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Apresentacao

Esta Tese é composta por dois capitulos. O capitulo | compreende um artigo sobre a
modelagem da enzima O-acetilserina(tiol) liase e a prospec¢do in silico de possiveis
inibidores para esta enzima, bem como os efeitos sentidos pelas plantas de milho e
Ipomoea triloba pelo(s) o(s) inibidore(s) selecionado(s). Este artigo foi intitulado “S-
Benzil-L-cisteina afeta a atividade da O-acetilserina(tiol) liase e reduz o crescimento
de plantas de milho (Zea mays L.) e Ipomoea triloba L. demonstrando potencial acdo
herbicida”. O segundo capitulo trata-se de um artigo sobre a atuacdo do composto
selecionado no primeiro trabalho e seus efeitos no crescimento de plantas adultas, na
sintese de proteinas, estresse oxidativo e fotossintese de plantas de milho, intitulado: “S-
Benzil-L-cisteina reduz o crescimento e a fotossintese de plantas de milho inibindo a
expressdo de proteinas da cadeia de transporte de elétrons fotossintética e do ciclo
de Calvin”. De acordo com o regulamento do Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncias
Biologicas (PBC), os artigos foram redigidos seguindo as normas das revistas as quais

serdo submetidas, conforme descrito abaixo:

Capitulo I — Foletto-Felipe, M.P.; Ferrarese-Filho, O.; Marchiosi, R. S-Benzil-L-cisteina
afeta a atividade da O-acetilserina(tiol) liase e reduz o crescimento de plantas de milho
(Zea mays L.) e Ipomoea triloba L. demonstrando potencial acdo herbicida. Sera
submetido ao Periddico Plant Physiology and Biochemistry (Fator de impacto 2019-20:

3.800) (www.journals.elsevier.com/plant-physiology-and-biochemistry).

Capitulo Il — Foletto-Felipe, M.P.; Ferrarese-Filho, O.; Marchiosi, R. S-Benzil-L-
cisteina reduz o crescimento e a fotossintese de plantas de milho inibindo a expressao de
proteinas da cadeia de transporte de elétrons fotossintética e do ciclo de Calvin. Sera
submetido ao Periédico New Phytologist (Fator de impacto 2019: 8.512)
(nph.onlinelibrary.wiley.com/journal/14698137).
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Resumo Geral

O enxofre ¢ um macronutriente vital para plantas e animais, podendo ser encontrado na
natureza em varios estados de oxidac¢do. Os animais ¢ os humanos podem incorporar
apenas as formas organicas do enxofre presentes em aminoacidos como a L-metionina e
L-cisteina. As plantas, por sua vez, podem captar e reduzir as formas inorganicas do
enxofre e assimilad-lo em diversos compostos importantes para a sua sobrevivéncia, tais
como biotina, coenzima A, tiamina pirofosfato, acido lipoico, centros ferro-enxofre e
glucosinolatos. As plantas também sdo capazes de incorporar o sulfato através de uma via
de assimilacdo catalisada pela enzima O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) (E.C. 2.5.1.47).
O produto desta reacdo, a L-cisteina € um aminodcido particularmente importante para a
manutencdo das estruturas tridimensionais das proteinas e precursor de diversos
compostos organicos sulfatados. Neste contexto, a OAS-TL se revela como um alvo
metabolico potencial para o desenvolvimento de novos herbicidas, haja vista a
importancia de sua atividade para a sobrevivéncia das plantas. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi o de modelar a estrutura da OAS-TL de milho (Zea mays L.) complexada ao
ligante O-acetilserina (OAS) e o cofator piridoxal 5’-fosfato para ser utilizada como alvo
em estudos de virtual screening. Em sequéncia, testar o potencial herbicida em plantas de
milho e [pomoea triloba L. Para isso, a sequéncia de aminoacidos da ZmCSynt foi obtida
no Uniprot (P80608) e utilizada para busca de moldes estruturais por meio de BlastP
contra a base de dados Protein Data Bank. Posteriormente, a biblioteca para a virtual
screening foi construida a partir da busca de compostos semelhantes a OAS no banco de
dados ZINC 12 e 15. O programa utilizado nas simula¢des de docking foi o AutoDock
Wizard 4.2.3 e o Vina implementados na interface grafica do PyRx 0.9. Diferentes
orientacdes dos ligantes foram pesquisadas e classificadas com base em suas pontuacées
de energia e a boa posicdo de ligacdo entre enzima e ligante. Os protocolos foram
considerados validados quando a posi¢do do substrato OAS exdgeno sobrepds a posicdo
do substrato OAS modelado com a enzima OAS-TL, o qual apresentou um valor médio
para 0 desvio médio dos atomos (RMSD) menor que 2.0 A. Ap6s a validacdo usando a
regra de Lipinski e toxicidade (ADMETox), plantulas de milho e I. triloba foram
cultivadas em solugéo nutritiva (pH 6,0) com ou sem SBC (125-1000 pM) por periodos
de incubagdo compreendidos entre 24 a 96 h e os efeitos nos pardmetros de crescimento

foram estimados. Além destes parametros, estudos do teor de L-cisteina e atividade
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enzimatica, foram realizados com intuito de comprovar a acao inibitoria do composto.
Ademais, experimentos com plantas de milho adultas foram realizados para entender a
atuacdo inibitéria da substancia selecionada sobre o crescimento, parametros
fotossintéticos, contelido de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os impactos sobre a
sintese de proteina destas plantas. Para estas andlises, plantas de milho foram cultivadas
em vasos contendo substrato e vermiculita suplementados com 1 e 5 mM de SBC por 14
dias. Apos este periodo, os 6rgdos foram excisados e 0s parametros avaliados, as raizes
também foram utilizadas para as analises bioquimicas. Com base em todo o protocolo
experimental apresentado, iniciamos identificando inibidores da OAS-TL apo0s
modelagem e, em seguida, a atividade herbicida da S-benzil-L-cisteina (SBC), um dos
inibidores selecionados in silico, foi avaliada sobre parametros de crescimento, teor de L-
cisteina e atividade enzimatica, com alguns ensaios realizados em plantas de milho e 1.
triloba L. e outros apenas em milho. A SBC apresentou menor score energético (-7,0 kcal
mol™) que o substrato OAS (-6,6 kcal mol™), o que indica melhor interagdo com o sitio
ativo da OAS-TL. A SBC reduziu significativamente os parametros avaliados em plantas
jovens, reduzindo o comprimento de raizes e interferindo nas biomassas, além de
demonstrar significativa reducéo no teor de L-cistéina in vivo e in vitro. Ademais, reduziu
expressivamente o crescimento das plantas de milho adultas, as taxas de assimilacao de
CO- devido as limitagdes estomatica e ndo estomatica, inibiu a expressao de importantes
componentes da cadeia de transporte de elétrons fotossintética (fotossistemas | e 1,
citocromo b6f e ATP sintase) e de enzimas do ciclo de Calvin, e consequentemente,
reduziu a taxa de fluxo de elétrons, demonstrando um aumento significativo no contetdo
de EROs. Tais resultados sugerem que a via de assimilacdo do sulfato foi afetada pela
exposicdo a SBC, interferindo desta forma, na sintese de compostos dependentes de
enxofre essenciais para 0 desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas. Todos o0s
resultados obtidos evidenciam a inibicdo da OAS-TL quando submetidas a SBC tanto in
vivo como in vitro, o que reforca nossa hipotese de que a SBC, substancia inibidora

selecionada in silico, demonstra uma latente acdo herbicida.

Palavras-chave: bioinformatica, fluorescéncia da clorofila a, fotossintese, metabolismo

do enxofre, novo herbicida, O-acetilserina(tiol) liase, S-benzil-L-cisteina.



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

CAPITULO |

ARTIGO:

S-Benzil-L-cisteina afeta a atividade da O-acetilserina(tiol) liase e reduz
0 crescimento de plantas de milho (Zea mays L.) e Ipomoea triloba L.

demonstrando potencial acdo herbicida

Este artigo serd submetido ao Periddico Plant Physiology and Biochemistry
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RESUMO

O enxofre € um macronutriente vital para todos 0s organismos e pode ser encontrado na
natureza em diferentes estados de oxidacdo. As plantas sdo capazes de incorporar 0
enxofre na forma de sulfato a L-cisteina por meio da reacdo catalisada pela O-
acetilserina(tiol) liase (OAS-TL). A L-cisteina € um aminoacido importante para a
manutencdo de estruturas tridimensionais de proteinas e precursora de varios compostos
organicos sulfatados do metabolismo primario e secundario. Nesse contexto, a OAS-TL
é um alvo metabdlico em potencial para o desenvolvimento de novos herbicidas, além de
ndo estar presente no metabolismo dos animais, tornando-a mais atrativa para este fim.
Utilizando estratégias de virtual screening pelo método de docking, nds identificamos
inibidores da OAS-TL ap0s modelagem por homologia da enzima. Em seguida, a
atividade herbicida da S-benzil-L-cisteina (SBC), um dos inibidores selecionados, foi
avaliada sobre parametros de crescimento, teor de L-cisteina e atividade enzimatica, com
alguns ensaios realizados em plantas de milho e I. triloba L. e outros apenas em milho. A
SBC apresentou menor score energético (-7,0 kcal mol™?) que o substrato O-acetilserina
(OAS) (-6,6 kcal mol™), o que indica melhor interagcdo com o sitio ativo da OAS-TL.
Além disso, a SBC reduziu significativamente os parametros de crescimento em ambas
as espécies avaliadas. Tais resultados sugerem que a via de assimilacdo do sulfato foi
afetada pela exposicdo a SBC, interferindo desta forma, na sintese de compostos
dependentes de enxofre essenciais para a sobrevivéncia das plantas. Além disso, estudos
de teor de L-cisteina e atividade enzimatica, comprovaram a inibi¢cdo da OAS-TL quando
submetidas a SBC tanto in vivo como in vitro, o que reforca nossa proposicao de que a

SBC, substancia inibidora selecionada in silico, demonstra uma latente acdo herbicida.

