [KAE] [KQ] [GKP] [KCN]
[TAC] [ES] [KV] [PEGK] [ADP] [RV] [KS]

Tabela S24. Motivo [-4

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#051 019 1.57¢2 SSSTEFQLHS D FRCELMEVLE FMKS FST PSPSNSCFLS
GmERF#068 019 1.62¢% SNNNIVPDFL D YSEELMKALM FMKSDVFS ASSSSSSRES
GmERF#079 019 2.26e2? SSSPEFQLHS D FRCELMEVLE FMKS S N YFPSSPSLPN
GmERF#105 019 4.30e22 NSSNIVADFL D YSEELMKALK FMKSDYFS ASSSSSLESQ
GmERF#161 018 3.31e? YNETSQQVQS D FRCELMEVLE FMKTC SS TPSILSSDSP
GmERF#198 019 1.40e2 NGTSQEQVES D FRCELMEVLE FMKTS SS TTPSIILSSD
GmERF#241 021 3.50e!8 SSIMIPDFLD QCSDQELMKALE FMKSDSSS ITYPSFSSFS

DP[FY] [RS] [GE]ELM[EK] [VA] LEPFMK [ST] [DP] [PSY]

Consenso [SF]S




Tabela S25. Motivo I-5

[FN]GTT

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#051 086 251  QNLIGFGQGQ TSLVCLN LT SQISQIQAQIQIQN 'S NTLSFLGPKP
GmERF#068 062 2.59¢% SPLIPSNSLP SSNQIRLNQLTQDQILQIQAQI IQQQ VAQGQAHLGP
GmERF#079 070 3.78¢? QOSLIGFGQAQ TSLVGLN LT SQISQIQAQIQIQAQQ HONRSNTLSF
GmERF#105 064 2.00e28 SSNSLPTSYP SSNQIKLNQLT DQIVQIQAQI IQQQQ QHVAQTQTHL
GmERF#161 086 9.68¢2*  QQPLIGFEQQ SSLLCLN LSTSQISQIQAQAQAQONSL SLNFLGPKPV
GmERF#198 094 4.04¢?  QQSLIGFEQP SSLLCLN LS SQISQIQAQIEAQQSQ NQNPHSLNFL
GmERF#241 072 4.07¢2  YEQKVSITPN ' ASSIKLNQLT SQMFQIQARIQV R:Q FLSPKPIPMK
PO [PS][ST] [SN] [LQ] [ILV] [GK]LN[HQ]L[TS]P[SD]QISQIQAQI
[QH] [TA]Q[QON] [QS]Q
Tabela S26. Motivo I-6
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#051 115 3.99¢2°  AQIQIQNHSN TLSFLC K I MK VCM K TKLYRGVRQR
GmERF#068 093 2.12¢%0 IHIQQQHVAQ CQA LG KRV MK ACTAAKA AKLYRGVRQR
GmERF#079 104 2.15¢% QAQQHONRSN TLSFLC K I MK ACM K TKLYRGVRQR
GmERF#105 097 7.85¢% IQQQQOHVAQ TQT LG KRV MK AGCTAAK TKLYRGVRQR
GmERF#161 114 1.13¢7 QAQAQAQNSL SLNFLC: K V MK VGG AK TKLYRGVRQR
GmERF#198 127 4.66¢2° AQQSQONONPH SLNFLG K V MK V K TKLYRGVRQR
Consenso Egﬁ Ezls:g% I£§S] [FH]LGPK[PR] [VI]PMKH [AV]G [GMT]
Tabela S27. Motivo I-7
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#086 103 5.36¢7!° IVFPFAFEGS Q M F = FGCTT NLPLFRPNLH
GmERF#137 281 4.88¢"? EYAQLNFPDL K VIQANSLNGCTT AALVEAKLQA
GmERF#159 113 3.83¢!18 VFPFAFDGSQ Q MQF QFGTT NPPFPHPSLQ
GmERF#182 068 3.83¢7!® IVFPFAFDGS Q MQF QFGTT TNSPFPHPSF
GmERF#271 280 4.88¢13 EYAQLNFPDL K VIQANSLNGTT AALVEAKLQA
Consenso [QK]H[PV] [MI] [QP] [FA] [PN] [HS] [LQP]




Tabela S28. Motivo II-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#004 096 1.72¢2! LLVREGPAAL VACCDMSAASIRKKATEVCARVDAL QATLHHHYVP
GmERF#012 076 8.13¢77 NFPETLSSFS LQLRDMS RSVQKVASDICGCMDVDAR NILAGKTSTV
GmERF#046 102 5.24¢**  LLSQDDDVST QQQCNMSADSIRKKATQVCARVDAL QTALQQSSSS
GmERF#047 069 2.77¢!° NTPCNMDTTN A QSLT QEIQEVAANFANQA LL QKPQEPLEYK
GmERF#059 102 1.71e18 FPLSSSQQYI CEAVMS KSIQRVAAAAANSFIDN ANTPPSPPPA
GmERF#066 090 1.20¢"° PELLAAEGPA ASDAVMSAASIRKKATEVCARVDAL HRQDPHAPPA
GmERF#074 102 9.76e> LLSQDDDVST QQQGKMSADSIRKKATQVGCARVDAL QTALQQSSST
GmERF#075 094 3.99¢1 PCNMDTATNA  NQSLT QEIQEVAAKFANQQVDR GDMMDWTFLN
GmERF#080 099 1.21e'® FPLSSSQQYI CDAVMS KSIQRVAAAAANSFIDN ATTPPSPPPA
GmERF#118 085 2.48e" FNFPSDPPNI ACCCNMTSSQIQIAAARFANSE RN ERSDQPVESL
GmERF#145 083 6.42¢'8  NFPETLSSYS VQLRDMS RSVQKVASDVCMDVDAR NIVAGKTSTV
GmERF#151 101 1.41e"3 LLIGEGAAAL TCCCDMSAASIRKKASELLSASCCC GSGDFAVRVV
GmERF#164 082 3.34¢18 FNFPDNPPDI ACCESMT SQIQVAAAQFANAC '~ E GHSGRPEHSP
GmERF#192 119 1.21e2° DQEGSDSVQH CAACNMSADSIRRKATQVGARVDAL QTALHHHAPS
GmERF#195 079 3.04e’" SSSSQHYIIP QDTAMMS KSIQRVAAAAANNFLDN NAIAINNATT
GmERF#213 077 3.34¢"8 FNFPSDRPNI ACCRNMT SQIQIAAARFANSE RK ECSGKPVESL
GmERF#225 081 4.72¢7" FNFPDNPPDI ACCTSMT SQIQIAAAQFANAC ~E GHSGRPEHPP
GmERF#234 087 3.21¢2°  LNFPELVAAE C AADMSAASIRKKATEVCARVDAL HRQHPHALPA
GmERF#238 074 8.70e "’ LETNMVLSRD KQ Q LS QEIQEVAVKFANNDD  LEEEEWDWDT
GmERF#239 121 2.35¢7! EEGNDSVQHG AAACNMSADSIRRKATQVCARVDAL QTALHHHASS
Consenso A[GQ]G[AG] [DNS]M[ST] [PA] [ADS] [SQ]I[QR] [KR] [KVA]A

[AT] [QE] [VF] [AG] [NA] [RS]V[DP] [AD] [LN]

Tabela S29. Motivo II-2 (Motivo EAR)

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#004 149 3.96e1 GGGSGDFPVR VVDLNKM E E SSDCEWDVN
GmERF#046 149 1.20¢"? ANSSHVSSSD K DLNEY K E D
GmERF#066 130 1.38¢712 HAPPAGEFAD RVDLNKI E E NSDCDYWGGD
GmERF#074 148 1.20¢"? SISSSHVSYE K DLNEY K E D
GmERF#151 134 3.96e13 GGGSGDFAVR VVDLNKM E E SSDCEWNVN
GmERF#192 160 1.50e12 HAPSTNSLNL K DLNEF KLE ELQD
GmERF#234 127 4.40e"? HALPAGEFAD RVDLNKM E E NSDCDYWDRD
GmERF#239 160 1.50e? HHHASSTNSL K DLNEF KLE SLQD

Consenso [KRV] [PV]DLN [EK] [MFY]P[EK] [PL]E




Tabela S30. Motivo III-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#002 136 4.96¢2° FLNFPNLAQD L R TTTS KDIQAAAAKAAT TTFFDDEIVN
GmERF#003 125 2.55¢%0 ILNFPELAAS L R ASNS RDVQAAAAKAAS MEAPPRTPPS
GmERF#006 125 4.26e13 CLNFADSRWR LTV ATTNAEEIRRAACEAAE AFAVADGDDV
GmERF#007 076 5.36e"? VLNLPHSVSK YOM LTNS ADIRSAASAAAA MIKAETETEA
GmERF#010 090 1.03¢!4 RLNFPELVET L R TSSK EDVQVAAQQAAV MFRISPTMSP
GmERF#011 065 2.41e" RLNFPELAST L R VSNNAD IRMAA QAAL RLRTNPAAPD
GmERF#035 177 1.27¢’" YLNFPELAQE L R ASTS KDIQAAASKAAN TAFEVVKHCQ
GmERF#041 085 3.31e" ELNFPNSASS L V TSSAARDIQMAAASAAA AVGAANDALE
GmERF#043 089 1.86¢716 QLNFPDDVDS L L SSRTARDIQTAAAQAAR MMKASGNDEK
GmERF#050 091 1.06e2° ILNFPHLANS L R ASLA RDVQAAAAKAA MDPSSLSSLV
GmERF#060 077 2.65¢’1° VLNFPDSVGG ¥ V ASKS ADIRTAAIAAAE LMKPEASHNN
GmERF#061 084 1.03¢ CLNFADSAWR L L ASTNAKEIRRVAAAAAV AIAAEDSCGE
GmERF#062 121 3.96e2 YLNFPELADE L R ASTS KDIQAAAAKAAA LDFGHRSHDA
GmERF#071 085 1.48¢"° ILNFPELASS L R DSNS RDVQAAAAKAAA MESSSWSSLA
GmERF#078 097 1.06e2° ILNFPHFANS L R ASLA RDVQAAAAKAA MDPSSLSSLV
GmERF#088 097 3.07¢!? ILNFPEIADL L R VTCS RDIQTAATAAAS MVKFDPVTQS
GmERF#093 101 1.61¢"8 LNFPDEVHRL L SSCTARDIQAAAAKAA MMMVQAASAD
GmERF#097 156 4.15¢2! YLNFPELAQE L R VSTS KDIQAAAAKAAN TAFEEVRHCQ
GmERF#103 109 1.48¢e" ILNFPELAAS L R DSNS RDVQAAAAKAAA MEVNDVPTTP
GmERF#107 139 1.24¢7!8 ILNFPEIADL L R VTCA RDIQAAATAAAS MVKFDPVTQS
GmERF#119 127 6.45¢!18 CLNFADSAWR L V ATAEAKDIQKAAAEAAQ AFRPDQTLKN
GmERF#120 116 2.55¢2° ILNFPELAAT L R ASNS RDVQAAAAKAAS MEAPPRTPPS
GmERF#121 078 1.86¢7!° TLNFPDLVHS L R LSSSRRDIQSAAAEAAL HSPPPKEEQE
GmERF#130 063 1.48¢" GLNFPDSASS L V ASLSARDIQVAAAAAAA AAGAANDAMR
GmERF#141 106 4.66¢1° PVNFPNSILS ¥ I ASLSSTDIRAAAAAAAQ ARIVRAPQES
GmERF#142 099 5.71e13 CLNFADSASR L V ATAEARDIQKAAAEAAE AFRPGKDDGA
GmERF#144 065 3.19¢’1° RLNFPELAST L R VSNNAD IRMAA EAAL RLRTNPAAPN
GmERF#148 093 3.58¢2° FLNFPELASH L R LTTS KDIQAAAAKAAA LNFEAQVEAQ
GmERF#153 115 1.08¢1° NFNFPDSVSL L LAKSRSAVDIREAAKATTT AEAFIPNTVF
GmERF#156 126 1.69¢10 LNFPNSVSLL IANSLSSRKDIRAAAVEAAE SLRPISNSHH
GmERF#157 078 3.96¢e12 LFNFPDSVSL L VAKSSSAADVRVAASKVST IFCPSYSSVT
GmERF#172 063 1.48¢" GLNFPDSASS L V ASLSARDIQVAAAAAAA AAGAAKDSMR
GmERF#173 081 3.56¢71° NFPHAATSLP RLNSRTCSVRAIQFAATQAAE KHFSCAESQQ
GmERF#184 090 7.49¢12 VEFNFPDSVSL L VANSSSAADIRLAASKVSS VFGPSSSSSS
GmERF#185 108 5.01¢! VLNFPNIVNM L R VTCA RDIQAAAAEAAA MVEFDRESSE
GmERF#194 112 2.15¢%0 ILNFPELAAS L R VSLA RDVQAAAAKAA MDLPSTSSSI
GmERF#202 111 5.01¢! ILNFPNIVNM L R VTCA RDIQAAAAEAAA MVEFDREGSE
GmERF#203 085 5.05¢!8 ELNFPNSASS L V ASSAARDIQMAAASAAA AVGAANDALE
GmERF#215 101 2.00e1 LNFPDEVHRL LL SACTARDIQAAAAKAA MMIVQAASVT
GmERF#223 127 4.46¢!8 CLNFADSTWR L I ATANAKDIQKAAAEAAE AFRPSQTLEN
GmERF#228 074 1.50e1 VLNFPDSVGR ¥ V ASNS SDIRFAAIAAAE LMKPEANNNN
GmERF#229 090 1.03¢4 CLNFADSAWR L L ASTNAKEIRRVAAAAAV AIAAEDSRGK
GmERF#230 124 6.84e%° YLNFPELAAK L R ASTS KDIQAAAAKASA LDFGHQSHEA
GmERF#235 076 1.41¢'® ILNFPELAAL L R VSLASRDVQAAAAKAA MDLPSSSSSI
GmERF#257 085 1.68¢!° ELNFPNSASS L I ASSAA DIQMAAALAAT AVGAANDALE
GmERF#261 090 6.45¢!18 HLNFPDEVDS L L SSRSARDIQAAAAQAAR MMKASGNDEK
GmERF#266 116 5.71e1® CLNFADSASR L V ATAEARDIQKAAAEAAE AFRPGKDDDA
GmERF#267 090 3.70e’" PLNFPNSILS ¥ I ASLSATDIRAAAAAAAQ ARIVRAPQEC
Consenso LP[RV]PA[ST]x[SA] [AP] [RK]D[IV] [QR]AAAA[KAE]A

AA




Tabela S31. Motivo I11I-2 (Motivo LWSY)

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#002 248 4.25¢1° SYSSCWHLCA VDSCFRLEEQFLWEN F