Palavras-chave: bioinformatica, L-cisteina, metabolismo do enxofre, novo herbicida, O-

acetilserina(tiol) liase, S-benzil-L-cisteina.
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1. Introducéo

As plantas daninhas sdo consideradas um problema desde os primordios da agricultura.
Isso se deve ao fato destas plantas apresentarem alta capacidade competitiva com as
culturas de interesse econémico e aptiddo para utilizar os recursos disponiveis do meio
ambiente (Gazziero et al., 1989). Por estes motivos, existe uma necessidade eminente de
manejo das plantas daninhas, a qual é tdo antiga quanto a propria agricultura.

O primeiro herbicida comercial, o acido diclorofenoxiacético, foi descoberto em 1947,
permitindo um controle mais consistente destas pragas (Jurado et al., 2011). No entanto,
nos ultimos 30 anos, nenhum novo sitio de acéo herbicida foi publicado. Anteriormente
a este periodo de escassez, novos sitios de acdo eram descobertos a cada 3 anos (Duke,
2011), levando ao conhecimento dos 20 mecanismos de acdo reconhecidos pela Herbicide
Resistance Action Committee (HRAC) (Das e Mondal, 2014; Duke, 2011; Epp et al.,
2017; Sparks e Lorsbach, 2016).

Do ponto de vista econdbmico, a necessidade de pesquisar novos herbicidas esta
relacionada a pequena quantidade de mecanismos de acdo dos herbicidas comerciais
usados atualmente e ao aumento expressivo de plantas daninhas resistentes aos atuais
herbicidas (Das e Mondal, 2014; Epp et al., 2017; Sparks e Lorsbach, 2016; Vargas e
Roman, 2006). Do ponto de vista socioambiental, a crescente preocupacgéo gira em torno
da poluicdo causada por estes produtos quimicos usados de forma indiscriminada pelos
pequenos e grandes agricultores incentivados pela industria agroquimica (Das e Mondal,
2014; Epp et al., 2017), e mais recentemente, uma crescente preocupacao com relacéo a
salde humana, devido ao aumento de doengas como cancer, doengas renais, autismo, mal
de Parkinson e Alzheimer, que tem sido relacionadas por pesquisadores e médicos com o
uso excessivo de agrotdxicos na agricultura mundial (Camiccia, 2019; Carneiro et al.,
2015; Dutra e De Souza, 2017).

A via de assimilacdo do enxofre foi indicada por Hirase e Molin (2003) como um
potencial alvo metabolico para desenvolvimento de novos herbicidas e como novos sitios
de acdo de elementos de seguranca (safeners). Este interesse se deve a presenca de trés
importantes enzimas da via, que sdo O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL), cistationina -
sintase (CGS) e cistationina B-liase (CBL), todas localizadas entre a producéo de sulfeto
(S?%) e sua assimilagdo na metionina. Além de serem enzimas essenciais a sobrevivéncia
das plantas, ndo estdo presentes no metabolismo dos animais, sendo este um atrativo para

o desenvolvimento de novos herbicidas de baixa toxicidade ao homem e ao ambiente.
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Contudo, as enzimas CGS e CBL sdo dependentes da disponibilidade de L-cisteina
(Hirase e Molin, 2003; Long et al., 2015), reforcando o papel essencial da OAS-TL para
0 metabolismo do enxofre nas plantas. O enxofre € um macronutriente indispensavel para
a sobrevivéncia de todos os organismos vivos, podendo ser encontrado na natureza em
varios estados de oxidacdo (Long et al., 2015; Wawrzynska et al., 2015). Este
macronutriente é considerado um elemento muito versatil. Isto se deve ao fato de o
enxofre ser multifuncional, ou seja, esta presente desde a composi¢do dos aminoacidos
L-cisteina e L-metionina a varios compostos do metabolismo secundario, relacionados a
defesa, como a glutationa. Ademais, o enxofre é fundamental no transporte de elétrons
pelos grupos ferro-enxofre, na composicdo de coenzimas e grupos-prostéticos e na sintese
de vérios pigmentos e horménios (Capaldi et al., 2015; Gigolashvili e Kopriva, 2014;
Kopriva et al., 2012; Long et al., 2015)

Diferentemente dos animais, as plantas, os fungos e muitas bactérias séo capazes de
reduzir o sulfato (SO4%) inorganico obtido do solo & L-cisteina por uma via conhecida
como via de assimilacio do sulfato. Nesta via 0 SOs> ¢, primeiramente, ativado pela
ATP- sulforilase (ATPS) a adenosina-5'-fosfossulfato (APS). A APS esta localizada em
ponto de ramificacdo na via de assimilacdo do sulfato, que pode prosseguir para reducao
a sulfito (SOs%), catalisada pela APS-redutase, ou ser fosforilada a 3'-fosfoadenosina-5'-
fosfossulfato (PAPS) pela APS-cinase, sendo esta considerada uma rota alternativa. O
SO3? é rapidamente reduzido a sulfeto (S%), devido a sua toxicidade, pela enzima sulfito
redutase (SiR). O S? resultante é incorporado na O-acetilserina (OAS), que é formada
principalmente nas mitocondrias a partir da reacdo catalisada pela serina acetiltransferase
(SAT), para produzir L-cisteina por meio da catalise da OAS-TL (Capaldi et al., 2015;
Gigolashvili e Kopriva, 2014; Hell e Wirtz, 2012; Jobe et al., 2019; Long et al., 2015).
Todo esse caminho percorrido para a incorporacdo do enxofre sd ocorre integralmente
nas plantas, dentro dos plastidios, apesar de partes deste metabolismo ocorrer dentro de
mitocéndrias e também no citosol das células (Long et al., 2015; Wirtz et al., 2004).

A L-cisteina é o produto primario desta via assimilatdria, sendo direta ou indiretamente
0 metabdlito precursor para todos 0s compostos organicos que contém enxofre em plantas
e animais (Birke et al., 2012; Jurado et al., 2011). Em adicéo, a L-cisteina é importante
para a manuten¢do da estrutura tridimensional das proteinas, pois as ligacdes dissulfeto
formadas entre os grupos tidis dos seus residuos podem estabilizar a estrutura terciaria e
quaternaria das mesmas (Long et al., 2015). Além disso, atua como precursora na sintese

da L-metionina que, para os humanos, é um aminoéacido essencial que deve ser obtido da
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dieta (Ufaz e Galili, 2008). Mais recentemente, tem sido proposto que a via de sintese de
L-cisteina € um ponto de convergéncia entre trés vias do metabolismo primario: vias de
assimilacdo do carbono, do nitrogénio e do enxofre (Jobe et al., 2019).

Por estas raz0es, 0 objetivo do presente trabalho foi prospectar inibidores da OAS-TL
in silico utilizando estratégias de virtual screening pelo método de docking, apés
modelagem da enzima por homologia. Na sequéncia, os efeitos da S-benzil-L-cisteina
(SBC), um dos candidatos a inibidores selecionados, foram avaliados sobre os pardmetros
de crescimento em milho (Zea mays L.) e Ipomoea triloba L., teor de L-cisteina em
extrato bruto de milho e atividade da OAS-TL de Arabidopsis thaliana L. com intuito de

observar potencial acdo herbicida.

2. Materiais e métodos

Os experimentos in silico foram inicialmente desenvolvidos no Laboratério de
Bioquimica e Biofisica Computacional do Departamento de Tecnologia da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), Campus Umuarama — PR. As etapas in silico de drug
repositioning e virtual screening, assim como todos 0s experimentos in vivo e in vitro
foram desenvolvidos no Laboratério de Bioquimica Vegetal (BIOPLAN) do

Departamento de Bioquimica da UEM, Campus Maringé — PR.

2.1 Procedimentos in silico

2.1.1 Modelagem molecular por homologia e minimizacdo de energia da enzima OAS-
TL

A sequéncia de aminoacidos da enzima OAS-TL de milho (Zea mays L.) foi obtida a
partir do banco de dados do Uniprot (Magrane e Consortium, 2011). As estruturas
cristalogréficas utilizadas como moldes foram selecionados através do servidor BLASTp
no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2002).

O modelo tridimensional da enzima OAS-TL (ZmCSynt) foi obtido por substituicoes
pontuais na estrutura cristalografica do molde com relacéo a sequéncia de aminoacidos.
O programa utilizado foi 0 Coot (Emsley e Cowtan, 2004). O modelo final, por sua vez,
foi submetido a ciclos de minimizacéo de energia pelo método do gradiente conjugado

através do programa NAMD?2 (Phillips et al., 2005) de modo que as intera¢Ges da proteina
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com o ligante foram maximizadas. Inicialmente, todo o complexo foi imerso em uma
caixa periodica com limites de pelo menos 10 A da superficie mais externa da molécula
e contendo contra ions de sddio suficientes para neutralizar as cargas do sistema. Neste
ciclo, todos os atomos foram minimizados por 20.000 passos, exceto o piridoxal fosfato
(PLP) e o substrato OAS que se mantiveram fixos no espaco.

No ciclo seguinte, todos os atomos foram minimizados por 10.000 passos. E no
terceiro ciclo foi realizada a dindmica molecular das aguas por 30.000 passos, onde a
proteina, o PLP, a OAS e as aguas estruturais foram mantidas fixas no espaco. Por fim,
no ultimo ciclo de minimizacédo todos os &tomos foram minimizados por 20.000 passos.
A estrutura minimizada obtida no quarto ciclo foi utilizada para os estudos de redocking
e virtual screening (Bueno et al., 2019; Bueno et al., 2019; Ferro et al., 2020)

A esterioguimica do modelo final foi validada pelo grafico de Ramachandran, através
do programa Procheck (Bueno et al., 2019; Laskowski et al., 1996).

2.1.2 Simulacdes de redocking e virtual screening

Os protocolos de simulagdes utilizados na virtual screening foram validados pelo
método de redocking. Nesta etapa, foram utilizados dois programas com diferentes
algoritmos de busca e de pontuagdao, o AutoDock Wizard 4.2.3 (Morris et al., 2010;
Pacheco et al., 2013) e o Vina (Pacheco et al., 2013; Trott e Olson, 2010), ambos
implementados na interface grafica Pyrx 0.9. Os protocolos foram considerados validados
quando a posicdo do substrato OAS exdgeno sobrepds a posicdo do substrato OAS
modelado com a enzima OAS-TL, o qual apresentou um valor medio para o desvio medio
dos &tomos (RMSD) menor que 2.0 A.

Para a virtual screening foi montada uma biblioteca de ligantes semelhantes aos
inibidores da OAS-TL previamente conhecidos e depositados no banco de dados
BRENDA enzymes (Lee et al., 2017; Schomburg et al., 2013). Para a selecdo dos
candidatos foi utilizado o coeficiente de similaridade (indice de Tanimoto) maior que
70% (Lee et al., 2017; Schomburg et al., 2013) no banco de dados ZINC nas versdes 12
e 15 (Bueno et al., 2019; Irwin et al., 2012). A OAS exo6gena foi incluida na elaboragao
da biblioteca, de modo que, ao final da simulacdo, foram apenas considerados os
compostos melhor classificados em relagdo a OAS exogena. Os compostos selecionados

foram baixados em formato*.sdf.
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Os testes iniciais de virtual screening foram realizados no programa Autodock Wizard
4.2.3 através das diferentes orientacdes dos ligantes ao sitio ativo da enzima. Estas
orientagdes tridimensionais foram pesquisadas e ranqueadas baseando-se na pontuacao
do ligante e no melhor posicionamento de interacdo entre enzima e ligante (pose). Em
seguida, os compostos selecionados na primeira varredura foram submetidos a trés novas
repeticbes no Autodock Wizard 4.2.3 e mais quatro repeti¢des no programa Vina, com
intuito de selecionar ligantes com reprodutibilidade e eliminar resultados falso-positivos.

As moléculas selecionadas foram avaliadas pelos critérios abordados nas Regras de

Lipinski e critérios ADMETox através do DataWarrior program (openmolecules.org/)

(Bueno et al., 2019; Pacheco et al., 2013) como uma maneira de encontrar candidatos

eficazes.

2.1.3 Alinhamento das proteinas OAS-TL de milho, Ipomoea triloba L. e Arabidopsis

thaliana L.

O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal Omega
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al., 2011) e, em seguida, 0 programa
EsPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/) foi utilizado para mostrar o

alinhamento e a predicdo das estruturas secundarias no topo das sequéncias (Feldman-
salit et al., 2012; Robert e Gouet, 2014).

2.2 Procedimentos in vivo

2.2.1 Alterac@es no crescimento inicial em plantulas de milho e I. triloba

Sementes de milho (Zea mays L. cv. IPR-164) e de Ipomoea triloba L. foram
sanitizadas com hipoclorito de sédio 2% por 5 min, lavadas extensivamente com agua
deionizada e germinadas no escuro dentro de tubos de PVC preto e tubos de acrilico azul,
respectivamente. A germinagdo ocorreu entre duas folhas de papel filtro (Germitest®)
umedecidas com agua deionizada. Os tubos foram acondicionados em camaras de
germinacdo (Tecnal TE 400, Sdo Paulo, Brazil) por 72 h e temperatura em 25°C.

Vinte e cinco plantulas de milho e de I. triloba, com 3 dias de desenvolvimento e
comprimento uniforme de raizes (4 a 6 cm — milho; 2 a 4 cm — . triloba), foram

transferidas para suportes de acrilico com altura ajustavel (especificos para cada espécie)
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e, em seguida, para um recipiente de vidro contendo 200 mL (10 x 16 cm) e 150 mL (7 x
11 cm) de solugdo nutritiva ¥ de forga (pH 6,0) (Dong et al., 2006), respectivamente. A
solugéo nutritiva, contendo ou ndo SBC (125-1000 uM), foi substituida a cada 48 h. Os
recipientes contendo as plantulas foram mantidos em camaras de crescimento a 25°C por
24, 48 e 72 h em ambas as espécies de plantas, e adicionalmente no milho por 96 h, com
fotoperiodo 12/12 h, e densidade do fluxo de fotons (DFF) de 300 pmol m2 s, Os
comprimentos das raizes foram mensurados antes e apds a incubacdo para posterior
estimativa da variacdo do comprimento. O peso fresco das raizes foi determinado
imediatamente apds o periodo de incubacédo, sendo o peso seco verificado ap6s secagem
em estufa a 70°C por 72 h ou até obtencéo de peso constante.

Experimentos também foram realizados para verificar se a L-cisteina, quando
fornecida exogenamente, poderia reverter ou aliviar a inibigdo de crescimento de raizes
induzida pela SBC. Para isso, plantulas de milho e I. triloba foram cultivadas por 48 h,
como descrito acima, na auséncia ou presenca de 500 uM e 125 uM de SBC,
respectivamente. Neste experimento, o meio nutritivo foi suplementado com L-cisteina
0, 0,5, 1 ou 2 mM para a incubacdo do milho e 0 ou 1 mM para a incubagéo da I. triloba.
Ao final do experimento foram determinadas as variacbes do comprimento das raizes de
cada espécie analisada.

Os dados foram expressos em centimetros (cm) para a variagdo nos comprimentos das
raizes e em gramas (g) para peso fresco e seco. Cada experimento apresentou de trés a
nove repeticbes. O composto selecionado in silico (SBC) foi obtido da Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA), e todos os outros reagentes eram da classe mais pura disponivel.

2.2.2 Quantificacdo do teor de L-cisteina total em extrato bruto

A determinacdo do teor de L-cisteina foi obtida a partir de plantulas cultivadas em
hidroponia por 48 h de incubacdo, seguindo o protocolo experimental de cultivo e
tratamento descritos no topico 2.2.1 dos procedimentos in vivo. As plantulas de milho
foram incubadas em solucdo nutritiva (Dong et al., 2006) contendo ou nao SBC (0, 500 e
750 pM).

O teor de L-cisteina total foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ap6s extragdo e derivatizagdo com monobromobimane, seguindo um compilado
de métodos descritos por Dominguez-Solis et al., 2001; Hell e Wirtz, 2012; Newton et

al., 1981 e Rauser et al., 1991 com algumas modificacGes. Raizes frescas foram
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homogeneizadas em tamp&o de extracdo gelado (2,25 mL g de peso fresco) contendo
100 mM de tampé&o HEPES (pH 7,5) e 2,5 mM de ditiotreitol (DTT) utilizando almofariz
e pistilo. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 40000 g, por 50 min a 4°C. O
sobrenadante (extrato bruto) foi utilizado para as andlises e pdde ser armazenado em
freezer a -80°C por até uma semana.

Os grupos tiois foram reduzidos a 25°C em banho seco por 60 min através da mistura
de 130 pL do extrato bruto com 140 pL de tampédo TRIS-HCI 134 mM (pH 8,3) e 1 mM
de DTT. Em seguida, foi realizada derivatizagdo por 15 min, a 25°C em banho seco,
adicionando 30 puL de monobromobimane 3 mM. A reacdo foi interrompida com adicéo
de 700 pL de acido acético 5% em temperatura ambiente.

Apos a reacdo, as amostras (1 mL) foram filtradas através de uma seringa com filtro
especifico de 25 um (Merck-millipore® Co., Darmstadt, Alemanha) e o filtrado foi
analisado em cromatdgrafo liquido (LC-20 Proeminence HPLC System, Shimadzu®,
Japan) equipado com uma bomba de gradiente quaternaria LC-20AT, um detector de
fluorescéncia RF-20A, um autoinjetor SIL-20A e um forno de coluna CTO-20A. O
aminoéacido L-cisteina foi separado usando uma coluna de fase reversa Shimpack® CLC-
ODS (M) (250 x 4,6 mm e particulas de 5 um de didmetro) equipada com pré-coluna
equivalente (10 x 4,6 mm) por meio de gradiente com dois solventes: 100 mM de acetato
de potéssio pH 5,5 (“A”) e metanol 100% (“B”). O gradiente consistiu no aumento e
subsequente diminuicdo gradual de “B” em relagdo a “A” como segue: 25:75 em 0 min,
100:0 em 30 min e 25:75 em 40 min, com fluxo de 1,0 mL min®. O detector de
fluorescéncia foi ajustado para excitacdo de 380 nm e emissdo de 480 nm. O tempo de
retencdo e a concentragdo da L-cisteina foram determinados utilizando uma curva padréo
de L-cisteina 97% (Sigma-Aldrich) com intervalo de concentracdo de 10 a 100 uM.
Foram utilizadas de trés a quatro repeticdes por tratamento e os teores de L-cisteina foram

expressos em mg g* de peso fresco.
2.3 Procedimentos in vitro
2.3.1 Expressao e purificacdo da proteina AtOAS-TL
A sequéncia de nucleotideo que codifica a proteina OAS-TL de A. thaliana (AtOAS-

TL) foi clonada em vetor bacteriano (pET28a) entre os sitios de restricdo Ndel e BamHI

pelo grupo de pesquisa do Institute Donald Danforth Plant Science Center, na cidade de
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St. Louis, Missouri, Estados Unidos. Este plasmideo contendo o gene selvagem da
AtOAS-TL foi gentilmente cedido pelo pesquisador Joseph M. Jez. A expressdo desta
proteina foi realizada de acordo com Bonner et al., 2005 com modifica¢des. Apds a
transformacédo da construgdo em Escherichia coli da cepa BL21(DE3), as células foram
crescidas em meio liquido Luria-Bertani (LB), contendo o antibidtico canamicina
(50 pg mL™), sob agitacdo, a 37°C até atingir densidade 6ptica entre 0,6-0,8. Em seguida,
a inducdo foi realizada com 1 mM de B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) durante 20 h a
20-25°C. Entdo, as células foram separadas por centrifugacdo (15 min, 5000 g, a 4°C) e
ressuspendidas em tampé&o TRIS-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol
1 mM, Tween 20 a 1% (v/v) e lisozima 0,1 mg mL™.