GmERF#006 210 1.04¢10 PCARDGRDWN DVDIFDDDEISLWNF SI

GmERF#007 168 1.30e SPPRMSPPPS DNSLEKQNCETLWSY F

GmERF#011 156 1.56e¢%  MFASNGYSFE DNEWE MQNDSLWD

GmERF#035 272 2.22¢% CSFSSWHLCA VDSGFRLEESFFWEN Y

GmERF#041 171 1.03¢1? SPPRFDNFAA TDYEYMDED NLWCF PNY

GmERF#050 174 1.02¢% AWMYQPPFGF DTEQDTCFECLMWN

GmERF#060 142 4.07¢% LSPPRMSPPS DDSTQSYVCETLWNF

GmERF#061 195 5.99¢12 FVTYVNVRDV WNFVEDDAEVSLWSF TI

GmERF#062 215 1.56e% SAWLVAGAEH IELCFRLED FLWES Y

GmERF#078 180 1.02¢% AWMYQPPFGF DTEQDTCFECLMWN

GmERF#103 228 9.15¢'  EGYFIGDSET ESMILCCFEGSLWQ

GmERF#119 218 1.33¢710 THCLGYEYED ADLDAQDAEVSLWNF SI

GmERF#141 189 5.93¢'  SPLRITSYSS DDS CNSDCDNLWSY TL

GmERF#142 169 2.50e!! HCFGSDEYGS ADVEFDDAEVRLWSY SI

GmERF#144 155 3.14e’% MMFANGYSFE DNEWEDM NDSLWD

GmERF#153 202 4.64e% TPPSMKRAMD WDDIGCVIDLTLWTN

GmERF#156 225 1.86e7%8 FPLLPSMDYY WDD AYCTDFNLWTD

GmERF#184 179 2.57¢% TPPSMKRAFD WDEVDCETDLTLWTD

GmERF#185 188 1.19¢°8 PPPMTVGSIC DMMMLCE ECCLFQF GTDHQTCSV

GmERF#194 230 8.99¢% GSDADEFVVP ESCVVTSFESFLWD

GmERF#202 191 1.19¢% PPPMAVGSIG DMMMLCE ECCLFQF ATDHQKTCSV

GmERF#203 171 1.03¢7'? SPPRFDNFAA TDYEYMDED NLWGF PNY

GmERF#223 215 2.70e1° THCIGYEYED ADLDAQDAEVSLWSF SI

GmERF#229 154 5.99¢12 KLQCQMHRDV WNFVEDDAEVSLWSF TV

GmERF#230 217 7.46¢% SAWLVAGAEH IELCFRLEE FLWES Y

GmERF#235 195 2.10e” GSDANEFAVP ESRVVTNFECFLWD

GmERF#257 171 1.03¢7!? SPPRFDNFAA TDYEYMDED NLWCF PNY

GmERF#266 191 2.0le’>  HCFGSDEYGS ADVEFDDAEVSLWSY SI

GmERF#267 174 5.93¢10 SPLRITSYSS DDS CNSDCDNLWSY TL

Consenso DDSxFDD [EA] [ED]V[SFN]LWS[FY]
Tabela S32. Motivo I11-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#002 215 1.05¢1° SSTQESSSSH STADEETLFDL DLF DCNSCLFSYSSCW HLCAVDSGFR
GmERF#006 173 1.47¢'*  VMATNDDEVQ E LQQEEVQDL DLLLSIANE LMS  C ARDGRDWNDV
GmERF#007 134 4.64¢28 YTASTSWFET DFIDEEVIFCM SLLVDMACCMLLS RM SPPPSDNSLE
GmERF#035 240 1.49¢'®  DNTQEPSSSH STNDDDTLFDL DLF DCNNCLCSFSSW LCAVDSGFRL
GmERF#041 137 3.08¢33 TEEFSGGNLN ' FVDEDLIFDM NILVNMAECMLLS RF DNFAATDYEY
GmERF#060 109 6.20¢2*  MKPEASHNNN NFMDEEAIFSM SLLVDMACCMLLS RM SPPSDDSTQS
GmERF#061 158 2.48e3 LRVFCDLDEI TMADA VFEDMREWLQSMADE LRS TFV TYVNVRDVWN
GmERF#097 218 2.90¢™!7 DNPQEPSSSH STIDDDTLFDL DLF DCNNCLCSFSSSW HLCAVDSGFR
GmERF#119 185 1.62¢7 TTTATAQGVF YMEEEEQVLDM ELLRNMVLMS T CLCY EYEDADLDAQ
GmERF#130 114 2.09¢3°  AQENQTGMSN QFVDEDLIFDM NVLVNMAQCMLLS F DIGLEPNSPE
GmERF#141 155 2.53¢2 GGQGLSERRE EYIDEDELLNM NLLDEMARCMQVS LRI TSYSSDDSPG
GmERF#153 168 7.22¢?7  NIGMHDDGSE MFFDEEAVYNM CLLDSMAECLLIT SM KRAMDWDDIG
GmERF#156 191 9.08¢™" TKNNLDLSST MFFDEEALFNT CLLDRMAESLDIF LL SMDYYWDDHA
GmERF#157 142 9.80e26 TENNVDEAKS VFFDEEAFYNM LLLDSMAECLLIT SM KRVEFDWDQVD
GmERF#172 114 2.09¢730 GQENPTGMGN QFVDEDLIFDM NVLVNMAQCMLLS  F DIGLEPNSPE
GmERF#173 145 1.68¢e! FSSKEGGSER FFWDEEEVFNM ELLNSMAEALIIT AL ERGFNWVGGE
GmERF#184 145 1.11e%? TENNVDEVKT VFFDEEAFYNM VFLDSMAEALLIT SM KRAFDWDEVD
GmERF#203 137 3.08¢? TEEFSGGNLN FVDEDLIFDM NILVNMAECMLLS RF DNFAATDYEY
GmERF#223 182 2.90¢!7 TITEQKRGMF YTEEEEQVLDM ELLRNMVLMS T CICY EYEDADLDAQ
GmERF#228 130 1.91¢728 SNDVLPSFET EFMDEEAIFSM SLLVDMACCMLLS RM SPPSDNE
GmERF#257 137 3.08¢ 3  AEEFSGGNLN ' FVDEDLIFDM NILVNMAECMLLS RF DNFAATDYEY
GmERF#267 140 2.08¢2* GGQGMSERRE EYIDEDELLNM NLLDDMARCMQVS LRI TSYSSDDSPG
Consenso xFVDE [ED] [AL] [ILV]F[DN]MPNLL[VD] [DNS]MAEG[ML]L[LI]SP

PR [MF]




Tabela S33. Motivo I11-4

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#002 018 3.46¢!®  NLFGTFSSST TSITASSSSS TSSTTTSSNS CTKHDSKISP
GmERF#003 024 2.62¢'2  DSTRNTNTNT S SSSSSLS S S SSSSSK KRARDNNNSR
GmERF#035 043 1.79¢13 FATSTPSIFF DTNTSSTSSSSSSSSSSSSTS PTSNKDSCTK
GmERF#062 014 1.01e'®  EESNPLDNEV Q TTSSSSFTITT STSSSSS IEEATNTTKE
GmERF#088 04 2.76e MTQ QTTTSSSS SC RAQAQKQSK RPRDCSKHPV
GmERF#097 033 7.55¢'2  TTPSIFFDTN TSSTSSSSTS TSNSESCTKE HSKTPQNDST
GmERF#103 138 8.05¢'2  AAMEVNDVPT T SSSSSSASLSLSQSSSWSS LAVSSSSGDG
GmERF#107 027 1.06e4 FTHLQITMTQ QATTSSETTTSSSSSSSSSSS TFSPSQHSGP
GmERF#120 012 2.62¢'?  VEPPAAAATS ESDTTCNTNT S SSSSSSSS SKKRARDNNN
GmERF#141 020 1.52¢12 PPPPIQVPDN LAISSSSS T TTSS S T S GGFRYRGTRC
GmERF#153 013 1.54e8 FEIINESPDS TSLSS SSLS CT NSN LS DSPNPQPSRK
GmERF#157 099 455¢’'"  VRVAASKVST IFC SYSSVTLSSSS SNSRV KAKPCLIDDF
GmERF#185 001 1.42¢12 MTETARC ET SSSTSNSSTS KPLKTETPKQ
GmERF#194 138 9.37¢'3  AKAAHMDLPS TSSSISSSLV TTQSASSSSS SLSSLTSADL
GmERF#202 001 2.23e13 MTETTRC ET SSSTSTSNSS TSKPPKRNKT
GmERF#223 005 1.26e% MYTL N SSYLY VS ELSSSLDSSS PASEGSRGVA
GmERF#230 014 1.01e'®  EESNPLDNEV Q TTSSSSFTITT STSSSSS IEEATNTTTK
GmERF#235 105 1.21e10 AHMDLPSSSS SISLSLGSTT SSSSSSLSSL ASTADLLLLS
GmERF#267 004 1.52¢712 PDN LAISSSSS T TTSS S T S GGVRYRGTRY
Consenso [TQ] [ST] [ST] [TS]SSSSx[TS]P[ST] [ST]SSSSSSSS
Tabela S34. Motivo I11I-5
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#003 149 5.05¢'®  AAAKAASMEA RT S AAT EDDLCEIVEL LCTSF DSPDRSSEFV
GmERF#043 119 7.05¢22 RMMKASGNDE KSCIASDDCDSCGCDDFWCEIEL ELMDCE CCWGCPAGAS
GmERF#050 118 2.05¢2! KAAHMDPSSL SSLVSAMDLSSASDELSQIIEL SLESTD DGSVDLKKEF
GmERF#071 115 4.18¢'®  AMESSSWSSL AVSSSSCED ST EELCEIVEL TILRFW ETGN
GmERF#078 124 2.05¢! KAAHMDPSSL SSLVSAMDLSSASDELSQIIEL SLESTD DGSVVLEKEF
GmERF#088 123 1.94¢23 TAAASMVKFD VTQSSDSET ESSELSEIVEL NIEDSS VDSTPEFVLV
GmERF#093 136 3.41e?! QAASADSPEK SSSITSDCDCSCCDDFWCEIEL ELLNCK WWASDRHVTP
GmERF#103 160 3.41¢e?! LSQSSSWSSL AVSSSSGDC ST EELGCEIVEL SLGTSF EIPDPSGELV
GmERF#107 165 1.94¢23 TAAASMVKFD VTQSSDSET ESSELSEIVEL NIEDSS FDSVDSRPEF
GmERF#120 141 8.55¢18 AAKAASMEAP RT S AST AEDDLCEIVEL LCTTT STTWFQCKSQ
GmERF#185 129 6.43¢2° IQAAAAEAAA MVEFDRESSEAESTELSEIVEL NIEESF DSVESRSEFA
GmERF#194 161 1.87¢" QSASSSSSSL SSLTSADLL TASEELSEIIKL RLETTS YELGNEFVFM
GmERF#202 132 2.63¢?° IQAAAAEAAA MVEFDRECSEAESSELSEIVEL NIEESF ESVESRSEFT
GmERF#215 139 8.45¢1? SVTADSPEKS SSITSDCGD DDFWCEIEL ELLNAK WWASDHDVTP
GmERF#235 126 2.55¢"  SSSSSSLSSL ASTADLLLLSTASEELSEIIEL RLETTS YELGNEFVFM
GmERF#261 120 6.14e2 RMMKASGNDE KSCIASDDCDSCCDDFWCEIEL ELMDCE CCWGCPAGAS
Consenso [SP] [SV]TxSSDDLxS [AE] S [DE] [ED] [LF] [SGW] [EG] [IE] [IV]E

LP[EN] [LI]E[TD] [ST] [FS]

Tabela S35. Motivo I11-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#006 048 4.85¢12 EVILASARPK KRACRRVFKET RHPVYRGVRR
GmERF#061 006 2.03¢7!? SARPK KRACRRIFKET RHPVYRGVRR
GmERF#119 050 1.98¢ !4 EVRLAVRHPK KRAGCRKKFRET RHPVYRGVRR
GmERF#142 022 1.98¢14 DYFLAASNPK KRACRKKFRET RHPVYRGVRR
GmERF#153 038 4.42¢'°  NSNPLSDSPN Q SRKKFRET RHPVYRGVRQ
GmERF#156 049 1.11e"? PSLSQLVSHK RKGCCRKKFKET RHPIYRGVRQ
GmERF#157 001 1.89¢13 RKACRKKFRET RHPVYRGVRQ
GmERF#173 002 1.98¢ 13 K RRACRKKF ET RHPVYKGVRQ
GmERF#184 013 1.89¢13 KKVVVLIPHK RKACRKKFRET RHPVYRGVRQ
GmERF#223 050 1.98¢ !4 EVRLAVRHPK KRAGCRKKFRET RHPVYRGVRR
GmERF#229 012 2.03¢'?  VNTLASAHPK KRAGCRRIFKET RHPVYRGVRR
GmERF#266 039 1.98¢14 DFFLAASNPK KRACRKKFRET RHPVYRGVRR
Consenso [KR] [RK]AGR[KR]KF[RK]ET




Tabela S36. Motivo II1-7

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#003 180 2.09¢'  LPPLGTSFDS DRSSEFVFLDMDDCW ¥S —~ WATALMMVGT
GmERF#050 150 2.25¢% PSLESTDDGS VDLKKEFVFVDSLDAWMYQ  FGFDTEQDTG
GmERF#078 156 1.05¢ % PSLESTDDGS VVLEKEFVFVDSLDAWMYQ  FGFDTEQDTG
GmERF#088 152 1.86e2  VELPNIEDSS VDST EFVLVDVVDSWVF M GMEFYWFRDR
GmERF#107 197 3.62¢2! PNIEDSSFDS VDSR EFVLVDVVDGCWVF M GMGSEGIEIC
GmERF#185 160 7.87¢2! LPNIEESFDS VESRSEFALIDSVDSWV MTVGSICDMM
GmERF#194 190 6.05¢% IKLPRLETTS YELCNEFVEMDSQDAWMYQ  IPWLHTTYDG
GmERF#202 163 5.07¢%! LPNIEESFES VESRSEFTLIDSVDSWV MAVGSIGDMM
GmERF#235 155 2.79¢% IELPRLETTS YELCNEFVEMDSQDTWMYQ  IPWLHTTYDG
Consenso [VY] [DE] [LS] [RG] [SKNP]EFV[FL] [VIM]D[SV] [VLQ]

D[ASG]W[MV] [YF] [PQ] P[PM]