Apobs sonicacdo e centrifugacdo, o sobrenadante contendo a proteina AtOAS-TL
solavel foi eluido em uma coluna de cromatografia por afinidade ao niquel
(GE Heathcare). Durante a purificacédo foi utilizado o tamp&o TRIS-HCI 50 mM (pH 8,0)
contendo NaCl 500 mM e B-mercaptoetanol 1 mM. Este mesmo tampédo contendo
250 mM de imidazol foi usado para eluir a proteina de interesse da coluna. Em seguida,
as fracOes foram observadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e as
amostras contendo a maior concentracdo da enzima dialisadas em tampdo HEPES 25 mM
(pH 7,5), NaCl 100 mM e ditiotreitol (DTT) 1 mM. A dosagem de proteinas foi realizada
pelo método de Bradford (1976).

2.3.2 Determinacdo da atividade da AtOAS-TL na presenca e auséncia do inibidor
SBC

A atividade da AtOAS-TL foi determinada pela quantificacdo de L-cisteina através
do método de ninidrina, conforme descrito por Gaitonde (1967) e Bonner et al., (2005),
com modifica¢bes. O meio de reacdo continha tampdo HEPES 100 mM (pH 7,0), OAS
0-10000 uM, sulfeto de s6dio 10 mM (Na.S), DTT 2,5 mM e 0,075 ng puL* da enzima
AtOAS-TL em um volume total final de 100 pL. As reacdes foram iniciadas pela adicédo
de OAS e incubadas por 8 min a 25°C. As reacdes foram interrompidas pela adicdo 20 pL
de 4cido tricloroacético (TCA) 20%. Apos centrifugacdo (10000 g, 2 min), 100 pL do
sobrenadante foi homogeneizado com 100 pL do reagente de ninidrina. Esta mistura foi
mantida a 95°C por 5 min e resfriada em gelo por 5 min. Em seguida, foram adicionados
200 pL de etanol 100% gelado seguido de leitura a 560 nm. A velocidade maxima (Vmax)

e a constante de Michaelis-Menten (Km) foram determinadas através de um ajuste ndo
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linear de minimos quadrados usando o pacote estatistico GraphPad Prism® (verséo 6.0,
GraphPad Software Inc., USA). A inibicdo da atividade da AtOAS-TL pelaSBC (0, 2,5 e
5 mM) foi determinada a meia saturagdo com o substrato OAS (2,5 mM).

2.4 Anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram utilizadas 25
plantulas para cada parcela experimental (25 pléntulas = 1n). Os resultados foram
expressos como médias + erro padrdo da média (EPM) e as repeti¢bes variaram por
metodologia, sempre considerando um minimo de trés parcelas experimentais para cada
condicdo (controle e tratados).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico
GraphPad Prism® (Versio 6.0, GraphPad Software Inc., USA). Para os pardmetros de
crescimento inicial na presenca de L-cisteina foi utilizado analise de variancia
bidirecional (Two-way ANOVA) e o teste de comparacdo multipla de Tukey foi
selecionado para avaliar as diferencas entre os parametros.

Para os demais parametros, foi utilizado analise de variancia unidirecional (One-way
ANOVA) e as diferencas significativas foram analisadas no teste de comparacéo multipla
de Dunnett. Os valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos em

ambos 0s testes.

3. Resultados

3.1 Modelo tridimensional da enzima OAS-TL

A sequéncia de aminoacidos da enzima OAS-TL de milho (P80608) compreende 325
residuos dando origem a uma massa molecular de 34 kDa de acordo com o Uniprot. Uma
analise mais aprofundada da sequéncia de aminoacidos da OAS-TL de milho por
BLASTp forneceu dois modelos estruturais. O primeiro deles, a OAS-TL de A. thaliana
(PDB ID: 1Z7W) compartilha de 82% de identidade, sendo este utilizado como molde
para a proteina associada ao seu cofator enzimatico, o PLP. Como essa estrutura ndo
fornece as coordenadas espaciais do substrato OAS, modelamos esse ligante utilizando a
estrutura da OAS-TL de Haemophilus influenza L. (PDB ID: 4ZU6) que compartilha
identidade de 54%.
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A estrutura tridimensional da OAS-TL de milho foi modelada na forma de um
homodimero (Fig. 1). Primeiramente, foi gerada a cadeia B pelo programa UCSF
Chimera e incorporada na cadeia A do arquivo molde 1Z7W (dimero). Em seguida, as
cadeias A e B do homodimero estruturado e o molde 4ZU6 foram sobrepostos usando o
programa Coot, sendo as substituicdes necessarias dos residuos de aminoacidos
processadas de acordo com a sequéncia de interesse.

Além das substituicBes dos residuos de aminoacidos, foram incorporadas nas duas
cadeias a OAS e mais duas moléculas de agua (posi¢bes 537 e 556). Em adicdo, 0
aminoacido GIn'*’ (Q) foi rotacionado para a por¢do mais favoravel das duas cadeias. Por
fim, o0 modelo foi submetido a ciclos de minimizagéo de energia.

O modelo final da OAS-TL (Fig. 1) mostrou 90,6% dos residuos em regides
permitidas no grafico de Ramachandran (Fig. 2), 0 que demonstra a excelente qualidade

estereoquimica da estrutura modelada.

3.2 Validacao do protocolo de docking e virtual screening

Para estabelecer o protocolo de simulacdo de docking ideal e viabilizar o uso do
modelo final da OAS-TL de milho em estudos de virtual screening, foi realizado o
redocking utilizando os programas Autodock Wizard 4.2.3 e Vina, os quais forneceram
um RMSD de 0,64 A e scores médios de -6,74 Kcal mol* e -6,60 Kcal mol?,
respectivamente.

A biblioteca de compostos semelhantes aos inibidores da OAS-TL foi elaborada a
partir do banco de dados BRENDA enzyme. A biblioteca montada continha 683 ligantes
com similaridade maior que 70% com os inibidores da OAS-TL depositados no banco de
dados. Os 683 ligantes foram testados nos dois programas em quatro repeticdes cada,
resultando em sete candidatos a inibidores. Além das pontuacdes obtidas, todos os
ligantes apresentaram um posicionamento entre enzima e ligante considerados adequados
em comparacdo a OAS enddgena (pose).

Ap0s os testes de validagdo (regras de Lipinski e ADMETox) dos ligantes, resultaram
apenas os compostos S-benzil-L-cisteina (SBC) com pontuacéo igual a -7,0 Kcal mol™ e
coeficiente de particdo (XlogP) igual a -0,91 (Fig. 3A) e o0 2-amino-3-
fenilsulfonilsulfanil-propandico (AFESULPRO) com pontuagéo igual -7,55 Kcal mol™ e
XlogP igual a -1,60 (Fig. 3B). Destes, a SBC foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis,
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MO, USA) e testada quanto a sua atividade herbicida sobre plantas de milho e I. triloba.

O AFESULPRO sera testado em experimentos futuros apds necesséria sintese quimica.

3.3 Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos das proteinas OAS- TL de
milho, 1. triloba e A. thaliana

Realizou-se o alinhamento das sequéncias de milho, I triloba e A. thaliana a fim de
verificar os residuos conservados e os residuos ativos ligados ao sitio ativo da enzima
OAS-TL. O alinhamento das isoformas demonstrou identidade acima de 80% e
similaridade acima de 88% entre os residuos de aminoacidos das trés espécies avaliadas.

Além do alto indice de residuos conservados (destacados em vermelho), foi possivel
observar as regides ativas para formago do sitio ativo da enzima. A Lys*® (K) formando
a base de Schiff com o PLP determina a posi¢ao do sitio ativo e os residuos que interagem

com o substrato a Thr’”, Ser” (TS) e o GIn'*® (Q) destacados em amarelo (Fig. 4).

3.4 Efeitos da SBC no crescimento inicial em plantulas de milho e I. triloba

A Figura 5 mostra o efeito inibitério da SBC no crescimento de raizes de milho
(Fig. 5A, B e C) e de |I. triloba (Fig. 5D, E e F) (comprimentos e pesos) nos diferentes
periodos de incubacdo (24, 48, 72 e 96 h). Quando comparado as plantas controle, os
comprimentos reduziram em 36,4-40,4% nas concentracdes de 125 a 750 uM (milho)
(Fig. 5A) e em 58,4-76,7 % nas concentracfes de 125-1000 uM (I. triloba) (Fig. 5D)
com apenas 24 h de incubacao.

Nos periodos de 48 e 72 h, as raizes de milho demonstraram reducdo nos
comprimentos de 44,8-54,3% e acima de 62% nas maiores concentracdes de SBC (750 e
1000 puM), respectivamente. Além destas, na incubacdo por 72 h, as concentracOes de
125 uM e 500 uM de SBC reduziram os comprimentos em 17% e 44,3%, nesta ordem
(Fig. 5A). Em raizes de 1. triloba o efeito inibitdrio do crescimento foi mais expressivo
alcancando um intervalo de reducéo de 68,9-79,6% em 48 h e de 61-90 % em 72 h nas
diferentes concentracdes de SBC (125-1000 uM) (Fig. 5D). Além dos trés periodos
apresentados, o milho foi submetido a incubacdo por 96 h na presenca do composto, 0s
comprimentos apresentaram reducdo de 20-68,3% com as concentracbes de SBC
aumentando de 125 a 1000 uM (Fig. 5A).
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O peso fresco (Fig. 5B) e o peso seco (Fig. 5C) de milho foram influenciados de
maneiras diferentes pelo tratamento com SBC nos quatro periodos de incubagdo. O peso
fresco em 24 h, quando comparado ao controle, teve uma reducdo média de 13% nas
concentragdes de 125 a 1000 puM e o peso seco apresentou 0 dobro desta média (26%)
entre as concentragdes de 250 a 1000 uM. Em 48 h, o peso fresco reduziu 29,5% e 23,7%
com 750 e 1000 pM, respectivamente. Neste mesmo periodo apresentou uma redugéo do
peso seco de 18-35,3% com o aumento progressivo da concentracdo de SBC (125 a
1000 puM).

Contrariamente, nos periodos de 72 e 96 h de incubacdo, o peso fresco foi afetado em
todas as concentragcbes de SBC com uma reducdo de 22,8-46,8% e 39,7-61,6%,
respectivamente. Ao passo que, em 72 h, 0 peso seco apresentou uma média de reducéo
de 28% entre as trés maiores concentracdes (500, 750 e 1000 uM), e em 96 h, de 45% em
todas as concentracdes analisadas.

O peso fresco (Fig. 5E) e o peso seco (Fig. 5F) de I. triloba em 24 h, apresentaram
uma reducdo media de 14%, sendo significativa no peso fresco nas concentracées de 250
a 1000 uM de SBC e no peso seco, a reducdo foi significativa nas concentragdes de 250,
750 e 1000 puM do composto. No periodo de incubacdo de 48 h para I. triloba, o peso
fresco reduziu um valor médio de 18% em todas as concentracfes de SBC analisadas,
enquanto a reducdo no peso seco foi significativa apenas nas concentracdes de 750 e
1000 uM em 13,7% e 21,2%, respectivamente. Diferentemente, o periodo de 96 h de
exposicdo a SBC reduziu em 24,8-36,7% o0 peso fresco, e em 12,7-29% 0 peso seco nas

cinco concentracbes de SBC avaliadas.

3.5 Efeitos da SBC no crescimento inicial de milho e de I. triloba na presenca de L-

cisteina

A reducdo no conteudo do aminoacido L-cisteina, por ser o produto da enzima OAS-
TL na via de assimilacdo do enxofre, pode representar uma das principais causas da
inibicdo do crescimento em plantas de milho e I. triloba expostas ao SBC. Desta forma,
para verificar uma possivel reducdo da sintese de L-cisteina induzida pela SBC, néds
avaliamos se a suplementacdo com L-cisteina exdgena poderia aliviar ou reverter a
inibicdo do crescimento nas duas espécies de plantas tratadas com SBC. A Figura 7
mostra as alteracdes no comprimento de raizes de plantulas de milho (Fig. 7A) e I. triloba

(Fig. 7B) cultivadas em solugdo nutritiva suplementadas com L-cisteina.

18



588
589
590
501
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621

Observou-se que para este parametro, na auséncia de L-cisteina, ocorreu reducéo de
27,8% no comprimento de raizes das plantulas de milho tratadas com 500 uM de SBC,
quando comparado ao controle. Por outro lado, na presenca de qualquer concentragéo de
L-cisteina ndo foi observada diferencas significativas entre plantas controle e tratadas
com SBC (Fig. 7A).

O comprimento de raizes em 1. triloba suplementadas com L-cisteina demonstrou um
efeito reversivo maior do que o apresentado no milho. Pode-se observar uma reducgéo
significativa de cerca de 69% no comprimento das raizes de plantulas de I. triloba na
auséncia de L-cisteina e reducédo de 25,6% na presenca de 1 mM do aminoé&cido, quando

comparada as plantas tratadas com 125 uM de SBC e o controle.

3.6 Efeitos da SBC no teor de L-cisteina obtidos a partir do extrato bruto

Os resultados a respeito do teor de L-cisteina obtidos do extrato bruto de raizes de
milho submetidas a 48 h de incubacéo na presenca e auséncia do SBC, demonstraram um
decréscimo de cerca de 18,5% no teor do aminoacido em extrato de plantas tratadas com

750 uM do composto selecionado in silico, quando comparadas ao controle (Fig. 8).

3.7 Inibicéo da atividade da AtOAS-TL na presenca de SBC

A via de assimilacdo do enxofre pelas plantas é apta a reduzir o SO4> inorganico
obtido do solo a L-cisteina, por meio da catalise final da via através da OAS-TL. A partir
dos resultados obtidos nos topicos 3.5 e 3.6 em que se observou uma reducdo na sintese
de L-cisteina induzida pelo tratamento com SBC in vivo, nos motivou a demonstrar o
mecanismo da enzima AtOAS-TL por meio da determinacdo da Vmax € Kw, in vitro, assim
como o efeito da SBC na enzima.

A Figura 9A mostra a curva de saturacdo para a AtOAS-TL na presenca de Na.S
saturante (10 mM) e concentracBes crescentes de OAS. A Vmax € a Ku obtidas foram,
respectivamente, 43,41 umol min* g prot e 2649 uM. Sob meia saturagdo com OAS,
foram observadas reducdes de 42,6% e 53% na atividade quando na presenca de 2,5 e
5 mM de SBC, respectivamente (Fig. 9B).
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4. Discussao

Em nosso estudo, a estrutura da OAS-TL de milho modelada apresentou qualidade
estereoquimica que permitiu selecionar de forma eficaz dois compostos que apresentaram
score energético menor que o do substrato e posicionamento no sitio ativo semelhante ao
mesmo, sugerindo que estas substancias séo potenciais inibidores desta enzima (Fig. 3A
e B).

A SBC (Fig. 3A), um dos compostos selecionados, foi testada in vivo com intuito de
verificar uma possivel inibicdo da OAS-TL. No presente trabalho, os resultados de
crescimento em plantas jovens de milho e de I. triloba demonstraram que a exposicéo a
SBC em diferentes concentragfes foi responsavel pela diminuicdo dos parametros
biométricos observados nas duas espécies (Fig. 5A a F), com maior reducdo no
comprimento de raizes de plantulas de I. triloba (Fig. 5D). O visivel efeito redutor no
comprimento de raizes, peso fresco e seco deste 6rgdo em ambas as espécies permite
inferir que a via de assimilagc@o do enxofre foi afetada (Fig. 6A e B).

Além da clara interferéncia negativa da SBC observada nos parametros de
crescimento discutidos acima, sintomas relacionados a deficiéncia de enxofre foram
observados, principalmente, no apice foliar de milho (Fig. 6A). A ocorréncia de clorose
(amarelamento) da porcdo apical das folhas sugerem fortemente a falta do
macronutriente. A clorose das folhas provavelmente esta relacionada com o
comprometimento na sintese da coenzima S-adenosil-L-metionina (SAM) (Staehelin,
2015; Taiz et al., 2017), que atua em uma das etapas da biossintese das clorofilas a/b
(Christoffoleti e Nicolai, 2016; Tomaz et al., 2015).

Estes resultados estdo atrelados a reducédo dos teores de L-cisteina, produto da OAS-
TL, ocasionando problemas na sintese de varios compostos contendo enxofre, além de
inviabilizar a formacdo das estruturas tridimensionais das proteinas devido a ndo
formacdo das ligacBes dissulfeto entre os grupos tidis dos residuos de L-cisteina,
resultando na diminuicdo do tamanho dos 6rgdos e consequentemente interferindo em
suas biomassas (Fig. 5A e F) (Long et al., 2015). Nas andlises de quantificacdo do teor de
L-cisteina a partir do extrato bruto de raizes de milho incubadas na auséncia e presenca
de SBC, observamos que na maior dose testada (750 uM) ocorreu uma diminui¢do
significativa de 18,5% no teor do aminoéacido (Fig. 8), 0 que nos permite sugerir que a

SBC pode atuar como inibidora da OAS-TL e reduzir a biossintese de L-cisteina in vivo,
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comprometendo a sintese de moléculas dependentes de enxofre (Long et al., 2015; Taiz
etal., 2017).

Nossos resultados corroboram com alguns artigos de reviséo, 0s quais pontuam que a
caréncia de enxofre em plantas como Glycine max, Manihot esculenta e A. thaliana
ocasionam reduc¢do no crescimento, além de alteracdo nos teores de etileno e diminuicdo
de varios metabolitos primarios e secundarios subjugados a presenca de enxofre
(Krishnan and Jez, 2018; Wawrzynska et al., 2015). Ademais, estudos genéticos
apresentaram uma outra perspectiva entre a reducdo do crescimento e interferéncia
negativa na nodulacdo de G. max com a via de assimilagdo do enxofre, através da
superexpressdo da OAS-TL (Krishnan e Jez, 2018).

Com propdsito de confirmar o comprometimento na sintese de L-cisteina causada pela
inibicdo da OAS-TL, verificamos o comprimento das raizes de milho e I. triloba
incubadas com 500 uM e 125 uM de SBC, respectivamente, e suplementadas em solucao
nutritiva com L-cisteina, produto da via de assimilacdo do sulfato. Nossos dados
revelaram que a L-cisteina fornecida no meio foi capaz de reverter, ainda que
parcialmente, o efeito inibitorio da SBC sobre os parametros de crescimento
(Fig. 7A e B), reafirmando que a integridade das etapas da via de assimilacédo do sulfato,
em particular da enzima OAS-TL que catalisa a sintese da L-cisteina, é indispensavel para
o0 desenvolvimento das plantas (Long et al., 2015; Taiz et al., 2017).

No entanto, apesar das duas espécies de plantas apresentarem reducéo nos parametros
de crescimento quando submetidas ao tratamento com SBC em diferentes concentracoes,
pode-se observar que as plantulas de milho pareceram mais tolerantes a SBC que a
plantulas de I. triloba, quando comparamos os resultados de crescimento (Fig. 5A e D).
Além disso, a I. triloba respondeu de forma mais eficiente que o milho ao experimento
de reversdo proposto pela suplementacdo de L-cisteina no meio (Fig. 7A e B). Os dados
mostram que na I. triloba a redu¢do do comprimento das raizes tratadas com 125 uM de
SBC foi significativamente menor nas plantas que receberam 1 mM de L-cisteina em
solucdo nutritiva em comparacao as que ndo foram suplementadas (Fig. 7B).

Para tentar compreender os diferentes efeitos sentidos entre as espécies
experimentais, realizamos o alinhamento da sequéncia de aminoacidos de trés isoformas
da OAS-TL. Aisoforma de A. thaliana, a qual foi utilizada como molde da OAS-TL para
modelagem da OAS-TL de milho e no ensaio enzimatico, isoformas de I. triloba e milho,
utilizadas nos ensaios in vivo, com o intento de verificar possiveis altera¢des nos residuos

de aminoacidos que explicassem tais resultados. Porém, observamos alta identidade e
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similaridade entre as sequéncias analisadas, inclusive os residuos de aminoacidos
relacionados ao sitio ativo e a interacdo com o substrato OAS s&o altamente conservados
nas trés espécies (Fig. 4).