Tabela S37. Motivo IV-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#024 028 8.58¢*  RKSRSRGDGS KSVAETIAKWKEYNE LYVSCKDDSRTTRKA AKCSKKCCMK GKGGPQNSQC
GmERF#087 015 5.04¢46 VKNHNKGDGS KSLADTLAKWKEYNAWLESNNEAEK ARKV AKC:SKKGCMK GKGGPENSRC
GmERF#154 015 3.81e*”  VKNHNKGDGS KSLADTLAKWKEYNAWLESNNEAEK VRKV AKCSKKCCMK GKGGPENLRC
GmERF#158 013 1.32¢%®  AKTHNKGDGS KSLAKILAKWKEYNAQIDSSSDADK VRKV AKGCSKKCCMK GKGGPENSRC
GmERF#183 013 2.59¢%¢  AKAHNKGDGS KSLAKILAKWKEYNAQIDSSSDADK IRKV AKCSKKCCMK GKGGPENSRC
GmERF#189 028 1.01e*! RKSRSRGYGT CSVAETIAKWKEYNE LYSCKDDSRTTRKA AKCSKKCCMK GKGGPQNSQC
Consexso KS[LV]A[DEK] [TI] [LI]AKWKEYN[AE] [HQW] [LI] [DEY]S[GNS] [KNS] [DE] [AD]
[DES] [KR] [PT] [TV]RK[VA] PAKGSKKGCMK
Tabela S38. Motivo IV-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#022 121 6.84¢2* ISMFPSRGGL LNLNAQ SV VI QKLQELKQ NGVVDLENFD
GmERF#025 141 2.26e" PFNSAPATTN ' NINTVQV RC EEVV QVPHSESDLG
GmERF#036 121 4.72¢7%6 FISMFPSCGL LNVNAQ SV LI QRLQELKR NSVVSQSPPN
GmERF#131 095 7.57¢2° ISMFPSSGGL LNLNAQ SV VI QRLQELKQ NGVVATSQNQ
GmERF#190 150 6.32¢'°  SPPVLCPNDN ' NNNIVQV RC EELV QVQVAHTLST
GmERF#253 119 4.72¢2° FISMFPSCGL LNVNAQ SV LI QRLQELKR NSVVSQSSSS
[LH]N[LV]NA[QV] [PQ] [SV] [VH]H[LPV] [IH]HQR[LC
Consenso [QP]E[LE]K[égV}[ Q] [SV] [VH]H[LPV] [IH]HQR[LC]
Tabela S39. Motivo IV-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#022 162 2.37¢34 IQNHAEILPP LQECNSRVSSQKTIVCDFEEK QIDLLEFLQOMCILKEEREEEKTNSSCSSTTVSEA ASRDESSEQA
GmERF#036 170 3.37¢°! TQTVGSKKDG EN KDDQMLSEEVLCDLQEK QIDL EFLQOMCILKEERESERTDSSCSSSTM EA LLRDDNDHHL
GmERF#131 159 473¢3  QNHAETLVPP LQECNSQVSSQKTIICCDFEK QIDLLEFLQOMCILKEEREEEKTDSSCSSTTVSEA VSRDDQSEQQ
GmERF#197 147 7.49¢%  NVDSKNHGED EN KDVQTSLEEVLCDLQEK QIDL EFLQOMCILKEERQSKRTDSSCSSTVCEAV LTDDCDNLGV
GmERF#253 170 432¢%  NVDSKNHGED EN KDVQTSSEEVLCDLQEK QIDL EFLQOMCILKEERQSERTDSSCSSTVREAV LTDDCDHLGV
Consenso [EL] [NQ] [PE] [PG] [KN] [DS] [VDQR] [QV] [STM] [SL] [QSL] [EK] [ET] [VI] [LIV]G[DG] [LDF] [QEF]
EKPQIDL [HL] EFLQQMGILKEER[EQ] [SE] [EK] [RK] T [DN]SSGSS[TS] [TV] [VCMR] [ESP] [EA] [AV]
Tabela S40. Motivo V-4
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#022 256 7.35¢% HEHDHGVADS FYRASEEIQFEAYDINEDLTFS SIWN
GmERF#036 257 2.33¢3®  EALIDMHGIA CIQESEVTQLEAYD NDDLTFSTSIWNF
GmERF#197 232 5.10e°  EALIEMDGLA CIQESEVTQLEAVE NDDLTFSTSIWNF
GmERF#253 255 5.10¢?®  EALIEMHGLA CIQESEVTQLEAVE NDDLTFSTSIWNF
Consenso [GF] [IY] [QR] [EA]SE[VE] [TI]Q[LF]EAY[DE]
[PI]N[DE]DLTFS[TP]SIWN[FY]
Tabela S41. Motivo IV-5
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#022 099 431e* IFTNSTATKS KYFKWF SKNFISMF SRGG LLNLNAQPSV
GmERF#036 100 5.37¢2 PRSTSTTITS SCKFKWF SKNFISMF SCCL LNVNAQPSVH
GmERF#197 087 537¢2%  LQPMSTSTIM SCKFKWF SKNFISMF SCCL LNRLQELKRN
GmERF#253 098 5.37¢2®  LQPRSTSTIT SCKFKWF SKNFISMF SCCL LNVNAQPSVH
Consenso [SH] [GK] [KY] FKWFPSKNFISMFPS [CR]G[LG]
Tabela S42. Motivo IV-6
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#045 161 7.35¢%  NEVEFRPSWA TMNECL VFDDSIWAEAAMSLDF ~IAAETAIY ASGNNLADVG
GmERF#073 196 2.46¢3°  NDGDFRPSWG TMNECL VFDDSIWAEAAMSLDF QIAAETAIY SSGNNLADVG
GmERF#191 221 4.49¢3¢  DNMFRSFWGP TMDDTM VFDQSIWTEAAMSLDL IIADNGCFY(: RGVGGNKGGG
GmERF#240 185 5.03¢32  DDMFRPFWGP TMDDTM VSDESIWTEAAMSLDY IV FC NNRKFFFGEA
Consenso TM[DN] [DE] [GT] [LM] PV[FS]D[DEQ] SIW[AT] EAAMSLD [FLY] P [IHQ]

[IV] [AG] [ADG] [EGN] [GT] [AFG] [IFY] [GY]




Tabela S43. Motivo IV-7

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#087 159 7.43e40 PAASQSGHAL MILESSECMIL NNSCCDAAEDDDMEDLSLSLSVKRVK E EGEDESGTSS

GmERF#154 159 5.17¢*° PSAKESGSAL VILERSECMMLWNNSGGDAAEDDCGMEDLSLSLSVK EECE DESGTSSSYL

GmERF#158 146 2.11e* SPVANHCGSS MAVSANESMIS SNSCVCAEDDVDME ISLSLTVK ENCE GESGISSSPP

GmERF#183 146 1.32¢4 SPSANHCGSS MAVSANESMIS SNSCVDAEEDVDME ISLSLSVK ENCE GESGISSSPP
Consenso [MV] [AI] [LV] [ES] [ARS] [NS]E[CS]M[IM] [LS] [PW] [NSINSG[GV] [DG]A[AE]

[ED]D[DV] [DG]ME [DP] [IL]SLSL[ST]VK[HR] [EV] [NEK] [GH]E

Tabela S44. Motivo IV-8

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#045 008 4.97¢% MLKSGIG IEERKQLKK AQASSRK:CMR GKGGPENASC

GmERF#073 008 7.98¢27 MLKSGMG IEERKQVKK AQASSRK:CMR GKGGPENASC

GmERF#191 003 4.83¢% MG IQERKKVKK AQASSRKC:CMR GKGGPENAKC

GmERF#240 003 4.83¢% MG IQERKKVKK AQASSRKC:CMR GKGGPENATC
Consenso I[EQ]ERKI[KQ] [VL] KKPAQASSRKGCMR




Tabela S45. Motivo V-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#048 165 8.16e"°  VENAQQFKPL EED IEQMIEELL Y GSIELCSVIP
GmERF#049 158 1.10e'6 VEVEVEEEEE EDRVALOMIEELLNW N
GmERF#053 192 1.50e1 QELLRTEMDE EERIALQMIEELLSR NCPTSPSFNN
GmERF#076 166 8.16e"°  VENAQQFKPL EED IEQMIEELL Y GSIELCSVIP
GmERF#077 170 1.10e7!6 GATENNEVEE EDRVALOMIEELLNW N
GmERF#089 169 8.16e"°  VSNQQFQPVL EDD IEQMIQELLDY GSIELCPVSS
GmERF#091 174 6.54¢71° KPEESTGLDE EQKMALOMIEELLNR N
GmERF#108 185 6.54¢71 PEEESTGLDE EQKMALOMIEELLNR N
GmERF#110 170 8.16e"°  VSHQQFQPVL EDD IEQMIQELLDY GSIELCSVGL
GmERF#174 198 2.15¢716 QEVVRGEIDE EERIALQMIEELLND RNCPSPSFDN
GmERF#186 154 7.55¢"7  AQQQOQFQPVL QDD IEQMIQELLDY GSMELSFVDS
GmERF#193 171 2.31e!®  ENVPLQFKPL EED IEQMIEELLDY GSIELCSVIP
GmERF#200 169 7.55¢7 EQQQQFQPVL QDD IEQMIQELLDY GSMEISFVHS
GmERF#201 161 3.78¢'®  KVESKNGLDE EQKIALQOMIEELLNR N
GmERF#226 200 2.15¢716 QEVVRGEIDE EERIALQMIEELLND RNCPSPSFNN
GmERF#236 177 5.18¢!¢ VGHGDGYGDE EDRIAMOMIDELLNW NHPCGSSN
GmERF#237 120 2.31e!®  ENVPLQFKPL EED IEQMIEELLDY GSIELCSVIS
Consenso E[DE] [DR] [HI] [AI] [EL]QMI[EQ]ELL[ND] [YR]
Tabela S46. Motivo V-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#019 248 1.21e'®  VSESGSHQNN SWCFE SFSQL DFERIKVERQISASLY AINGVQEYMD
GmERF#048 067 4.82¢28 TRARTNFPYN NASQSSSSKLLSATLTAKL RCYMASLQ MTRPSSQAEP
GmERF#076 067 4.82¢28 TRARTNFPYN NASQSSSSKLLSATLTAKL RCYMASLQ MTRPSSQPET
GmERF#089 067 8.45¢% PKARTNFPYN NE ' SSSSKLLSATLTAKL KC MASLS LQMAKQKPPQ
GmERF#110 067 8.45¢%° SKARTNFPYN NE ' SSSSKLLSATLTAKL KC MASLS LQMAKQKPPQ
GmERF#162 230 2.70e% EMEEEPVEPE NENYCDE SMLRAVMKRMTVYERKFSASLY AFNGIPECLK
GmERF#186 067 2.14e?7 PKARTNFPYN NE LSSSSKLLSATLTAKL KC MASLS LOMSKQKQSQ
GmERF#193 069 2.46¢2 ARTNFPFNPN V = SSSSSSKLLSATLTAKL SCYMASLQ ITRQALECES
GmERF#200 083 1.77¢28 PKARTNFPYN NE QSSSSKLLSATLTAKL KC MASLS LQOMSKQKQSQ
GmERF#216 215 2.47¢®  AQILDIPKID DCLLTNAADLELSEFERMKVERQISASLY AINGVQEYME
GmERF#221 253 3.13¢%! FIGSESGSQN N SWCFE SSFL DFERMKVERQISASLY AINGVQEYMD
GmERF#247 183 1.05¢% IAEDIEEQLE ENVYCDE SMLREVMKRMKYERKFSASLY AFNGIPECLK
GmERF#249 190 5.69¢% EMEEEPVEPE NENVDDE SMLRAVMKRMT/YERKFSASLY AFNGIPECLK
GmERF#252 195 8.02¢2° MAQIFDIPKI DDCLTNAADLDLSEFERMKVERQISASLY AINGVQEYME
GmERF#263 200 5.93¢" AEEMVGSIEE EEKYRVDDS LCGCRESFRMKYERKFSACLY TLIGVSECLS
[PN] [NE] [EN] [PYS] [GQ] [SD] [SE] [SP]S[KM]L[LR] S [AEV]
Consenso [TFM] [LEK] [RT] [AM]K[LVY] [EH] [RK] [CKQ] [FHIY] [SM]AS
L[YSQ]
Tabela S47. Motivo V-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#019 091 1.88¢7! GSNTRTNFIT RVSLDS LASRIQNLVNNRKCTKTKQ EQYVVETCDT
GmERF#067 066 2.89¢!7 TRTNFSTQGC CVATNS ISLKLRNLLDRKAMSNQSQ SADTSASPNV
GmERF#104 070 9.03¢"!7 TRTNFSTHKY CIATNS ISLKLRNLLDRKAMSNQOSQ IQIQRQSSST
GmERF#162 078 4.28e% NTRTNFWPCS QSSTS ALSSKITNLLLQRLKERNNN NTCSSSSSSS
GmERF#216 083 6.03¢% GSNTRTNFIT VSLDS LASRIRNLLNNRKCVKKQE DTNANANNAP
GmERF#221 093 6.66¢72! GSNTRTNFIT RVSLDS LASRIQNLLNSRNCTKTK QEQDVETCHT
GmERF#247 083 6.77¢2 NTRTNFWPSS QSSST AL SKITNLLLQRLKARNNN NNNNPCSLSS
GmERF#249 078 4.28¢? NTRTNFWPCS QSSTS ALSSKITNLLLORLKERNNN NNNNACSSSS
GmERF#250 078 4.28e% NMRTNFWPCS QSSTS ALSSKITNLLLQRLKERNNN NNNACSSSSS
GmERF#252 084 7.60e2 GSNTRTNFIT VSLDS LASRIRNLLNNRKGCIKKEE DANANANNAP
GmERF#263 076 9.73¢710 TRTNFFSSQS S NSV AL LKIAKLLLLRLKARNMA SSCVICYSSS
Consenso Q[VS]1S[TL] [DS] [SP] [PA]L[SA] [SL] [KR] I [RT]NLL[LN]

[QN]R[LK] [KG]E [RK]NN[NQ]




Tabela S48. Motivo V-4

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#049 081 2.78¢% ADHDNNNTFL S KALSELLSTKLRKYCKD A SLTCLRLDADNS IGVWQKGA SCSNWVMRVELGKK QITITEVEVEV
GmERF#053 090 8.09¢2 DHETSSSSTT TSKELEEIL AKLRKCCGCKL S SMTCLRLD ENS ICVWQKRAGQRSDSNWVMMV LGK KGGANEGGTG
GmERF#077 082 1.11e® DDNNNTDTFL S KALSELLSTKLRKYCKD A SLTCLRLDADNS IGVWQKCA SCSNWVMRLELCKK QITEEGSEST
GmERF#091 080 9.29¢°%° GNHSSSTSSS STTTLSAVLSAKLRKCCKS S SLTCLRLDTENS IGVWQKRAGC RSDSNWIMMVELEKK NNKGPSSESE
GmERF#108 081 1.57¢%6 GNHSSNTSSS STTTLSAVLSAKLRKCCKS S SLTCLRLDTENS ICVWQKRAG RSDSNWIMMVELENK NNDNEGDHHQ
GmERF#174 084 2.29¢°7 STNSEDTPST TSKDLEEIL AKLRKCSKV S SMTCLRLDTENS IGVWQKRACRRSDSNWVMTVQLGCKK TVNNNETHQA
GmERF#201 076 4.44¢6 DNQKGNHISS SS TFSSALNAKLKKCCKSLS SLTCLRLDTENS FCVWQKRA(G RSESNWIMTVELERS NVNVVSDSQV
GmERF#226 084 7.43¢°68 STTSEDTPST TSKDLEEIL AKLRKCGCKV S SMTCLRLD ENS IGCVWQKRAGRRSDSNWVMTVQLGKK SVNVNNNDTH
GmERF#236 084 1.50¢° TTTPCVDPFS S NVLSE LSRKLKRCCKD S SLTCLRLDADNS IGVWQKCA SDSNWIVRVEIGKK LHAEGESSSV

Consenso [ST] [SPT] [KT] [TAD]L[SE] [EA] [ILV]L[SH] [AT]KL[RK]K[CY] [CG]K[DSV]P[SA]PS[LM] TCLRLD [TAP]

[ED]NSHIGVWQK[RG]AG[PR] [RH] S[DG]SNW[VI]M[MRT]V[EQ]L[GE]KK

Tabela S49. Motivo V-5

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#019 277 3.42¢'®  VERQISASLY AINCVQEYMDTLQDS NNNNGAIWDF
GmERF#162 259 6.34e" YERKFSASLY AFNGCI ECLKCLADQ LTSLQMACSK
GmERF#216 244 6.97¢!  VERQISASLY AINCVQEYMETVQDS NDTLWDLPPL
GmERF#221 282 1.47¢e1 VERQISASLY AINCVQEYMDTVTVQ DSNNNVAIWD
GmERF#247 212 1.38¢!4 YERKFSASLY AFNCI ECLKLKLES GNTNGRGNEE
GmERF#249 219 1.38¢'*  YERKFSASLY AFNCI ECLKLKLES GNMKGRGLAD
GmERF#252 224 6.97¢’"? VERQISASLY AINCVQEYMETVQDS NETLWDLPPL
Consenso A[IFING[VI][QP]E[YC] [ML] [KDE] [TL] [VKL]

[QL] [DE] [SQ]