Desta forma, os diferentes graus de toleréncia observados nos ensaios in vivo nao
podem ser explicados pela estrutura priméria da enzima OAS-TL. Contudo, podemos
sugerir que o grau dos efeitos sentidos pelas plantas de milho e I. triloba pode estar
relacionado a classificagdo em que se enquadram, monocotiledoneas e dicotiledoneas,
nesta ordem. Isto porque, estas classes apresentam estruturas fisiolégicas diferentes, tais
como raizes (fasciculada ou pivotante), estrutura caulinar (colmo ou tronco), organizacao
dos feixes vasculares (irregulares ou em circulo), desenvolvimento da bainha (paralela ou
reticulada) (Taiz et al., 2017), todas estruturas indispensaveis para o bom funcionamento
dos diferentes metabolismos das plantas, tais como absorcdo de nutrientes, equilibrio
hidrico, fotossintese, transpiracdo, respiracdo, dentre outros.

Por consequéncia das diferencas fisiologicas entre o milho e a I. triloba, a absorcao
da SBC, bem como os efeitos sentidos pela sua presenca nos parametros estudados podem
responder de forma mais marcante nas plantas dicotiledoneas, como a |I. triloba
observadas neste trabalho. Porém, estudos adicionais com outras especies de
monocotiledéneas e dicotiledoneas precisam ser realizados para confirmar esta
proposicao.

Por fim, ensaio enzimatico foi realizado para observar a atividade da enzima na
presenca do substrato (Fig. 9A) e comprovar o efeito inibitério da SBC, selecionado in
silico, na atividade da enzima OAS-TL (Fig. 9B). Este resultado agrega maior
confiabilidade aos resultados obtidos nos procedimentos in vivo, confirmando a potencial
acdo herbicida que o composto apresenta.

Em conclusdo, os experimentos de modelagem e virtual screening possibilitaram
identificar dois compostos candidatos a inibidores da enzima OAS-TL de milho. Um
destes inibidores candidatos, a SBC, parece interagir mais fortemente com o sitio ativo
do que o préprio substrato OAS, j& que apresentou menor score energético (-7,0
kcal mol 1) do que a OAS (-6,6 kcal molt). A SBC reduziu significativamente o
crescimento inicial de plantulas de milho e I. triloba e o teor de L-cisteina das raizes,
sugerindo sua atividade inibitéria sobre a OAS-TL in vivo. E confirmando a acdo

inibitéria do composto, 0 ensaio enzimatico demonstrou este efeito in vitro.
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Figura 1. Estrutura tridimensional da O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) de milho

(homodimero) modelada com o substrato O-acetilserina (OAS) e o cofator piridoxal-

fosfato (PLP).
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Figura 2. Grafico de Ramachandran da O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) que
demonstra as conformagdes mais estaveis dos angulos diédricos vy (psi) versus ¢ (phi) e
dados obtidos com base na analise de 118 estruturas com resolucio de pelo menos 2.0 A
e fator R menor que 20% (Procheck).
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Figura 3. Compostos selecionados in silico através da drug repositioning e virtual

screening considerados com melhor classificagdo em relagdo ao substrato O-acetilserina
exdgeno (OAS) (-6,6 kcal mol™?). O composto S-benzil-L-cisteina (SBC) (-7,0 kcal mol™?
e XlogP igual a -0,91) (A) foi testado nos experimentos in vivo do presente trabalho. E o
composto 2-amino-3-fenilsulfonilsulfanil-propandico (AFESULPRO) (-7,55 kcal mol-1

e XlogP igual a -1,60) (B) seréa testado em experimentos futuros apds necessaria sintese.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da O-acetilserina(tiol) liase (OAS-

PHN

TL) de milho, Ipomoea triloba e Arabidopsis thaliana. Os residuos altamente
conservados estdo identificados em vermelho e os residuos ativos para a ligacdo do
substrato O-acetilserina (OAS) e a formacéo do sitio ativo estdo marcados em amarelo. O
alinhamento e a predicdo das estruturas secundarias no topo das sequéncias foram
realizadas no programa EsPript 3.0, utilizando o modelo da estrutura cristalina da
proteina OAS-TL de A. thaliana (PDB 4AEC) (o = hélices o indicadas como espirais; 3
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Figura 5. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC) (0, 125, 250, 500, 750 e 1000 uM) no
comprimento (A e D), peso fresco (B e E) e peso seco (C e F) de raizes principais de
milho (A, B e C) e Ipomoea triloba (D, E e F), ambos incubadas por 24, 48 e 72 h, sendo
o milho incubado também por 96 h. As médias £ EPM (n = 3 a 9) marcadas com * diferem
do controle de acordo com o teste de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de
significancia de P < 0,05. As cores dos asteriscos (*) correspondem aos respectivos

periodos de incubacéo.
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984  Figura 6. Desenvolvimento das plantulas de milho (A) por 96 h de incubacéo e Ipomoea
985 triloba (B) por 72 h de incubacdo (periodos maximos de incubagdo) na presenca ou ndo
986 de S-benzil-L-cisteina (SBC) (125-500 uM) diluidos em solugdo nutritiva (pH 6,0),
987  substituidas a cada 48 h.
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Figura 7. AlteracGes no comprimento de raizes principais de milho (A) e Ipomoea triloba
(B) submetidos a 48 h de incubacdo com 500 uM e 125 uM de S-benzil-L-cisteina (SBC),
respectivamente. A incubagé@o do milho ocorreu na presenca ou ndo de L-cisteina em trés
concentragdes diferentes (0,5, 1 ou 2 mM) e a da I. triloba apenas na auséncia e presenca
de L-cisteina 1 mM. As médias + EPM (n = 3 a 4) marcadas com letras (a, b, c) diferem
entre si de acordo com o teste de Tukey (Two-way ANOVA) com nivel de significancia
de P <0,05.
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Figura 9. Atividade da O-acetilserina(tiol) liase de Arabidopsis thaliana (AtOAS-TL)
expressa em Escherichia coli da cepa BL21(DE3) e purificada atraves de coluna de
cromatografia por afinidade ao niquel (GE Heathcare). Curva de saturacdo para a
AtOAS-TL realizada com o substrato O-acetilserina (OAS) sob concentragdes saturantes
de sulfeto de sddio (Na2S) (A). Inibicdo da atividade da AtOAS-TL pela S-benzil-L-
cisteina (SBC) realizada a meia saturacdo com o substrato OAS (B). As meédias £ EPM
(n = 3 em 3 replicatas independentes) marcadas com * diferem do controle de acordo

com o teste de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de significancia de P < 0,05.
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66 kDa

35 kDa

14 kDa

1064

1065 Figura S1. Analise da proteina O-acetilserina(tiol) liase de Arabidopsis thaliana
1066  (AtOAS-TL) em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% purificada por cromatografia
1067  de afinidade ao niquel. Coluna 1, marcador de peso molecular de 66, 37 e 14 kDa. Colunas
1068 2 a 6, eluicdo da coluna de cromatografia por afinidade utilizando o tampédo TRIS-HCI
1069 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, pB-mercaptoetanol 1 mM e imidazol 250 mM. A proteina
1070  AtOAS-TL, contendo a cauda de poli-histidina, possui uma massa molecular aparente de
1071 37 kDa. As fracdes 3 e 4 foram submetidas a dialise e, em seguida, utilizadas para 0s
1072  ensaios de cinética enzimatica.
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CAPITULO I

ARTIGO:

S-Benzil-L-cisteina reduz o crescimento e a fotossintese de plantas de milho
inibindo a expressédo de proteinas da cadeia de transporte de elétrons fotossintética

e do ciclo de Calvin

Este artigo sera submetido ao Periddico New Phytologist
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Resumo

Os efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC), uma substancia inibidora da via de assimilagdo do
enxofre, sobre o crescimento e a fotossintese de plantas de milho foram investigados.

Plantas de milho foram cultivadas em vasos contendo substrato vermiculita suplementado com
1 e 5 mM de SBC por 14 dias. Os impactos da SBC sobre a fotossintese foram monitorados
através da realizacdo de curvas de resposta a luz e ao CO2 (A/C;), bem como pela determinacao
da fluorescéncia da clorofila a. Uma anélise do proteoma das folhas foi realizada para avaliar
os efeitos da SBC sobre a sintese de componentes proteicos fotossintéticos. O conteudo total
de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas folhas também foi monitorado.

A SBC reduziu drasticamente o crescimento das plantas de milho. As analises de trocas gasosas
revelaram que as plantas de milho apresentaram reduzida taxa de assimilagdo de CO> devido as
limitacOes estomatica e ndo estomatica. Em adicéo, a SBC inibiu a expressao de importantes
componentes da cadeia de transporte de elétrons fotossintética (fotossistemas | e I1, citocromo
b6f e ATP sintase) e de enzimas do ciclo de Calvin, alguns dos quais possuem enxofre em seus
grupos prostéticos. Como consequéncia da reduzida taxa de fluxo de elétrons, o contetdo de
EROs foi significativamente aumentado nas folhas.

Em conjunto, nossos dados mostraram que a SBC pode impactar a fotossintese de plantas de
milho através da indisponibilidade de L-cisteina e/ou enxofre assimilado para a sintese de
proteinas e grupos prostéticos envolvidos no transporte de elétrons e na assimilacdo do CO»

fotossintéticas.

Palavras-chave: Fluorescéncia da clorofila a, metabolismo do enxofre, O-acetilserina(tiol)

liase, S-benzil-L-cisteina, trocas gasosas.
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Introdugao

O enxofre € um macronutriente essencial para as plantas (Gigolashvili & Kopriva, 2014). Ele é
um importante componente dos aminoécidos L-cisteina e L-metionina e de outros compostos
sulfatados, dentre os quais destacam-se coenzimas, grupos prostéticos, centros ferro-enxofre,
S-adenosilmetionina, glutationa, sulfolipideos, glucosinolates dentre outros (Kopriva et al.,
2012, 2019; Koprivova & Kopriva, 2014). Devido a esta ampla distribui¢cdo bioguimica, a
deficiéncia de enxofre impacta negativamente o crescimento, o desenvolvimento, a resisténcia
a doencas e a qualidade nutricional das culturas (Kopriva et al., 2019). As plantas podem captar
sulfato (SO+*) do solo em um sistema de cotransporte com prétons (H*) (Gigolashvili &
Kopriva, 2014) e, em seguida, incorpora-lo em L-cisteina através da via de assimilacéo redutiva
do enxofre (Jez et al., 2016). A L-cisteina € o produto primario desta via assimilatéria, sendo
direta ou indiretamente o metabolito precursor para uma vasta gama de compostos organicos
sulfatados nas plantas (Takahashi et al., 2011; Pivato et al., 2014; Jobe et al., 2019). Em adicéo,
ela também é importante para a manutencédo da estrutura tridimensional das proteinas devido a
possibilidade de formacdo de ligacdes dissulfeto.