Tabela S50. Motivo V-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#048 123 1.69¢#! VITSSASNFS MKSNETETLLL QKRQEEEQEAECNWVFKKVKVENAQQFK LEEDHIEQMI
GmERF#076 124 9.14¢™* VITSSASNFS MKSNETETMLL QKRQEEEQECECNWVFKKVKVENAQQFK LEEDHIEQMI
GmERF#089 125 2.20e® SNPFASANAI ACSSADTSFRW DNR EEFRWLEGCNWVGVEGQVEVSNQQFQ PVLEDDHIEQ
GmERF#110 126 1.58e# SNPFAFANVI ACSSADTGCFRW DNR EEFRWLECNWVCVEGQVEVS QQFQ PVLEDDHIEQ

[AM] [GK] S [NS] [AE] [DT] [ET] [TGS] [FLM] [LR] [LW] P[DQ] [KN]R[HQ]EE [EF]
Consenso [QR] [EW] [LAG]EGNWV [FG] [KV] [EK] [GV] [KQ] VE [NV] [AS] [QHN] Q[FQ] [FK]
[PQ]




[EP]

Tabela S51. Motivo VI-1
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#008 021 2.11e2° HSKLLIPSEE D K RLVRITVTDTEATDSSSDEEQ HTSTRHRHRK
GmERF#023 028 2.11e2° SSHFDNDPPC KTKTKTQRRLLRIIVTD DATDSDSDEEE EQQQQTTRVK
GmERF#028 013 7.18e% YORKTIITKL VKSSKFL KVIRISVTDQDATDSSSDEEC EHARVKKVIN
GmERF#042 019 1.03¢2°  KVVTYKHVKP CDILNAA KVVRISVMD YATDDEDEDEC LVIHPRMKKF
GmERF#058 029 3.03¢2*  LISPKKSSQT NSSTQTERRIVRISYTD DATDSSSDEEC FPLVRKRMKR
GmERF#072 025 4.56¢2° TKLFMEEDTL LKKKR Y KLIRIRVTDADATDSSSDDDE PSVSSTRRRV
GmERF#081 027 1.96e?*  KKLISPKKSS QTNSTTERRIVRISYTD DATDSSSDEEC FPFVRQRMKR
GmERF#102 025 1.75¢% TKLFMKEETL LKKK KIIRIRVTDADATDSSSDDDE PSMSSTRRRV
GmERF#147 021 7.56e%° HTKLLIPPEE D K RLVRITVTDTDATDSSSDEEE EQTYHCNSST
GmERF#152 041 1.62¢18 FDGDPPCKTA CKTK = TKLLRVILTD DATDSDSSCDD EDPKNTKKHK
GmERF#163 028 7.52¢22  ETVTKKHMKS KNNTSLS KVISILMTDQYATDSSSDEER VTSRRRIKRY
GmERF#196 025 2.73¢% QTVMKKHMKS KDNTFCS KVISISLID YATDSSSDEEN VMRRRRVKRY
GmERF#199 028 2.69¢% SSHFEDDPPC KTKTKTQRRLLRIIITD DATDSDSSDEE QQQQQQOKTRR
GmERF#260 020 1.71¢2  VVVTYKHVKP CILNAAA KVVRISVMD YATDEEDEDEC LVNHPRMKKF
GmERF#275 023 2.40e?  KLLIPPGPEE D K KLLRITVTDTDATDSSSDEEQ TNFSTRHRHR
PO [KDG] [KPT] [KNP] [KT] [HK] [THP]Y[PR] [KR] [LVI] [VIL]RI
[SIT]VTD[PHT] [DY]ATDS [SD]SD[ED] [ED] [EG]
Tabela S52. Motivo VI-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#008 054 9.65¢!1* SSDEEQHTST R R RKFVNEISIE SSCASENDGA
GmERF#023 062 1.17¢"! SDEEEEQQQQ TTRVKREITQINMQ LPLSYNSSFP
GmERF#028 043 8.21e!? TDSSSDEEGE = ARVKKVINEIKIV CVNNKKNHKN
GmERF#042 051 1.21e DEDEDEGLVI == RMKKFVNEIRIV EKSSTNCESA
GmERF#058 062 1.80e7!6 SSDEEGFPLV RKRMKRYVNQIEIE TAAEKVVRKR
GmERF#072 060 3.81e’h° DDDEPSVSST RRRVKYFVNEITIQ GGGGGGGCVN
GmERF#081 060 2.09¢716 SSDEEGFPFV RQRMKRYVNQIEIE TAAAEKVVRK
GmERF#102 060 9.72¢1 DDDEPSMSST RRRVKNFVNEITIQ GGGGGGGDVN
GmERF#147 060 9.65¢'*  EQTYHCNSST R R RKFVNEISIE SCSSENDGVV
GmERF#152 078 1.10¢!° DDEDPKNTKK KKVKRQIT ITIN LPFFSKSPTP
GmERF#163 060 7.18¢1 SSSDEERVTS RRRIKRYVNRIELQ PAIKSVATRK
GmERF#196 057 2.07¢M4 SSSDEENVMR RRRVKRYVNRIELQ PAFKPVTTRK
GmERF#199 064 6.17e! DEEQQQQQQOK TRRVNREITQINMQ LPLSHNSSFS
GmERF#260 052 1.21e EEDEDEGLVN '~ RMKKFVNEIRIV EKKSSTNSES
GmERF#275 057 3.50e!? SDEEQTNFST R R RKLINEISIA RASDTRRGQK
RH] [RH]R [VMH
Consenso IE[E;'ZE']I][QE[:V] 1 [KR] [RK] [FY] [VI] [NT] [EQ]
Tabela S53. Motivo VI-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#008 193 1.10e" YASGEETNDN NNNLFS TSVL SCSLSEE AEVKAESPFP
GmERF#023 209 9.00e'*  NLSSDGGASY SDLVAS TSVLAYVECDST FDGFRYLDVE
GmERF#028 178 4.90e"3 LECDSVVNGT SSACAS TSVLVFQ WIE PLLEETFKEE
GmERF#042 188 1.14e AVSGENDSSE ES LSS TSVLCLQSVELM LDEVSETDLP
GmERF#058 192 1.71e" SGYDSGDDHC Q NLSS TSVL FRSNSES DQKSEQVLRE
GmERF#072 184 6.95¢716 TGYCSGEESR NNDLRS TSVLCCRSVYEE AESVTANATG
GmERF#081 205 4.02¢" SGYDSSEDHC ' NLSS TSVLQFRSNSSE ENSESQQKAE
GmERF#102 185 8.83¢'®  GYCSGEESRN NDDLRS TSVLCRCSVSEE AVTANDVFGG
GmERF#147 181 4.62¢" PPSGEETHCN SKNIFS TSVL CCSLSEE AESVTAKDDD
GmERF#152 207 1.56e'2  DTPPPETVFS CECLSS TSVLTYCDGCDST PFDGFRYGEV
GmERF#163 216 2.05¢"3 SCFYDSADEF CLNLSS TSVLRFNESAEL EKQYEPFPGR
GmERF#196 200 4.20e SGCYDSGDEC CLNLSS TSVLQFSAE YK PDEPFPDMPW
GmERF#199 208 9.00e'*  NLSSDGGASY SDLVAS TSVLAVECDST FDGFRYLDVD
GmERF#260 187 1.04¢ 2 VSGENDSSEG SS 'F S TSVLKLQ VEIM LEEFSETDLL
GmERF#275 148 1.87¢ 13 ITPLLNEDTH NKFLFS TSVL VSENKVK VRGCSPVPDS
Consenso [SN] [DS]NL[SAF] SPTSVL[HG] [FY] [CQR] S[VN] SE




Tabela S54. Motivo VI-4

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#008 004 2.55¢’12 MTA  SKYT SKLLI S EEDPPKHPYP
GmERF#023 003 1.80e!! MS V SKLK == MNLAT SSHFDNDPPC
GmERF#058 008 4.50¢1 MEDSILC K TV RSVTKKLIS KKSSQTNSST
GmERF#072 007 3.52¢12 MASSSI KNT ' LNRTKLFMEE DTLLKKKRHY
GmERF#081 008 2.60e1 MEDSILC K TV = TVTKKLIS KKSSQTNSTT
GmERF#102 007 3.37¢4 MASSSI K T ' LNRTKLFMKE ETLLKKKHHY
GmERF#147 004 1.07¢’1° MTA TKYT TKLLI  EEDPPKHHYP
GmERF#163 013 2.58¢13 PONRSNSILC KYTE ETVTKK MKS KNNTSLSPKV
GmERF#196 010 3.36e"? MEQONSILC KYTE QTVMKK MKS KDNTFCSPKV
GmERF#199 003 1.67¢!! MS V AKLK MNLAS SSHFEDDPPC
GmERF#275 004 1.07¢’1° MAA TKYT TKLLI = GPEEDPPKHP

Consenso [KP] [HP]TK[HY] T [HT] [HV] TK[LK]L[IM] [KPS]
[PS]

Tabela S55. Motivo VI-5

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#008 261 8.70e!? FLTACEDFGF NRNRDFFQDID DLF
GmERF#054 225 4.12e™1 ITACPSPSSL CQVDDFFQDIL LASDPVTTTN
GmERF#058 305 4.12¢" DKACPPPSTL CQVDDFFQDIL LASDPLVLL
GmERF#072 313 2.24e12 ENLDLGFTSW RECDNFQDIC: DLFVWDPLVA
GmERF#081 284 4.12¢" PEACPSPSSL CQVDDFFQDIL FASDPL
GmERF#102 271 2.24e12 EDLDLGFTSW < RECDNFQDIGC GDLFVWDPLV
GmERF#147 268 1.66e!! EDFGFKSWHT DRNRDFFQDID DLFVSDPLLA
GmERF#163 316 1.87¢’1° EEKFLPSATL CQVDDYFQDIL LGSDPLVAL
GmERF#196 255 6.32¢12 LFDETTPFSI SDVDDYFQDIL LGSDPLVLFC
Consenso [CH] [QR] [VEN] [DCR]D[FNY] FQDI [LDG]

Tabela S56. Motivo VI-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#008 174 1.32¢"® TPPATCHNTD VAN ASCEE TNDNNNNLFS
GmERF#054 122 1.43¢712 PTEVCEMKVV VTEEAFNSSYDSSED HCHHKLSSPT
GmERF#058 175 1.17¢'*  ESPSQATTVA VTEEASCGSCYDSCDD HCQHNLSSPT
GmERF#072 167 1.94¢13 GADALTNFVT RENRKTCYCSCEE SRNNDLRSPT
GmERF#081 188 2.66¢"° PAEVCEMKVV VTEEASCSCYDSSED HCHHNLSSPT
GmERF#102 167 5.57¢16 GADALTNFIT ENRKTCYCSCEE SRNNDDLRSP

[PV] [PT] [EP]E[AN] [RS] [GK] [ST]GY[DC]S

Consenso [GS]E[DE]




Tabela S57. Motivo VII-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#015 001 5.13¢%  MCGCAIIADFI RRCCRRLTA SELWPNSFAK
GmERF#044 001 3.26e2° MCGGAIISDFI AAAIAGSRR LTADYLWPDL
GmERF#092 001 2.80e%! MCGGAIISDFI AG AGGAQR VTADILWPNL
GmERF#114 001 1.14e MCCCAIISDFICVKRCRNLAA QELWSELDPF
GmERF#125 001 5.13¢®  MCGCAIIADFI RRCCRRLTA SELWPNSFGK
GmERF#210 001 1.14e MCCCAIISDFICVKRCRNLAA QELWSELDPF
GmERF#214 001 2.26¢! MCGGAIISDFI AG ASGCARR VTADILWPSL
GmERF#258 001 1.14e MCGCGAIIADFI RQR RTLTA SELWPKRSEP
Consenso MCGGAII[SA]DFI[PG] [ARV] [GKR] [RGP]
[GA]R[GNR] [LA] [TAR] [AR]
Tabela S58. Motivo VII-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#015 219 4.42¢1 SASGSEGAYS TTEFMGSVQNGNGYLGGTVM EKKEKETEVI
GmERF#044 321 2.59¢2*  TSLESLLSGD TTQDCCNLMNLWCEFDDI SM AGGVF
GmERF#092 369 4.62¢'"  ALASLLSEDA SQDAACN MNLWSFDDL SM AGVF
GmERF#114 212 7.17¢716 LENELPVSNN ICAEWDNMDDLWMLDDVVV NRHLIY
GmERF#125 221 5.93¢"° LASGSEGAYS TTEFMGSSQONGNGYLGVTAM EKNEKETEVI
GmERF#210 198 3.84¢716 QLERFLGLDN MCAEWDNMDDLWMLDDVVV NRHLIY
GmERF#214 359 1.82¢%! TLASLLGGDA T DAACN MNLWSFDDL SM AGVF
GmERF#262 235 2.65¢% TSLESLLSGD TTQDCCNLMNLWSFDDI SM SSGVF
Consenso T [TG] [ADEQ] [ADEF] [AGMW] [GD] [NS] [LMP] [MDQ] [ND]
[LG] [WN] [SGM] [FLY] [DL] [DG] [VIL] [PTV] [SV] [MP]
Tabela S59. Motivo VII-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#015 245 1.49¢™! GTVMEKKEKE TEVIEAEEEKNKVLELSEELMAVENYMKFYQI VYDCQST TNNVQESLVG
GmERF#044 270 1.55¢34 FVQNANQQQP NSQNVVSIEDDSAKTLSEELVDIESELKFFQM YLECSWC DTSLESLLSG
GmERF#092 316 5.13¢**  GAADQNQKKN NLLDMASVQDDSAKTLSEELADIESQLKFFET SFLDEAW ADAALASLLS
GmERF#125 247 1.63¢*?  VTAMEKNEKE TEVIEAQEEKNKVQELSEELMAVENYMKFYQI VYDCQST APPNNVQESL
GmERF#214 306 4.14¢3*  GAADQVQKTN NSQDVVAAQDDSAKTLSEELADIESQLKFFET SFLDEAW ADATLASLLG
GmERF#258 145 9.44¢730 SSNADENCGS ' VAYSVTEANNKVEKLSEELMAYENLMRFYQI ENVVCDL WAFPDTSPPL
Consenso [NT] [ES] [QV] [DI] [EV] [AV]SE[EQ] [DK] [DN] [KS] [AV]K[TE]LSEEL[MA] [AD]
[IY]E[NS] [QY] [LM]KF[FY] [QE] [IT]P[YS] [FY] [DL] [GD] [EQ] [AS] [TW]
Tabela S60. Motivo VII-4
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#015 050 2.05¢7'6 SHIATQQPST LKRSQ KVSEQVENK VKRQ RKNLYRGIRQ
GmERF#044 075 5.37¢e" KPFAFAASSR LSTAAKSVAFQCRAEISANRK RKNQYRGIRQ
GmERF#092 094 8.64¢! NKAASKPLSR CATTVKSVESKCQAEKCAKRK RKNQYRGIRQ
GmERF#125 050 4.47¢" SHIADQQRST LKMS  KASEQVENK VKRQ RKNLYRGIRQ
GmERF#214 090 1.62¢'®*  RSSNKAASKP LSRCSATVESKCQAEKCAKRK RKNQYRGIRQ
GmERF#262 017 6.94¢'®  RFLHFSNYIK CSTTAKSVAFQVRAEKFANRK RKNQYRGIRQ
Consenso [LG] [SK] [TR] [ST]A[KP] [SP] [VK] [AE] [SF] [EKQ]

[GQ] [QRV] [AE] [EN]K[CP] [AV] [KN]R[KQ]

Tabela S61. Motivo VII-5

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#015 034 6.01e’3 LWPNSFAKDD DFDLDYS IATQQ PSTLKRSQPP