Embora as raizes possam assimilar o SO4>", a maior parte deste nutriente é translocado para
as folhas. Nas células fotossintéticas ou radiculares, a assimilacio do SO+ ocorre no interior
dos plastideos. Na via de assimilacdo redutiva do enxofre, a incorporagdo do SO4> em L-
cisteina envolve etapas de ativagdo, redugdo e incorporacdo. Primeiramente, o SO4* ¢ ativado
a adenosina 5’-fosfosulfato (APS), com gasto de ATP, em uma reacdo catalisada pela ATP
sulfurilase (Takahashi et al., 2011; Kopriva et al., 2019). Em seguida, a APS redutase reduz o
sulfato ativado em sulfito (SOs*) usando a glutationa reduzida como doadora de elétrons.
Entdo, a sulfito redutase transfere seis elétrons da ferredoxina reduzida para o SOs?,
convertendo-o em sulfeto (S2) (Koprivova & Kopriva, 2016). Finalmente, a L-cisteina é
formada na reacgéo da O-acetilserina(tiol) liase (OAS-TL) através da condensagdo do S* com a
O-acetilserina (OAS), esta Ultima produzida pela combinacéo entre acetil-CoA e L-serina na
reacdo da serina acetiltransferase (Takahashi et al., 2011). Em uma via secundaria, 0 APS pode
ser fosforilado em 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS), que subsequentemente atua como
um doador de grupos sulfato para peptideos, hormdnios e metabdlitos especializados
(Takahashi et al., 2011; Koprivova & Kopriva, 2016; Kopriva et al., 2019).

Nas plantas, a sintese de L-cisteina representa um ponto de convergéncia entre 0S
metabolismos de carbono, nitrogénio e enxofre. Resumidamente, as reacdes de assimilacdo

fotossintética do carbono fornecem o esqueleto carbonico, enquanto as reagdes de assimilacéo
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do nitrogénio incorporam este elemento no aminodcido L-serina. Por sua vez, a via de
assimilagdo do enxofre se encarrega de reduzir o SO+% a S* e incorpora-lo na OAS que sera
usada na sintese de L-cisteina (Jobe et al., 2019). Embora seja evidente a imbrincada relacdo
entre estas trés vias assimilativas, pouco ainda é conhecido sobre os mecanismos regulatorios
que as integram. N&o obstante, sabe-se que o metabolismo do enxofre pode afetar a capacidade
fotossintética das folhas, uma vez que este elemento esta envolvido no transporte de elétrons
fotossintético (como elemento constituinte de centros ferro-enxofre, citocromo béf, e
ferredoxina, por exemplo) e no metabolismo redox (glutationa) (Chan et al., 2013). Além disso,
foi recentemente demonstrado que a fotorrespiragcdo pode estimular a assimilagédo do enxofre
através da producdo de L-serina, a qual pode ser usada para a sintese de L-cisteina de novo
(Abadie & Tcherkez, 2019). Em adicdo, a converséo de L-glicina em L-serina na fotorrespiracéo
envolve o metabolismo do metil-tetrahidrofolato necessario para a sintese de L-metionina de
novo (Abadie & Tcherkez, 2019), enquanto a formacdo de glicina parece importante para a
sintese de glutationa (Noctor et al., 1996).

Devido a sua importancia capital no metabolismo vegetal, as enzimas da via de assimilagédo
de enxofre tém sido sugeridas como possiveis alvos para o desenvolvimento de novos
herbicidas (Hirase & Molin, 2003). Assim, com o objetivo de desenvolver um herbicida com
novo sitio de acdo, nos identificamos, recentemente, a S-benzil-L-cisteina (SBC) como um
inibidor da OAS-TL capaz de reduzir dramaticamente o crescimento de plantulas de milho e
Ipomoea tribola devido a reducédo da sintese de L-cisteina in vivo (Foletto-Felipe et al., 2021).
Dessa forma, no presente estudo nds investigamos os impactos da SBC sobre o crescimento e
fotossintese de plantas de milho através da realizacdo de curvas de resposta a luz e ao CO;
(A/Ci), bem como através da determinacdo da fluorescéncia da clorofila a. Para investigar as
respostas das plantas de milho expostas a SBC em nivel de proteoma, nos realizamos uma
analise protedmica quantitativa comparativa. O conteldo total de espécies reativas de oxigénio

(EROs) nas folhas também foi monitorado.

Materiais e Métodos

Procedimentos de semeadura e crescimento das plantas

Sementes de milho (Zea mays L. cv. IPR-164) foram sanitizadas com hipoclorito de sodio 2%

por 5 min, lavadas extensivamente com agua deionizada e semeadas diretamente em vaso de
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plastico preto (5,0 x 5,8 x 4,2 cm) preenchido com 100 g de substrato de pinus e vermiculita na
razdo 1:1. Cada vaso recebeu uma semente, a qual foi semeada 2,5 cm abaixo da superficie. Os
vasos foram umedecidos até a capacidade de campo pela adi¢do de 130 mL de &gua e, em
sequida, foram acondicionados em sala de cultivo de plantas com temperatura de 25 °C,
fotoperiodo 12/12 h e DFF de 300 umol m™ s, onde permaneceram por 14 dias. Até a
emergéncia das primeiras folhas, os vasos foram regados, a cada 48 h, com 50 mL de &gua ou
solucdo aquosa de SBC 1 ou 5 mM (pH 6,0). Apo6s a emergéncia das primeiras folhas, os vasos
foram regados, a cada 48 h, com 50 mL de solucéo nutritiva de Hoagland (pH 6,0) (Hoagland
& Arnon, 1938) contendo ou ndo SBC 1 ou 5 mM, até o final do experimento.

No 14° dia de cultivo, as plantas foram removidas dos vasos para determinagdo do
comprimento e peso fresco da raiz principal, colmo e 22 folha com ligula expandida bem
definida. O peso fresco também foi mensurado para as raizes adventicias e o diametro do colmo
foi verificado utilizando um paquimetro aco inox Universal digital 150 mm. O peso seco dos
materiais biologicos coletados ndo foi mensurado, pois alguns 6rgéos (folhas e raizes principais
e adventicias) foram estocados em nitrogénio liquido para futuras analises de proteémica.

Os dados foram expressos em centimetros (cm) para comprimento de raiz, folha e colmo, e
em milimetros (mm) para o didmetro do colmo. Os resultados de peso fresco foram expressos
em gramas (g). Cada andlise foi realizada com no minimo trés plantas por tratamento. A SBC
foi obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), e todos 0s outros reagentes eram da classe

mais pura disponivel.

Analise combinada dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Os parametros avaliados de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram obtidos a partir
de plantas adultas cultivadas em substrato e vermiculita por 14 dias em ambiente com
temperatura e umidade controlados, seguindo o mesmo protocolo experimental de cultivo e
tratamento descritos no topico anterior. Todas as medidas foram realizadas no 14° dia na mesma
porcdo foliar da 22 folha com ligula expandida bem definida de no minimo trés plantas para
cada tratamento (0, 1 e 5 mM de SBC).

Estes parametros foram analisados por meio da combinacdo entre medicGes de trocas
gasosas e fluorescéncia multifase através do sistema portéatil de fotossintese com fluorémetro
acoplado Li-6800-F2 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA). As medidas de trocas gasosas ocorreram
entre as 7:00 e 15:00 h, porém os dados s6 foram considerados quando as variaveis analisadas

dentro do mesmo grupo experimental apresentaram invariabilidade. A metodologia foi
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adaptada para plantas C4 com base em Galazzi (2011), de Sousa (2012), Loriaux et al. (2013),
Moualeu-Ngangue, Chen & Stutzel (2017), Moriwaki et al. (2019) e Zhou, Akgay & Helliker
(2019).

As taxas de assimilagdo do CO, (A, umol m?2 s1), a transpiracdo (E, mmol m?2 s?), a
condutancia estomatica (gs, mol m2 s1) e a concentragéo intercelular de CO; (ci, umol mol™)
foram mensuradas a partir da curva de resposta a luz [2000, 1900, 1800, 1700, 1600, 1500,
1400, 1200, 1000, 800, 600, 400, 200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 25 e 0 pmol m? s* de
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA)]. As condi¢Bes da camara
foliar foram controladas para manter o CO2 em concentragdo préxima a ambiente
(400 pmol mol™) e em concentracéo saturante (2000 pmol mol™).

A partir da curva de resposta de A & DFFFA foi possivel calcular o rendimento quéntico da
fotossintese (o) [(umol CO2 M2 s71)/(umol foton m 2 s71)], assimilacio maxima de CO2 (Amax),
0 ponto de compensacao da luz (Pcomp), 0 ponto de saturacdo da luz (Psat) € a taxa de respiracdo
(Rd). Estes parametros foram estimados utilizando os modelos matematicos linear e hiperbolico
(Machado et al., 2005; Moriwaki et al., 2019).

A curva Alci foi fundamentada no modelo proposto por Zhou et al. (2019), o qual foi
adaptado para plantas C4 a partir do modelo utilizado em plantas Cz (Sharkey et al., 2007). Para
determinacdo dos parametros de velocidade maxima de carboxilacéo da ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenasse (Rubisco) (Vemax, pmol m2 s1), taxa de transporte de elétrons
fotossintéticos (J, pumol m2 s1) e velocidade méaxima de carboxilagdo da fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEP carboxilase) (Vpmax, umol m 2 s!) foram definidos os pontos de concentracio
de CO2 como 400, 200, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 400, 400,
500, 600, 700, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 e 2000 pmol mol™* sob intensidade luminosa
de 1400 pmol m? s, Em cada ponto, os dados foram registrados quando a concentragio
intercelular de CO- se equilibrava entre 60 a 120 s.