GmERF#044 255 5.05¢'8  EISSMLSAPL DCES FVQNANQQ QPNSQNVVSI

GmERF#092 298 3.52¢!! ISSMLSAAPL DCGCESQFVQGAADQ NQKKNNLLDM

GmERF#125 034 7.89¢!3 LWPNSFGKDG DFDFDVYS IADQQ RSTLKMSPPP

GmERF#262 196 5.05¢!8 EISSMLSAPL DCES FVQONANQQ PNSQNVMAYL
Consenso D[CFG] [ED] [SFL] [DHQ] [FY] [VS] [QH] [ING]

A[NADT] [QD]Q




Tabela S62. Motivo VII-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#044 183 1.56¢°! ENLKTVQPNL KFSAGCNN MDLVEQK LVSQYANMASF GSCNCLRSL SSDDATLYFSSDQGSNSEFDY APEISSMLSA

GmERF#092 214 7.51e%2 KPKINQOMFNF CDNLE S IDQVEQK LVNQYVNRA FACNGVQVS VT SADVTAYFSSE SSSSFDY SDLGWGEQVP

GmERF#214 211 1.46¢8 KPKMNQOMFNF NLE S IDQVEQK LVNQYVN A F CNGVQVS VT SADVTAYFSSE SSNSFDY SDLGWGEQVP

GmERF#262 118 3.60e? RSKVNPQENL S KFGCACNN MDLVEQK LVNQYANMASFEF CSGNGLTSL SSDDVTLYFSSDQCESNSEFCW SEQGPKTPEI
[GS] [HD] [KN] [FL] [EGS] [AG] [GY] [NY] [NS] [HP] [IM]D[LQ]VEQKPLV [NS]QY[AV]N[MPR]A[PS]F[PA]

Consenso G[NS]G[NV] [GQ] [LV] [SRT] [PS] [LV] [PT] [PS]S[AD]D[VA]T[AL]YFSS[DE] [HQ] [GS]S[NS]SF[DG]

[YW]

Tabela S63. Motivo VII-7

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#044 243 2.66e12 SDQGSNSFDY A EISSMLSA PLDCESHFVQ
GmERF#092 285 4.05¢"1? DLGWGEQVPK T EISSMLSA APLDGESQFV
GmERF#214 282 1.44¢M DLGWGEQVPK T EISSLLSA APLEGAADQV
GmERF#262 184 4.05¢"1? SFGWSEQGPK T EISSMLSA PLDCESHFVQ

Consenso [TA]PEISS[ML]LSA




Tabela S64. Motivo VIII-1 (Motivo EAR)

[GP] PR

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#018 193 2.37¢!! LFDDGETELP L DITSSMCYEMC NGFGANATGS
GmERF#026 188 4.57¢13 DCVLISSFRQ L FDLNL SDADD DNDDDLPATA
GmERF#027 196 8.82¢'4  DNIVSSSFRP L FDLNAL FDDAA ADDDLRRTAL
GmERF#083 169 2.00eM! VDYERVPHRK VLDLDLNV EVA
GmERF#113 183 7.78¢'*  DNVASSFPRE L FDLNAL LDDAD VATDDLFCTV
GmERF#160 112 1.56¢!° TLDSSSPPSP LDLTLT LSVAV TVFPVARPVL
GmERF#179 208 3.21e"? EGEVKGNGSR IFDLDLN EIA
GmERF#180 072 6.32¢'>  KAKTNFPPAP LCLDLNV SSD RW PHVPPRSLVL
GmERF#181 114 2.89¢®  STLDSSSPPP LDLTLT LSSAV FPVARPVLFF
GmERF#187 194 3.27¢*  DNIVSSSFRP L FDLNAL FDDDA AVVDDDLRCT
GmERF#188 183 8.82¢'*  DCVLTSSFRQ L FDLNL  DAAY DDDDDDDVPA
GmERF#204 075 6.32¢'3>  KAKTNFPPAP LCLDLNV SSD RW PHHVPPRSLV
GmERF#205 205 2.65¢12 EGVVKGNGSR MFDLDLN EIA
GmERF#217 151 6.09¢'®  NNKDSTIELP L DITSSVCYECF YNNDGGYYWE
GmERF#220 193 3.34e! LFDDGETQLP L DITSSMCYEMS NGLYGNDVGF
GmERF#242 185 1.27¢*  DNVASSFRRE L FDLNVL LDDAD VATDDLFCTV
Consenso PLP[LF]DL[NT] [LV] [PL]P[LP]D[ED]AA
Tabela S65. Motivo VIII-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#026 161 1.21e%2 PIIPLNDDED DC SDCDSSSSVVDDCQDCVL ISSFRQPLPF
GmERF#027 169 9.73e% YPRTPPLVPE DC SDCDSSSSVVDDCDDNIV SSSFRPPLPF
GmERF#083 148 497¢'2  EVRASFDLPV ACFSDSDSSSVVDYERV ' RK VLDLDLNVPP
GmERF#085 176 3.76e'*  QSFPLRFEPG VQSDSDSSSVVVDCQ KREL NLDLNLAPPN
GmERF#090 100 4.36e"? KPKTARSNAR KCSSVEQLFSCV QLRKDDGI GENGNVE
GmERF#109 110 436e3  KPKTARNNAR KCSSVEQLFSCV QLRKDDCI
GmERF#112 183 1.29¢7!2 HFHNNNNKSS SCYVNSSSSSAAANNCLQGCC FTNPNLGMEV
GmERF#113 155 2.12¢2°  YPRTPPVIPE DCRSDCDSSSSVVDDCECDNV ASSFPREPLP
GmERF#179 181 7.89¢1 HHPVAASEFH ATTSDSDSSSVIDLN NECEV KGNGSRIFDL
GmERF#187 167 5.80e?? YPRTPPLVPE DC SDCDSSSSVVDDSDDNIV SSSFRPPLPF
GmERF#188 157 9.05¢2! PIIPLDDDDD DC SDCDSSSSVVDDQDCVLT SSFRQPLPFD
GmERF#205 178 6.61e™" PHPVAASEYH ATTSDSDSSSVIDLN NECVV KGNGSRMFDL
GmERF#242 157 7.83¢72! YPRTPPVVPE DCRSDCDSSSSVVDDCDCDNV ASSFRREPLP
GmERF#243 140 8.14e1? HNNNNNSKSS SCYVNSSSSSSSATNCLQCCC FTNANFGMEV
Consenso [DA]CHSD[CS]DSSS[SV]V[VD]D[DN] [GR]DD [DG] xV
Tabela S66. Motivo VIII-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#026 115 6.00e2 LSTKFEPVVQ VNR TSSCMSSTVESFSC R VPSSSSRAKP
GmERF#027 117 1.05¢2! HHHNNNNLNN QR TSSGCMSSTVESFSG R PPTTTTTTTI
GmERF#083 086 2.58¢13 TKAKTNFPTH AAAARS SQSSTLDSSS LDLTLAAPLT
GmERF#085 100 6.90¢1° NVNVNKNKSV NVKS S SQSSTVESAT ER EATRRSTSAA
GmERF#113 111 7.17¢%2 FANTGEDFHD RR TSSCMSSTVESFSG R AAVPATAPVA
GmERF#160 091 4.64¢3 NFPTPSELIL NNNIRS SQSSTLDSSS S PPPPLDLTLT
GmERF#179 087 5.34¢'7  AKTNFPLPLE NVKNSS SQSSTVESSSRDR DVAADSSPLD
GmERF#181 094 1.48¢ TPSELILNNN NINARS SQTSTLDSSS PPPLDLTLTP
GmERF#187 119 1.05¢%! SNNNNDNLNN QR TSSCMSSTVESFSC R PPTTTTTTTT
GmERF#188 111 9.82¢7%! GLSTKFEPAQ VNR TTSGCMSSTVESFSG R VPPSSSSSRK
GmERF#205 084 1.75¢'®  AKTNFPLPSE NFKNAS SQSSTVESSSRDR DVAADSSPLD
GmERF#242 113 7.17¢2? GAGAGEDFQD RR TSSCMSSTVESFSC R AAVPAKAPVI
Consenso NN[RK]P[TR]S[PS] [GS] [MQ]SST[VL] [ED]S[FS]S




Tabela S67. Motivo VIII-4

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#001 249 6.28¢! KMNTHCGTNF SEKCDDCDCSCFFSRESSDSCLLEEIVNK FLPKTKPNKC
GmERF#016 223 1.08¢2? KMNTFPTCGT NFAEKCDDCDCGFFSRESSDSCLLEEIVNK FLPRTKPSKC
GmERF#101 169 1.84e3° PSPLNNDMCV ETTYCSAQDDNFFFSSDSNSCYLECIV D DCFRPASSSS
GmERF#112 212 4.71e» CCFTNPNLGM EVAEAIDEESDFF IESSDSCLLEEIV K FLPKSKPKKE
GmERF#160 153 3.28¢!  RADAMIAVSR REMCCFER AADFRRNDSDSDYNRRVLLD LDLNVPPLPE
GmERF#175 161 1.50¢! ISSHIENPSD MSAYCS QDDNFFFSNDSNSCYLECIVQD NCFRKSNASA
GmERF#181 153 6.00e2°  RADTMVAVSR RETCCFER AADFRRCDSDSDYNRRILLD LDLNVPPLPE
GmERF#209 160 3.19¢28 ISSHIENPSG MSSSCS QDDNFFFSSDSNSCYLECIVQD NCSRKSNASA
GmERF#224 177 1.84¢73° PSPLNNDMCV ETTYCGSAQDDNFFFSSDSNSCYLECIV D NCFRPASSSS
GmERF#243 169 3.24e2 CCFTNANFGM EVAEAIDEESEFF RESSDSCLLEEIV
[EMR] [ESTV] [AT] [EYC] [GA] [SFI] [DAEP] [QDER] [DEGP] [DSA]
Consenso [NAG] [FD]F[FPRS] [RS] [ESN] [DS]S[DN]S[GD] [YL] [LN] [ER]
[CER] I [VL] [HLNPQ] [DK]
Tabela S68. Motivo VIII-5
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#001 120 8.24¢"? TSPQPSSATT E FL NFNNSNNF K SVFN HHGNRHITGS
GmERF#016 121 3.01e™"? TSPQPSSATT E LF NFNNNNNF K SLFN HPPRNPSSLN
GmERF#027 096 5.06¢!7 PFCYPHPTTD FFYTCF DQ NNNNLNN PQRPTSSGMS
GmERF#112 160 2.19¢'®  NNNNVSSSLN MVLFRDFLNSSS = F NNNNK SSSCYVNSSS
GmERF#175 124 5.37¢1 FHNALTPMNT Q LL S NT NTQ TNQSCL SHHLGAISSH
GmERF#187 096 2.32¢M PFCYQHPTTD FFYACF D QNNSNNNNDNL NNPQRPTSSG
GmERF#209 124 2.15¢M FHNALTPMNA Q LL SYNT N Q INQSGL SHLGNISSHI
GmERF#217 123 5.59¢716 ASVAASQFSQ Q0QQ DNNNNNNIINNSNNNK DSTIELPPLP
GmERF#243 115 5.68¢!8 NPSSSSSSLN MLLFRDFLNSSS F NNNNN SKSSSCYVNS
[QEMP] [FHP] [LF] [FLY] [PR] [DGNP] [FS] [HNL] [ND]
Consenso [SNT] [HNS] [NS] [HF] [HQ] [NFKP] [HN] [NS] [NQ]

[NF'S] [NG] [LHKN]

Tabela S69. Motivo VIII-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#026 205 1.66e 13 LPPSDADDDN DDDL ATALCL
GmERF#027 212 6.29¢ 13 NALPFDDAAA DDDLRRTALCL
GmERF#113 200 5.96¢! ALPLDDADVA TDDLFCTVLCL
GmERF#187 212 1.66e'* LPFDDDAAVV DDDLRCTALCL
GmERF#188 202 1.33¢7!2 PPDAAYDDDD DDDV ATALCL
GmERF#242 202 5.96¢! VLPLDDADVA TDDLFCTVLCL
Consenso [DT]DDL[FPR] [CA]T[AV]LCL
Tabela S70. Motivo VIII-7
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#101 019 1.26e7 DTPFKGYDPS QTQMCLSLLQORNTS CCERRCRRKQAE  RFLGVRRRPW
GmERF#175 018 1.43¢3¢ DASLKGYESN QTQOMNLSLLQRNMS SCERRCRCKQAE G RFLGVRRRPW
GmERF#209 018 1.43¢73¢ DASLKGYESN QTQMNLSLLQRNMS SCERRCRCKQAE C RFLGVRRRPW
GmERF#224 019 1.26e77 DTAFKGYDPS QTQMCLSLLQRNTS CCERRGCRRKQAE ¢ RFLGVRRRPW
Consenso QTOM[CN]LSLLORN [MT] SP [CS] GERRGR [GR] KQAEPG

Tabela S71. Motivo VIII-8
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#001 370 4.30e2! SVQAMALGNE QIMMN AENCVVEDVFQY EL LNAFAIRMON
GmERF#016 295 7.49¢24 GFNSMAMEND QNIINNAENCVVEDVFQYQEL LNAFAIRMQON
GmERF#112 118 9.35¢% AADPHHHHLF Q YNIN K C VTRFV NQNL NADFSANSHN
GmERF#243 072 2.41¢?°  DAADPHHHLF Q YNIN K C VTRWI NONL SADFSTNGHN
Consenso Q[PIN] [YIM] [NIM] [IN] [NH] [AP] [EK] [HN]C[HV]V

[ET] [DR] [VEW] [FIV] [PQ] [NY] [QH] [EN] L




Tabela S72. Motivo IX-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#013 172 1.64¢"7  KKVEETHGDV RLENVVVLEDLCAEYLE LLM MSSHDTTSCS
GmERF#014 128 6.31e" SSASALASPS STNQVIEFEYFDDKLLEELLG: YEDKNKPDK
GmERF#038 203 6.35¢'®  ACGSNGKWDT STONLLVLEDLC EYLDQLLS FTCPGSWC
GmERF#039 125 6.31e!’ GEGSSQQQQG NDDDTFELECLDNKLLEELLQ QAPDRSGN
GmERF#040 219 1.78¢"®  DQREQLDFSR TSQNVLVFEDLCAEYLEQLLT LTS
GmERF#115 103 1.21e" STANGSSFAP T KEVIEFECLDNKVLEDLLE SEVKRRNED
GmERF#116 092 7.04¢'®  NSSTKGNGSS FDKEVIELEYLDDKVLEELLE LEEKRRNNED
GmERF#117 108 5.52¢’" TGVVGSSSSA QQCEVIEFEYLDDKVLEDLLE LEEKRGKKE
GmERF#123 137 6.92¢717 KRRHSLAAKR KKEDVLVF DLCADYLE LLM CSDLPSTTIV
GmERF#124 095 2.26e% SSSITHAGGG QQRQVFEFEYLDDKVLEELLE FEENKVQKG
GmERF#126 104 5.19¢20 SSSNSMLKND ' CKQVIEFECLDDKLLEDLLD CDDYAYEKDL
GmERF#127 163 2.53¢!8 SKGKKCKGKE TSESVVVLEDLCVDYLEQLLS LSDQS
GmERF#128 131 4.59¢716 FSGEIMQGGD ' DDDTFELEYFDNKLLEELLQ MQDNRHF
GmERF#129 238 1.06e'® HGMESQNVNI ISQNVLVLEDLCSEYLEQLLS LTSSSDDDYF
GmERF#134 189 2.24¢'®  NNNNSKLQSS TVDNAVVFEDLC DYLEQLLM SSDHHIPTTF
GmERF#135 109 4.78¢eV7 HASESTSSAA QQR VFEI CLDDKVLEDLLC LSEEHKKKKK
GmERF#136 118 3.18¢'®  ADVEARGRSE QCREVFEFEVLDDKLLEELLD CENKKKRGP
GmERF#165 105 5.19¢%0 SSSNSMLKSD ' CGKQVIEFECLDDKLLEDLLD CDDYAYEKDL
GmERF#166 185 4.03¢!8 CRENKQESEA T SVVVLEDLCVEYLEQLLS ISDQSVSL
GmERF#167 188 1.21e!® KAKETSSSED T SVLVFEDLGADYLEQLLS ISDQS
GmERF#168 140 1.32¢7" KCKGKGTSED TQSVVVLEDLGVDYLEQLLS
GmERF#169 138 1.54¢" RGKETSSSED STQSVVVFEDLCVDYLE LLS VSDQSESTSP
GmERF#170 124 5.40e16 VRPGEIMQGG DLDDTFELEYLDNKLLEELLQ MQDNRHFYK
GmERF#171 229 6.31e7!® GHGMELENIV LSQNVLVLEDLCSEVLEQLLS LTSSDDDFLC
GmERF#177 233 1.10¢'®  ATKKLECMVE NELCAFVFQDLCSDYLDSLLS SF
GmERF#207 231 6.55¢'*  ATKKLECMVE NELGCAFVF DLGSDYLDSLLS SF
GmERF#211 103 4.41e? ISSNGSSYAA QQKEVIEFECLDNKVLEDLLE SEVKRRNED
GmERF#212 092 2.69¢!7 NSSTKGNESS FDTEVIELEYLDDKVLEELLE LEEKRRNED
GmERF#254 092 1.32¢7" SKKSSSSNTE IGCKQVVVFECLDDKLLEELLD
GmERF#255 180 1.29¢1° AKTSKRKQDL EESSVVVLEDLCADYLEALLS TSADQSYKIA
GmERF#256 151 2.07¢’" DQREQLDFSS SSQNVLVFEDLCAEYLEQLLS LTS
GmERF#259 132 2.00e’!’ MKRKSETKKH QL DVMVLEDLCAEVLE LLT LSQDMDMDAC
GmERF#272 118 1.20e'7  ANVEARGRSE QGREVFEFEYLDDRLLEELLD CEDKKKRGP
GmERF#273 102 1.18¢1° LATPSSSSGA QQR VFEI CLDDKVLEDLLG: QSEEHKKKNK
GmERF#274 184 2.24¢'8  KNNNSKLQSS TVDNAVVFEDLC DYLEQLLM SSDHHIPTTF
XQ[NE]V[FVIL] [VE
Consenso c[ng‘[’] L]]E:[éED]L}..S[; ] [FL]1E[DYC]L[GD] [DA] [KDE]
Tabela S73. Motivo IX-2
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#013 134 5.06¢e7%! VKESLRDMNC TLSQLDGCSS VVALKRR SLCRKMAAKKK KVEETHGDVR
GmERF#030 109 1.01e4 PPERPCFLPS VTEDSSQ QGLKKRRNLADLLNRLAK NRSQMQKHMT
GmERF#038 157 3.28¢°  VVMESLQDMG FKALKNDLS VLALKRM VTRTKSRASRS GNKKVKRACG
GmERF#040 177 2.36e2°  VVRESLKDMP SK WEECSS VLALKRK TMRTKSNSKKK TKVDQREQLD
GmERF#122 166 6.39¢71° LAENSPPSSP SWSCSDDSLESQCAKRRKSLADLLNKLAK NRSHVKVER
GmERF#127 128 1.99¢22  VKESLQEIQY SCFFNC:SSS ALALKER CIQRKLSSKCK KCKGKETSES
GmERF#129 194 2.81e* SLKDMQSNNK ISLEDGSS VLALKRK TMRRKSKATNK KNKRDHGMES
GmERF#134 148 1.93¢2 SLKEMNYAHD DSNNEECGCS VVALKRK SLRRKINVRKK KNNNNNSKLQ
GmERF#166 145 2.83¢% KRVKESLLEI QVCCSKCCS ALAIKER YIRRKLSSKAR KCRENKQESE
GmERF#167 147 2.44¢? KTVKESLQEI QYSCSNGSS ALALKER CIQRKLSLKGCR KCKAKETSSS
GmERF#168 101 7.82¢3! KRVKDSLQEI QVSCCNCSS ALALKER CIQRKFSSKAK KCKGKGTSED
GmERF#169 097 1.50e? KTVKKSLQEI QYSCCNGSS ALALKER CIQRKLSSKAK MCRGKETSSS
GmERF#171 186 7.06e?*  ESLKDMQNNN K SLEDGSS VLALKRK TMRRKSKATNK KTKRGHGMEL
GmERF#177 183 1.93¢'*  ERGANALACD ' KCTN LACTCICNKEKLINSRKRASMER EAFDDMVNEQ
GmERF#207 181 2.66e'*  EMVANALACD = KAVT LACTCICNKEKLINSRKRASRER EAFDDIMNEQ
GmERF#245 165 1.03¢15 KRSLLEISSP SSSCSDDSSESQCTKRRKSLAELLNKLAK NRSQVKVEC
GmERF#255 141 1.80e%? RVKESLQEMN YSCGCSRGCS ALELKER NIRRKLSSSSK AKTSKRKQDL
GmERF#256 109 731¢?®  VVSESLKDMP SK WEECSS VLALKRK TMRRKSNSKKK SKIDQREQLD
GmERF#259 103 1.84¢2°  VRQSLRNMEQ YCSFQECSS VLELKKR SMKRKSETKK QLHDVMVLED
GmERF#274 147 1.80e%? ESLKEMNYAN DSNNEEGCS VVALKRK SLRRKISVKKN NNSKLQSSTV
Consenso [SQ] [KSY]SC[ES] [EDN] [GD] [SC]SP[VA]L[AG]LK[RE] [RK]H

[SCT] [ILM] [RQIRK[LS] [SN] [SA]K[AK] [KR]




Tabela S74. Motivo IX-3

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#005 005 1.37¢’"7 MYGQ SSYESDLALLDSIRR LLCDS EEHKFGAPNV
GmERF#032 003 6.64¢1 MA ATTSCDFSSLE LQ YLLK C SKHLVSNGVE
GmERF#033 003 2.93¢716 MA TTISCDFSSVESIQ YLLELE HDFNTLMNAS
GmERF#034 007 5.74¢7 MNNFNT TLESDDFSLLESIQRYLLDDN EDFNALTEVL
GmERF#063 001 1.13¢1 MANAAEVSALKRIKL LLCEL SPLATPQNKF
GmERF#064 010 4.10e!® MYGQSSSSS SSYESDLALLDSIR ' LLCES ESIFGAPNFG
GmERF#095 003 5.74¢7 MA TTISCDFSSMESIQ YLLE E HDSNALMNIS
GmERF#096 007 9.37¢" MNNFNT TLESDDFALLESIQRYLLDDN EDFNSLTEVL
GmERF#122 004 7.71e7 MAS ATVDSDFEFLESVQQVLLG D SVNLMPETQQ
GmERF#133 001 3.47¢" MTTAEKTSNLDLIRQ LFCEN IISDSSSFVS
GmERF#138 001 5.19¢717 MATAEEISTLKLLRQVLLCDI SDPFLTNLIP
GmERF#149 001 2.68¢’1° MANALEVSALNRIKL LLCEL SPLTQFQEPN
GmERF#150 005 3.27¢18 MYGQ SCYESDLALLDSIRR LLCDS EEHRFGAPNV
GmERF#231 001 1.35¢’" MANAAEVSALNRIKL LLCEL SPLATPLNYF
GmERF#232 006 3.47¢" MYGRS DSYESDLALLDSIRR LLCES ELIFGAPNFG
GmERF#244 010 2.63¢ MDNYYDATT ATTESDMTLSDLIQ YM DDE ANALNNNVEG
GmERF#245 004 7.98¢13 MVS ATVDSDFAFLESVQQVLLG D SINLMSETHQ
GmERF#265 001 8.53¢2° MTTAEETSNLDLIRQ LLCEN IISDSSFFSN
GmERF#269 001 5.19¢717 MATAEEISTLKLLRQYLLCDI SDPFLTNLIP
Consenso [MAT] [TA] [TY] [AES] [SE] [DE] [FL] [SA]LL[DE] [SL]
I[QR] [QHR] [YH]LLG[DE] [NS]
Tabela S75. Motivo IX-4
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#005 060 6.55¢° SRLYPCLSND WCEL LKEDDSEDMLLYCVLRDAINACWV PSLDASSPES
GmERF#013 012 2.38¢%! DCSSVLHSSN SSFF FNEND EEMLLYCMITSYQEKVII KEEEVNSEEN
GmERF#029 052 3.65¢2° SFRNIFLTEN WAEL LKENDTNDMVIYCALRDAAATCWEF PANGNEVSNV
GmERF#064 058 7.92¢34 SSLDSCLSDN WCEL FKEDDTEDMVLYCVLRDAVNVCWV PSLDAGSPES
GmERF#094 021 2.07¢2° SFRNIFLAKN WAEL LKEDNAEDMVIYCVLREAATMCWL PANGNGVSKV
GmERF#123 006 1.87¢2 MDSSS ' QLL FNEND EDMLLYGCIITSCQEKKVT INQEQVNKKR
GmERF#134 028 1.38¢2*  ESSSPEAFSW ECYL FNEND EEMLLYCMIACATTEE S GERASSEESA
GmERF#150 060 4.81e3! GRLYPCLSND WCEL LMEDDSEDMLLYCGVLRDAVNVCWV PSLDASSPES
GmERF#178 012 2.07¢?*  GSKKTYEEEE NLLL FNEND QDMVIYQVL EANALTNT FLPQPTRNIT
GmERF#206 023 3.41e24 TVLFSHSQTQ TELL FNEND QDMVIYQVLNEANALTNT FLPQRLHQPQ
GmERF#232 054 2.38¢3? SSLDSCLSDD WGEL FKEDDSEDMVLYCGVLRDAVNVCWV PSLDAGSPES
GmERF#270 010 4.05¢"8 MNGVGVAEQ WSDV FRMDDADDMIIFNSLCDAKTT RI RDQSRNKLLR
GmERF#274 028 1.37¢%  ESSSPEAFSW ECYL FNEND EEMLLYCMIACATTVD S FERTSSEESE
PR WG[EL]LP[FL] [NK]E[ND]D[PS]E[DE]M[LV] [LI]YG[VM] [LI]R
[DE]AV[NTA]VGW[VT]
Tabela S76. Motivo IX-5
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#005 108 1.20e% SFSSGFIPAV TVKSE DLF A E VYI AAQKAE AVV PAKGKHYRGV
GmERF#063 065 493¢22  FTDLLEPEIE F LFEFDSK QVIDLET KTLISAEKK Q FNRKPSLLIA
GmERF#064 103 1.01e% SPESVSSGFP AVKLE DLM ALIS C  AAAAEEKKVV PAKGKHYRGV
GmERF#150 108 6.49¢24 SFSSAFMPPV TVKSETDLF A E ICN VVQ: A AVV PAKGKHYRGV
GmERF#231 056 8.79¢23 SSSVSLNHYF TDLFEFDSK QIIDLQT KTLTSAQKK Q LNRKPSLLIA
GmERF#232 099 2.45¢%° SPESVSSGFP AVKLE DVM ALIN C A AVEEKKVV PPKGKHYRGV
Consenso [TA]V[KL] [FLS]E[PF]D[LS] [FKM] P[AQ] [LP] [IE] [DP] [LP]C

[PT]P[PK] [AT] [AL] [AQ]S[AE]E [KP] [KA] [VP] [VQ]




Tabela S77. Motivo IX-6

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#063 241 3.06e?>  EHDVSCFRGM LT SMWTCFWDSDVKDIFN IPPLSPLSPF

GmERF#132 248 1.43e% SNKHVKKEEC LT SCWKCFWDTDVMGTIF SVPPLSPLSP

GmERF#149 236 4.94¢?°  ESDVSLIKNN LT SSWLCFWCSDANCIFT VPPLSPLSPH

GmERF#231 238 3.06e?>  EQDVSCFREM LT SMWTGCFWDSDVKDIFN VPPLSPLSPF

GmERF#264 234 1.43e% KEECSPKAVC LT SCWKCFWDTDVMCTIF SVPPLSPLSP
Consenso PLTPS[CMS]W[KTL]GFW[DG] [ST]D[VA] [KMN] [GD]

[IT] [FI] [FNT]

Tabela S78. Motivo IX-7

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#127 010 52130 VLFDSMSST NAVLD I DSLSFDMVDFSTA TTECN NDEAKQLVVK

GmERF#166 031 2.92¢73! SEILFDSFSS N VRDTV DLLSFDMVDFST TECN N KTKQLVVKSE

GmERF#167 032 422¢3*  EILFDSMSSN NAVLD IQDSLSFDMVDFSTT TECN N EAKKLVVKSE

GmERF#255 030 2.05¢?° DILFESFSSK CVD D F DCLSFDMIDNSRD QEES == QVIEEAMKTK
Consenso [NG] [APV] [VD] [LHR]D[PT] [IFV] [HQ]D[SCL] LSFDM[VI]D [FN]

S[TR] [ADPT]P[TQ] [ET] [EG] [NGS] [HN] [HN]




Tabela S79. Motivo X-1

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio

GmERF#020 076 8.29¢'®  QGGTLVSGYN RCD DLREMVSALT VVVS SGSGQRSTEW
GmERF#021 014 3.44¢10 SSSSFFPAHI TTDQEFSLIVAALTNVVSC: STSSSSVPEF
GmERF#056 025 1.86¢'7  EYGLFPIYSE RSQQDMSAMVSALTQVICC SNSDSLHMHE
GmERF#057 016 1.90¢?°  ALLSRLFPGI NREREMSAMVSALT VVSC EVPTGDSSSV
GmERF#069 033 7.69¢% LSMPMMFSGL NREKEMSAMISALT VVCC EDEHHGADYS
GmERF#082 025 1.86¢'7  EYDLFPIYSE RSQQDMSAMVSALTQVICC SNSDSLQQHE
GmERF#099 012 5.96¢e7 SSSSFSPATL TTEQELSVIVAALTNVVAC STSASSSFSL
GmERF#106 033 1.36e"  LSMPMMFSGF NREKEMSAMITALTRVVCC DYSLVHHNID
GmERF#218 183 2.35¢2  LMQYAQLLWS RDDDDLQRIASCL Q NEAFYDSSSS
GmERF#222 075 1.02¢'7  QGGSLVSGYN RCD ELREIVSALT VVSS GSGQRSTEWT
GmERF#251 194 4.65¢'2  LMQYAQLLWS RDDDDLQRVASCL ~QQ = HHHHHPNEAF

Consenso [RN]R[DE]Q[ED] [LM] SA[MI]VSALT [HQ]VVSG

Tabela S80. Motivo X-2

Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#017 145 2.79¢1 SLHNNSSLSA ECF NLEEYARLLSC SDDDDFQRVA
GmERF#020 292 7.30e 1 IQQPQIQGSS DLIRDYLQVSQLLOS DFQQQQIQQQ
GmERF#111 119 1.08¢'*  APPSLSTHDH QVF NLYQVAQILSS GDEEFPYYTS
GmERF#140 139 6.89¢7!2 MQGTRFQDSS DFLRDYW:YSQLLRS TGEFHGLDHW
GmERF#218 168 1.63¢18 QPLLSSSAQE ECF NLMQYAQLLWS RDDDDLQRIA
GmERF#219 156 2.55¢1 SSNNNSSLSS ECF NLEEYARLLNC SDDDDFQRVA
GmERF#222 277 7.30e 4 PENPQIQGSS DLIRDYLQYSQLLQS DFQQQOQIQQQ
GmERF#248 171 1.08¢"? SLSTHDQHGH QVF NLVQVAQILSS DDAQLPYFTS
GmERF#251 179 1.63¢7!® QPLLSSSSQE ECF NLMQYAQLLWS RDDDDLQRVA
R
Tabela S81. Motivo X-3
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#017 177 7.03¢2° RVALGLYQHH NNEDFICGSSQ  V FFV SSSSSSSAMT
GmERF#020 166 2.11e'® QQQSAPRLFR NIGDFMCN LCVLSY FYF NQRQKKPPPP
GmERF#021 064 3.64e% ASLMPPPLPS I TCRECNIACCLGCNFF EEQRKKYRGV
GmERF#099 066 8.93¢% CLMPPPPPPS MDTCRECNIACCLCCNFF EEKKKQKRAK
GmERF#219 188 9.32¢!7 RVALGLYQHH NNEDVIYCSSQ  V FFV SSYSSSSSAM
[NIM] [NDHI] [ETG] [DC] [FRY] [EIM] [CY] [NG] [ISH]
Consenso [ASL] [GQC] [CPV] [LP] [GPS] [CVY] [NPH]F[FY]
[PVF]
Tabela S82. Motivo X-4
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#017 011 2.45¢18 MSNNKNNTFF T CQISTSEFVNSQN PQATNQGIDD
GmERF#218 016 3.91e% TGDDSTLSSP I QVCQISNSCLIETQD SLQPLNQGGN
GmERF#219 011 4.88¢’!7 MSTNONTTFF L CQITTSEFVNSQNN PSQATNQGID
GmERF#251 028 3.91e% TSDDSTPSTP I QVCQISNSCLIETQD SQQPLNQGGN
Consenso [IP] [PLT] [PQ] [HY]GQI[ST] [NT]S[CE] [FL] [IV]
[EN] [ST]Q[DN] [PN]
Tabela S83. Motivo X-5
Nome Genérico Inicio Valor p Sitio
GmERF#020 130 8.00e2° CLSSFSSPSS SCASWVC KRCREEEESSSS NMIQQQQQSA
GmERF#056 001 6.17¢% MECRSIS SSEREEEVGCLF I YSERSQQDMS
GmERF#082 001 2.60e?? MECRSIS SSEREEEVDLF I YSERSQQDMS
GmERF#222 131 3.66¢7%! AFSSSSPSPS SCASWVC KRCREEEENSTS NLMQQQQQSA
Consenso [MS] [EG] [AG] [RS] [SW] [IV] [GS]H[KS] [RS] [EG]REE

E[EY] [DGNS] [LS] [FST] [PS] [HT]




Tabela S84. Sumario dos Motivos Identificados em Membros da Superfamilia de Fatores de Transcricdo AP2/ERF

Membros da Superfamilia AP2/ERF com Motivos Similares em Diferentes Plantas!

Possivel Fungao dos Motivos

Motivos Numero de Acesso Principais Correspondéncias Numero do Bloco Melhor Homologia do Motivo - Banco de Dados LAMA
I-1 - Sem Correspondéncia Identificada - Sem Correspondéncia Identificada
I-2 - Sem Correspondéncia Identificada IPB001427B Ribonuclease Pancreatica
I-3 - Sem Correspondéncia Identificada IPB006926B VPS16, N-terminal
1-4 - Sem Correspondéncia Identificada IPB007582B Regido WD40 Associada com a Subunidade TFIID
I-5 - Sem Correspondéncia Identificada IPB003102A Coativador CBP, pKID
I-6 - Sem Correspondéncia Identificada IPBO01471A Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Etileno, Assinatura
I3SHOS8 Proteina Nao Caracterizada (Lotus japonicus)
I-7 XP 003591645 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno RAP2-3 (Medicago truncatula) - Sem Correspondéncia Identificada
XP 007144182 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris)
I1-1 - Sem Correspondéncia Identificada IPB004518C Proteina da Familia MAZ G
W6D834 Proteina do Grupo DREB (Admmopiptanthus mongolicus)
XP 004499041 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno Semelhante a RAP2-1 (Cicer arietinum)
XP 004499041 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagao (Halimodendron halodendron) Proteina Bacteriana Shufflon. N-terminal
I1-2 XP 003589156 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno (Medicago truncatula) IPBO07001F Motivo EAR? ’
XP 003603078 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno RAP2-1 (Medicago truncatula)
V5NALI Fator de Transcrigdo Responsivo a Etileno RAP2 (Phaseolus vulgaris)
XP 007140279 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris)
XP 004508937 Fator de Transcri¢cdo Responsivo a Etileno Semelhante a ERF034 (Cicer arietinum)
XP 006421614 Proteina Nao Caracterizada (Citrus clementina)
XP 006490227 Fator de Transcri¢cdo Responsivo a Etileno Semelhante a ERF035 (Citrus sinensis)
XP 006477148 Fator de Transcri¢cdo Responsivo a Etileno Semelhante a ERF038 (Citrus sinensis)
V5RF18 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno 4 (Coffea arabica)
XP 004301177 Fator de Transcri¢cdo Responsivo a Etileno Semelhante a ERF034 (Fragaria vesca)
WG6FIZ0 Fator com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratacdo (Morus notabilis)
XP 008795185 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 3 (Phoenix dactylifera)
-1 XP 008238439 Fator de Transcri¢ao Responsivo a Etileno ERF039 (Prunus mume) IPB004926A Proteina Abundante no Final da Embriogénese 3
XP 007209502 Proteina Nao Caracterizada (Prunus persica)
XP 006359467 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 3 (Solanum tuberosum)
G3K514 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo DREB1 (Solanum tuberosum)
XP 006347933 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno ERF034 (Solanum tuberosum)
MIKCM7 Fator Responsivo a Etileno 13 (Tamarix hispida)
XP 002271812 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno ERF034 (Vitis vinifera)
XP 003635442 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno ERF034 (Vitis vinifera)
AS5AEB6 Proteina Nao Caracterizada (Vitis vinifera)
I11-2 - Sem Correspondéncia Identificada - Motivo LWSY?
111-3 - Sem Correspondéncia Identificada IPB007441B Proteina de Utilizagdo de Etanolamina, EUT H
111-4 - Sem Correspondéncia Identificada IPB002653B Dedo de Zinco, Semelhante 4 A20
I11-5 - Sem Correspondéncia Identificada IPB007576D CITED
XP 002865886 Fator de Interagdo - Repeticdo C 4 (4rabidopsis lyrata)
A3FMQ2 Fator de Interacdo - Repeticdo C (Ageratina adenofora)
Q9FJ93 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1D (Arabidopsis thaliana)
ASHIKO CBF/DREBI Fator de Transcri¢do 1 (Betula pendula)
ASHIK?2 CBF/DREBI Fator de Transcrigdo 3 (Betula pendula)
ASIZK1 DREBI1-1 (Brassica juncea)
ASIZK?2 DREBI1-2 (Brassica juncea)
XP 009106963 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidratagdo 1D (Brassica rapa)
XP 004496614 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratagdo 1A (Cicer arietinum)
XP 006421846 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacao 1D (Citrus sinensis)
XP 008439162 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidrata¢do 1A (Cucumis melo)
XP 008467214 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacdo 1D (Cucumis melo)
XP 004140794 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidrata¢do 1C (Cucumis sativus)
XP 004143704 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidrata¢do 1D (Cucumis sativus)
XP 004308117 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacao 1D (Fragaria vesca .
-6 XP 008376515 Proteina com Elemento de Interacdo RespIZ)nsivo a Desidratagdo 1D (E\/Iahi domesticcz) IPBO0GI74A Metiltransferase 165 rRNA m3C967
A2WZI14 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidrata¢do 1F (Oryza sativa)
XP 008807522 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacdo 1F (Phoenix dactylifera)
XP 008234474 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacdo 1B (Prunus mume)
XP 002510847 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidratagdo 1A, Putativa (Ricinus communis)
XP 004971403 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratacdo 1F (Setaria italica)
XP 004228864 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacao 1C (Solanum lycopersicum)
XP 004244599 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratag¢do 1F (Solanum lycopersicum)
XP 006358387 Proteina com Elemento de Interacdo Responsivo a Desidratagdo 1D (Solanum tuberosum)
XP 006358389 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacdo 1F (Solanum tuberosum)
XP 007015927 Repeticao C/Fator de Interacdo DRE 1, Putativa (Theobroma cacao)
XP 002267961 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidratagdo 1D (Vitis vinifera)
XP 002276153 Proteina com Elemento de Intera¢do Responsivo a Desidratag¢do 1E (Vitis vinifera)
XP 002277273 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidratacao 1F (Vitis vinifera)
XP 008674480 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Desidrata¢do 1F (Zea mays)
111-7 - Sem Correspondéncia Identificada 1PB002120C Receptor de Liberacdo do Hormonio Tirotrofina, Assinatura
IV-1 - Sem Correspondéncia Identificada IPBO07151E Proteina MPP10
V-2 XP 007162244 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris) - Sem Correspondéncia Identificada
IV-3 - Sem Correspondéncia Identificada IPB003076B Receptor Alfa Ativado por Proliferacao de Peroxissomo, Assinatura
IV-4 - Sem Correspondéncia Identificada IPB007782Q Carboxilase Gama Dependente de Vitamina K
IV-5 - Sem Correspondéncia Identificada IPB006952A Fosfodiesterase cGMP Retinal, Subunidade Gama
IV-6 - Sem Correspondéncia Identificada IPB013674L RNA Polimerase de Luteovirus P1-P2/Replicase
IV-7 - Sem Correspondéncia Identificada IPB000565F Subunidade B da DNA Girase, Assinatura
IV-8 XP 004499266 Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo & Desidratagdo 2D (Cicer arietinum) IPB008109D Purinoreceptor P2Y 13 Purinoceptor, Assinatura
XP 004515544 Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno ERF003 (Cicer arietinum)
XP 006465255 Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno ERF003 (Citrus sinensis)
XP 006475843 Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno WIN1 (Citrus sinensis)
XP 008375424 Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno ERF003 (Malus domestica)
V-1 XP 008792041 Fator de Transcri¢ao Responsivo a Etileno WIN1 (Phoenix dactylifera) I[PB013681P Fator de Transcri¢ao de Mielina 1

NP 001234848

Fator Responsivo a Etileno 1 (Solanum lycopersicum)

XP 006353664

Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno ERF003 (Solanum tuberosum)

XP 002268413

Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno WINI (Vitis vinifera)

XP 004305484

Fator de Transcrigdo Responsivo a Etileno ERF003 (Fragaria vesca)




Tabela S84. Sumario dos Motivos Identificados em Membros da Superfamilia de Fatores de Transcrigdo AP2/ERF (cont.)

Moti Membros da Superfamilia AP2/ERF com Motivos Similares em Diferentes Plantas’ Possivel Fung¢ao dos Motivos
otivos
Numero de Acesso Principais Correspondéncias Numero do Bloco Melhor Homologia do Motivo - Banco de Dados LAMA
V 2 - Sem Corresponden01a Identificada - Sem Correspondencm Identificada

XP 007135744 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris) IPB002693H Fosfoprotema P Paramyxovirus
Sem Corresponden01a Identificada IPB002813G Proteina de Biossintese de Arglmna ARG
XP_00843 7369 Semelhante ao Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno CRF2 (Cucumzs melo)
XP 004143957 Semelhante ao Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno CRF2 (Cucumis sativus)
XP 004308016 Semelhante ao Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno CRF4 (Fragaria vesca)
XP 008392454 Semelhante ao Fator de Transcrigdo Responsivo a Etileno CRF2 (Malus domestica)
VI-2 XP 007208855 Proteina Nao Caracterizada (Prunus persica) IPB008905B Fator Eucaridtico 3 de Iniciagdo da Tradugdo, Subunidade 8, N-terminal
XP 008239077 Semelhante ao Fator de Transcri¢do Responsivo a Etileno CRF2 (Prunus mume)
XP 002509918 Interagao com DNA, Putativa (Ricinus communis)
XP 004234184 Semelhante ao Fator de Transcricdo Responsivo a Etileno CRF4 (Solanum lycopersicum)
XP 0063 50598 Semelhante ao Fator de Transcrigao Respons1vo a Etileno CRF4 (Solanum tuberosum)

VI-4 Sem Correspondéncia Identlﬁcada

Sem Correspondéncia Identificada IPB0049721 Nucleo da Proteina P4B de Poxvirus

Sem Correspondéncia Ident1ﬁcada

VII 2 XP 007139068 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris) - Sem Correspondéncia Identificada
VII 4 Sem Corresponden01a Identificada - Sem Correspondenc1a Identificada

VII- 6 Sem Corresponden01a Identificada IPB005007F Proteina L3/FP4 de Poxvirus

VIII-1 Sem Correspondéncia Identificada IPB010941G LB E I i Pohrglerase AR
Motivo EAR

VIII 3 Sem Correspondenc1a Identificada IPB000684E RNA Polimerase II Eucaridtica, Repetlgao de Heptapeptideo

VIII 5 Sem Correspondéncia Identificada IPBOl 1591A Neurotoxina Botuhmca
VIII 7 XP 007154243 Proteina Nao Caracterizada (Phaseolus vulgaris) IPB001471A Proteina com Elemento de Interagdo Responsivo a Etileno, Assinatura

IX-l - Sem Corresponden01a Identificada - Sem Corresponden01a Identificada

Sem Corresponden01a Identificada IPB009539M Estrablsmo

Sem Correspondéncia Identificada IPB006569B Proteina de Regulacdo de Pré-mRNA Nuclear
Sem Correspondéncia Identificada IPB002693A Fosfoproteina P de Paramyxovirus
X 2 XP 007139323 Proteina Nao Caracterizada iPhaseolus vuliarisi IPB003888J Dominio Rico em FY, N-terminal
X-4 - Sem Correspondéncia Identificada IPB003433P Proteina de Capsideo VP4

! Todas as plantas com sequéncias depositadas no banco de dados, excluindo Glycine max.
2 Classificagdo de acordo com Nakano et al. (2006)



Tabela S85. Ciclo Limiar (Ct) dos Genes Alvo e Endogenos em Folha de Soja sob Déficit Hidrico - PCR em Tempo Real'

Tempo de Déficit Hidrico (minuto)

Simbolo ~ Nome Genérico D.c.? 25 50 75 100 125 150
BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48*

ACO GmACO#012 1:80 22,1+0,2  23.4+1,1  20,6£0,4  22.4+0,4 21,6404 22,5405 223404  22,5+02  22,1+0,1  20,7+£0,1  20,6£0,4  19,9+0,1  18,9+0,1  20,6+0,1
ACS GmACS#006 1:40 30,9402  35,0£0,8  29.840,2 302402  29.5+0,2  31,4+0,1  31,1+0,1  31,3+02  30,4+0,2  30,7£0,6  31,4+0,3  32.9+12 324404  33,2+04
CTR GmCTR#003 1:40 30,2+0,1 30,6+0,1 29,9+0,1 30,7+0,1 30,9+0,2 30,5+0,1 31,1+0,1 30,4+0,1 31,240,2  29,8+0,2 30,0£0,2  31,9+0,1 31,1+0,1 31,8+0,1
ERF069 GmERF#069 1:80 30,7+0,2 31,0+0,1 29,5+0,3 30,2+0,4  28,5+1,6  28,3+0,5 26,6+0,7  24,1+0,1 25,8+0,8  26,7+0,2  24,4+0,8 23,8+0,2  21,0+0,1 25,3+0,5
ERF223 GmERF#223 1:80 34,9+0,2  27,5+0,1 29,9+0,1 30,9+0,2  24,840,2 = 26,6+0,1 26,4+0,1 29,3+0,1 28,1+0,1 26,7+0,1 27,2+0,1 27,7+0,1 27,3+0,2  25,7+0,2
ETR GmETR#007 1:40 21,94+0,3 22,9+0,2  22,0+0,1 22,3+0,1 22,740,4  22,5+0,1 22,7+0,3 22,1+0,3 23,3+0,1 22,240,2  223+0,2  22,3+0,1 20,6+0,1 22,6+0,7
MAT GmMAT#008 1:80 19,2+0,2 19,3+0,4 17,9+0,3 19,0+0,2 18,7+0,1 18,8+0,1 18,1+0,3 18,5+0,2 19,6+0,1 17,2+0,3 17,7+0,3 19,4+0,5 17,8+0,4 18,0+0,2
RAV GmRAV#001 1:80 27,2+1,5 26,5£1,0  25,4+0,5  26,6£0,8  249+0,9  25,7+0,5 24,5+1,2 25,9404  23,8+0,1 22,7+0,1 22,540,2  24,4+0,1 19,9+0,1 22,5+0,1
— ACTI11 1:40  18,4+0,5  18,9+0,8  17,7£0,6  183+0,1  18,5+0,4  18,5+0,1 19,1405  18,4+02 18,712  18,140,6  18,8+0,3  19,7+0,5  19.,6+0,1 20,304
- UBC2 1:40 21,2+40,1 22,1+0,5 20,7€1,0  21,5+0,3 21,4+0,5 21,6£0,2  21,8+0,7  21,5+0,1 20,8+1,2 19,8+1,3 21,0+0,5 22,1+0,9  21,2+0,1 22,3+0,3
- ACTI11 1:80 20,6+£0,4  21,1£0,9 19,3£0,7  20,3+0,1 20,7£0,6  20,6+0,3 21,0£0,6 20,7404  21,9+0,3 20,1+0,1 20,4+0,7  21,740,9  20,2+0,6  21,3+0,5
— UBC2 1:80 232402  242+0,6  222+1,1  23.4+0,3  23,3+0,7  23,7+04  23.4+0,7 23,7403  24.0£0,1  22,2+0,1 22,5409  24.0+1,3 21,7405  23,1£0,7

1O ciclo limiar (Ct) apresentado na tabela foi obtido pela média dos valores de todas as amostras técnicas e bioldgicas =+ o valor do desvio padrio.

2 Dilui¢do do cDNA.
3 Cultivar de soja BR16.
4 Cultivar de soja EMBRAPAA4S.



Tabela S86. Ciclo Limiar (Ct) dos Genes Alvo e Endogenos em Raiz de Soja sob Déficit Hidrico - PCR em Tempo Real!

Tempo de Déficit Hidrico (minuto)

Simbolo ~ Nome Genérico D.c. 0 25 50 75 100 125 150
BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48* BR16° E48*

ACO GmACO#012 1:80  23,3+0,1  242+0,7 23,0602 222410  21,040,4 212403  224+03 22,9405  21,3+0,1  22,0£0,3 21,3404  20,5+0,3  19.8+0,3  20,6+02
ACS GmACS#006 1:40 30,503  30,3+0,3 27,8402  26,4+0,1  27.2+0,1  27,6+0,1  28,9+02 30,9403  32,9+0,1  30,6£0,3 29,402  30,0£0,2  29.6+0,6  31,5+03
CTR GmCTR#003 1:40 29,1402  28,1+0,1  30,0£0,3  29.5+0,1  30,9+0,2 30,7403  31,8+0,1 30,9404 33,3402  31,4+04  31,7£0,3 31,9404 32,104  32,00,1
ERF069 GmERF#069 1:80 32,4+0,2  29,9+0,1 29,2+0,1 27,0£0,6  23,440,1 23,8+0,7  23,1+0,2 25,104  23,9+0,2  23.4+04  23,3+04  24,6+0,2  23,8+0,6  24,5+0,2
ERF223 GmERF#223 1:80 34,3+0,1 28,9+0,2  28,0£0,6  27,5+0,5 28,0+1,1 27,740,9  30,2+1,3 31,3£0,4  34,2+0,1 34,2+0,6  31,9+0,2  32,1+0,7 30,4£1,0  30,5+1,1
ETR GmETR#007 1:40 22,4+0,1 21,5+0,1 23,6+0,1 25,5+0,1 25,3+0,1 23,1+0,1 23,7+0,1 23,6+0,1 28,7+0,1 24,9+0,1 23,7+0,1 23,4+0,1 24,0+0,1 25,7+0,1
MAT GmMAT#008 1:80 20,0+0,1 19,4+0,5 19,6+0,5 19,3+0,5 19,3+0,2 19,3+0,3 20,0+0,4 19,9+0,1 20,1+0,4 19,7+0,3 19,9+0,5 20,2+0,4 19,9+0,2 19,7+0,2
RAV GmRAV#001 1:80 26,4+0,1 24,840,2  26,2+0,1 25,8+0,1 24,4+0,1 23,840,1 25,0+0,1 24,8+0,2  24,8+0,1 25,5+0,1 23,5+0,2  25,7+0,1 24,7+0,1 24,6+0,1
- CYP2 1:40  19,1+0,1  19,040,6 19,6404  18,9£0,3  20,1+0,1  19,3+0,5  20,5+0,7  19,6£0,3  242+14 20,0408  20,2+0,3 203+04  20,8+0,1  21,4+0,5
_ ELF1A 1:40 192402  19,120,7 19,7403  19,1£0,4  19,940,1  19,9£0,6  21,1+0,7 20,3402  23.9£0,9  21,120,6  21,3+02  214+0,4 223402 22,5404
- CYP2 1:80 21,6+0,1 20,4+0,1 21,740,3 21,3£0,3 22,1+0,3 21,3+0,5 21,840,2  22,3+0,5 23,0£0,5  21,7+0,2 21,4+0,8  222+04  22,0£04  21,5+1,1
— ELF1A 1:80  22,5+0,1  20,9+0,1  22,4+0,3  22,0+0,8  22.5+0,3 222404  23,0+0,1 23,0403 242402 232403  22.840,7  23.4+0,5  23.4+0,1  23,1+06

1O ciclo limiar (Ct) apresentado na tabela foi obtido pela média dos valores de todas as amostras técnicas e bioldgicas = o valor do desvio padrdo.

2 Dilui¢do do cDNA.
3 Cultivar de soja BR16.
4 Cultivar de soja EMBRAPA4S.



Figura S1. Ideograma dos Cromossomos de Soja. Sao representadas na figura as posicoes dos 502 genes identificados nos respectivos 20 cromossomos de soja. Cada gene ¢ representado por um nome genérico (ver Tabelas
S11 - S15), sendo que a posi¢do relativa no cromossomo ¢ determinada pela cor do cddigo (nomes em preto - fita positiva; nomes em vermelho - fita negativa). As linhas amarelas, vermelhas e azuis representam
respectivamente genes da biossintese de etileno, genes relativos a transducao de sinal mediada por este fitormonio gasoso e genes da superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF. As linhas pretas pontilhadas passam pelo
ponto médio do centrdmero de cada cromossomo. Escala: 1,000 cm equivale a 5,0 Mb (megabases).




Figura S2. Alinhamento da Sequéncia de Aminoacidos do Dominio AP2 da Familia ERF de Fatores de Transcricido de Soja. O alinhamento foi obtido comparando-se a sequéncia de aminoacidos do dominio AP2 do fator de transcricao AtERF#100 (At4gl17500 - AtERF1A) de
Arabidopsis thaliana, identificado por Allen et al. (1998), com seus homoélogos em soja. Foram selecionadas apenas sequéncias de soja com dominio AP2 tnico e completo. Cada fator de transcri¢cdo € representado por um nome genérico (ver Tabela S14). Na figura, A representa
regido do dominio que apresenta alta homologia com sequéncias consenso de a-hélices e B com de folhas B. Asteriscos (*) indicam residuos de aminodcidos conservados € com possivel importancia estrutural no dominio.




Figura S3. Classificacio dos Fatores de Transcricio ERF de Soja. O dendograma representa os 275 membros da familia ERF obtido a partir do alinhamento dos
dominios AP2 de soja (ver Figura S2). As duas classificacdes apresentadas foram originadas pela comparacao prévia dos genes ERF de soja com seus respectivos
homologos em Arabidopsis thaliana. A primeira classificagao, baseada no trabalho de Sakuma et al. (2002), divide os ERFs de soja em dois grupos principais: grupo A
(subfamilia CBF/DREB; A-1 até¢ A-6; representados por circulos) e grupo B (subfamilia ERF; B-1 até B-6; representados por losangos). Nakano e colaboradores
(2006) propuseram outra classificacao para ERFs, e com base nela os 275 ERFs de soja foram subdivididos em onze grupos: grupos I-X e VI-L (destacados com cores
diferentes). Cada fator de transcrigao ¢ representado por um nome genérico (ver Tabela S14).




Figura S4. Estrutura Tercidria dos Dominios AP2 de Soja. A figura ilustra as estruturas terciarias dos dominios AP2 dos 275 fatores de transcri¢do responsivos a etileno (ERF) de soja, obtidas por
modelagem molecular. Os dominios em questdo sdo apresentados de acordo com a classificagdo proposta por Nakano e colaboradores (2006), descrita na Figura S3. Cada membro de seu referido grupo
apresenta sua estrutura sobreposta a estrutura cristalografica deste dominio proposta para Arabidopsis thaliana, obtida em banco de dados de proteinas (PDB). Nos modelos, as estruturas secundarias em
verde, azul e amarelo correspondem respectivamente a a-hélices, folhas B e alcas dos dominios AP2 de soja. J4 as estruturas secundarias em vermelho correspondem ao modelo de Arabidopsis thaliana. A
estrutura em cinza representa a sequéncia de DNA reconhecida pelo dominio. As Figuras S4-A a S4-F representam os membros dos grupos I ao VI; S4-G, o membro do grupo VI-L; e S4-H a S4-K os

membros dos grupos VII ao X.
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Figura S5. Expressao Diferencial de Genes Relacionados a Biossintese de Etileno em Transcriptomas de Soja Submetida & Déficit Hidrico. Os graficos representam os niveis de expressdo dos genes

relacionados a biossintese do etileno em transcriptomas de raiz e folha de duas cultivares de soja: BR16 e EMBRAPAA48, sensivel e tolerante a seca, respectivamente. Cada gene € representado por um nome
genérico (ver Tabela S11). As siglas correspondem a: Al - raiz/25 a 50 minutos sob condi¢des de seca; A2 - folha/25 a 50 minutos sob condigdes de seca; B1 - raiz/75 a 100 minutos sob condi¢des de seca;

B2 - folha/75 a 100 minutos sob condic¢des de seca; C1 - raiz/125 a 150 minutos sob condi¢des de seca; C2 - folha/125 a

por milhdo de fragmentos mapeados.

150 minutos sob condi¢des de seca; FPKM - fragmentos por quilobase de transcrito
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Figura S6. Expressao Diferencial dos Genes Relacionados a Transducio de Sinal Mediada por Etileno em Transcriptomas de Soja Submetida a Déficit Hidrico. Os graficos representam os niveis de

expressao dos genes relacionados a cascata de transdugdo de sinal mediada por etileno em transcriptomas de raiz e folha de duas cultivares de soja: BR16 e EMBRAPAA48, sensivel e tolerante a seca,
respectivamente. Cada gene ¢ representado por um nome genérico (ver Tabela S12). As siglas correspondem a: A1 - raiz/25 a 50 minutos sob condi¢des de seca; A2 - folha/25 a 50 minutos sob condi¢des de

seca; B1 - raiz/75 a 100 minutos sob condig¢des de seca; B2 - folha/75 a 100 minutos sob condi¢des de seca; C1 - raiz/125 a

de seca; FPKM - fragmentos por quilobase de transcrito por milhdo de fragmentos mapeados.

150 minutos sob condi¢des de seca; C2 - folha/125 a

150 minutos sob condi¢des
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Figura S7. Expressio Diferencial dos Genes dos Membros da Superfamilia de Fatores de Transcricio AP2/ERF em Transcriptomas de Soja Submetida a

Déficit Hidrico. Os graficos representam

os niveis de expressdo dos genes da superfamilia AP2/ERF em transcriptomas de raiz e folha de duas cultivares de soja: BR16 e EMBRAPAA4S, sensivel e tolerante a seca, respectivamente. Cada gene ¢
representado por um nome genérico (ver Tabelas S13 - S15). As siglas correspondem a: A1 - raiz/25 a 50 minutos sob condi¢des de seca; A2 - folha/25 a 50 minutos sob condi¢des de seca; B1 - raiz/75 a 100

minutos sob condi¢des de seca; B2 - folha/75 a 100 minutos sob condicdes de seca; C1 - raiz/125 a 150 minutos sob condi¢des de seca; C2 - folha/125 a
fragmentos por quilobase de transcrito por milhdo de fragmentos mapeados.

150 minutos sob condi¢oes de seca; FPKM -



Figura S8. Comparacio Tecido-Especifica da Expressao Diferencial dos Genes de Biossintese e Sinalizacdo por Etileno em Transcriptomas de Soja Submetida a Déficit Hidrico. Os graficos de dispersdo comparam os niveis de expressdo dos genes de
biossintese e sinalizagdo por etileno (transdugdo de sinal e superfamilia de fatores de transcrigdo AP2/ERF) entre tecidos semelhantes das cultivares de soja BR16 e EMBRAPAA48, sensivel e tolerante a seca, respectivamente. Cada gene expresso identificado (ver
Figuras S5 - S7) € representado em cada grafico por um ponto cujas coordenadas correspondem aos niveis de expressdo em tecidos semelhantes nas duas cultivares. As siglas correspondem a: Al - raiz/25 a 50 minutos sob condi¢des de seca; A2 - folha/25 a 50
minutos sob condi¢des de seca; B1 - raiz/75 a 100 minutos sob condi¢des de seca; B2 - folha/75 a 100 minutos sob condic¢des de seca; C1 - raiz/125 a 150 minutos sob condigdes de seca; C2 - folha/125 a 150 minutos sob condi¢des de seca; FPKM - fragmentos por
quilobase de transcrito por milhdo de fragmentos mapeados.



Figura S9. Avaliacio de Pardmetros Fisiologicos Relevantes em Cultivares de Soja Sob Condicdes de Déficit Hidrico. Durante o experimento de indugdo
de déficit hidrico nas cultivares de soja BR16 ¢ EMBRAPAA4S, cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, foram determinados alguns parametros fisiologicos
relevantes: A - taxa fotossintética (4); B - radiagdo fotossinteticamente ativa (interna a camara de leitura - PAR;); C - radiacdo fotossinteticamente ativa (externa
a camara de leitura - PAR,); D - concentragdo interna de CO; (C;); E - condutancia estomatica (g;); F - taxa de transpirag¢do (E); G - variagdo de temperatura
(AT), onde [AT = T, (interna a camara de leitura) — Tymq; temperatura média do ar = 29,7+1,9 °C]; H - eficiéncia do uso de dgua (WUE, relagdo entre a taxa
fotossintética e a taxa de transpiracdo - A/F). Cada ponto representa o valor médio (+ desvio padrao) de trés repeticdes, em plantas diferentes. A auséncia de
representacao grafica do desvio padrdo em alguns pontos ocorre pelo fato de seus valores absolutos serem inferiores a escala.
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