Juntamente com as medic¢des de trocas gasosas, as medidas de fluorescéncia da clorofila a
foram realizadas utilizando a abordagem de flash multifasico descrita por Loriaux et al. (2013)
com adaptacdes. O flash foi ajustado para luz vermelha saturante igual a 8000 pumol m2s?,
com trés fases de 300 ms de comprimento cada e profundidade da rampa de 25%. Apds 10 h de
adaptacdo ao escuro foram determinadas a fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia maxima
(Fm) e o rendimento quantico maximo do fotossistema Il (PSII)(F./Fm), onde Fy corresponde a
diferenca entre Fm e Fo (Marchiosi et al., 2016).

Nas condicOes adaptadas a luz, ap6s 25 a 30 min de aclimatacdo por planta, foram

mensurados em conjunto com as andlises de trocas gasosas 0s seguintes parametros: eficiéncia
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quantica fotoquimica efetiva (Fv'/Fm"), rendimento quantico efetivo (¢PSII), taxa de transporte
de elétrons no PSII (ETR), quenching fotoquimico (gP) e quenching ndo-fotoquimico (NPQ)
(Genty et al., 1989; Galazzi, 2011). Estes parametros foram determinados sob DFFFA de 1400
umol m2 sem duas condigBes de concentragdo de CO, mantidas na camara foliar (400 e 2000
pmol mol™).

Todas as avaliagOes foram realizadas utilizando uma cabega sensora com camara foliar de
2 cm?, temperatura em 27 °C e o déficit de pressdo de vapor controlado entre o ar e a folha
(DPV) em 0,2 KPa com vazéo de 700 umol s. As folhas menores, principalmente as tratadas
com 5 mM de SBC, que ndo apresentaram largura suficiente para completar a camara foliar,
tiveram suas areas calculadas pelo programa ImageJ. Além da fluorescéncia adaptada ao escuro
e ao claro, foi estimado o contetdo de clorofila por meio do indice SPAD (SPAD-502, Konica
Minolta, Ramsey, USA).

Andlise da emissao da fluorescéncia rapida ou polifasica (OJIP)

A emissdo da fluorescéncia da clorofila a foi medida durante a fase de desenvolvimento do
milho (14° dia) utilizando um sistema portatil de fotossintese com fluorémetro acoplado Li-
6800-F2 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA) buscando obter informacdes sobre os parametros
estruturais e funcionais em relacdo ao desempenho e atividade da maquinaria fotossintética.

As leituras foram realizadas ap6s adaptacdo das plantas ao escuro por 10 h. A emissédo da
fluorescéncia transiente da clorofila a foi induzida em uma area de 2 cm? da 22 folha com ligula
expandida bem definida pela exposi¢cdo da amostra a um pico de luz vermelha de 8000
umol m 2 st e duragdo de 1000 ms. Em uma escala de tempo logaritmica, a fluorescéncia
transiente da clorofila a péde ser observada desde a fluorescéncia inicial (Fo), considerada a
intensidade de fluorescéncia em que todos os centros de reacdo do PSII estdo oxidados (abertos)
e corresponde ao nivel de fluorescéncia no tempo (tro) de 50 us segundo; e a fluorescéncia
méxima (Fm) obtida quando todos os centros de reacdo do PSII encontram-se reduzidos
(fechados) e o tempo maximo (trm) corresponde ao pico em 650 nm devido a mais alta
intensidade luminosa da luz vermelha actinia. O aumento da fluorescéncia é usualmente exibido
em mais dois passos seguintes entre Fo (tro = 50 us) e Fm (trm), que sdo denominados de
fluorescéncia no ponto J e no ponto I, no tempos de 2 ms (tr;) € 30 ms (tr1), respectivamente
(Strasser et al., 2000; Schansker et al., 2006).

Os diferentes niveis de fluorescéncia (Fo, F3, Fie Fm) foram mensurados nas mesmas plantas

avaliadas para os parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, tanto controles,
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como tratadas (1 e 5 mm de SBC). Cada analise foi realizada com no minimo sete plantas por

tratamento.

Determinacdo do conteudo total de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O conteudo total de EROs foi quantificado usando diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina
(Jambunathan, 2010).

Extracdo de proteinas soluveis totais para estudo de proteoma

No presente estudo, o tratamento com 5 mM de SBC foi o que mais evidentemente alterou o
crescimento, a producdo de EROs e a fotossintese de plantas de milho, sendo, portanto, o
tratamento selecionado para a realizacdo do estudo do proteoma de folhas de milho. Para isso,
folhas (1 g) foram homogeneizadas em 4 mL de meio de extragéo gelado contendo tampé&o Tris-
HCI 20 mM (pH 8,3), KCI 1,5 mM, DTT 10 mM, PMSF 1 mM e dodecil sulfato de sodio 0,1%.
Em seguida, a amostra foi sonicada por 10 s a uma amplitude de 40%. Este procedimento foi
repetido por mais nove vezes, estabelecendo-se um intervalo de repouso de 1 min em banho de
gelo entre as sonicacbes. Entdo, a amostra foi transferida para eppendorf e centrifugada
(18000 g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante reservado em um tubo falcon gelado. A amostra foi
fracionada em cinco aliquotas de 300 uL e, a cada uma das fracdes, foi adicionado 1,2 mL de
acetona pura gelada, permitindo-se que a precipitacdo das proteinas procedesse overnight. No
dia seguinte, as aliquotas foram centrifugadas (18000 g, 10 min, a 4 °C) e os sobrenadantes
descartados. Os pellets foram gentilmente ressuspendidos em 150 pL de bicarbonato de aménio
50 mM contendo ureia 8 M. As aliquotas foram combinadas e a quantificacdo das proteinas
realizada através do método de Bradford (1976). Entdo, a amostra foi finalmente diluida com
bicarbonato de amonio 50 mM para uma concentragio final de proteina de 1 pug uL™* e uma

concentracdo final de ureia de 1,6 M.

Preparac¢do de amostra para aquisicio NanoUPLC-MSE

Uma aliquota de 50 pL da amostra de proteinas a 1 pg uL™* foi mantida em banho seco a 60 °C
por 30 min e, entdo, adicionados 2,5 uL de DTT 100 mM. Em seguida, a amostra foi resfriada

a temperatura ambiente antes da adi¢do de 2,5 pL de iodoacetamida 300 mM. Ap6s 30 min no
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escuro e a temperatura ambiente, foram adicionados 10 pL de tripsina 0,05 pg pL™ (razéo
1:100), com leve homogeneizagdo. As amostras foram digeridas a 37 °C em banho seco por 16—
20 h. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 10 pL de acido trifluoroacético 5%. Apos
incubacdo por 1 h, as amostras foram centrifugadas a 30000 g, por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um epperdorf e reservado em banho de gelo até 0 momento
da analise por NanoUPLC-MSE (Murad & Rech, 2012; Silva et al., 2017).

Aquisicdo NanoUPLC-MSE

A separacdo dos peptideos tripticos em cromatografia liquida (LC) nanoescala foi realizada
usando um sistema nanoACQUITY™ (Waters Corporation, EUA) equipado com uma coluna
de fase reversa C18 1,7 um % 100 pum x 100 mm e uma pré coluna Symmetry C18 5 pm x 5
mm X 300 um (Waters). As amostras de proteinas digeridas foram transferidas para a pré-coluna
usando uma solugdo aquosa de 4cido férmico 0,1% sob um fluxo de 6 uL min™* durante 2 min.
Entdo, os peptideos foram separados usando um gradiente de 0—-40% da fase B (acetonitrila)
em relacio a fase A (4cido formico 0,1%) por 103 min sob um fluxo de 6 uL min, seguido por
um enxague de 10 min com 85% da fase B. A coluna foi reequilibrada com as condicdes iniciais
durante 20 min. A temperatura da coluna foi mantida a 35 °C durante a corrida. O carregamento
da coluna com a amostra foi de 2 a 4 g de proteina. Todas as analises foram realizadas usando
nano-ionizacao eletrospray no modo positivo e uma fonte de ionizacdo NanoLockSpray
(Waters, EUA). A calibracdo inicial do espectrémetro de massas foi realizada com uma solucéo
de leucina encefalina 200 fmol pL? fornecida pela fonte de ionizacdo NanoLockSpray,
enquanto a calibragio final foi realizada com formiato de sodio 100 fmol pL™* fornecido através
do sistema da fluidica. O spray de referéncia foi amostrado a cada 30 s durante as corridas. Os
dados de tempo exato de retencio de massa nanoLC-MSE foram coletados em um modo
alternado de aquisicdo de baixa energia e elevada energia. O tempo de aquisicdo de espectros
continuos em cada modo foi de 1,5 s com um atraso interscan de 0,1 s. No modo MS de baixa
energia, os dados foram coletados com energia de colisdo constante de 3 eV. No modo MS de
energia elevada, a energia de colisdo foi aumentada de 12 para 45 eV durante cada espectro de
1,5 s. A radiofrequéncia aplicada ao analisador de massa quadrupolo foi ajustado de modo que
os ions de 50 a 2000 m/z fossem transmitidos de forma eficiente, o que garantiu que quaisquer
fons menores que 50 m/z observados nos dados de LC-MS fossem apenas derivados de
dissocia¢des na TRAP T-wave collision cell (Murad & Rech, 2012; Silva et al., 2017).
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Processamento de dados e identificagao de proteinas

Apo6s a identificacdo das proteinas, os dados quantitativos foram empacotados usando
algoritmos dedicados e pesquisando em um banco de dados com parametros padrdo para
contabilizar os ions. Os bancos de dados usados foram revertidos "on-the fly" durante as
consultas ao banco de dados e anexados ao banco de dados original para avaliar a taxa de
descobertas falso positivas (FDR) durante a identificagdo. Os programas ProteinLynx Global
Server (PLGS) v.3.0.3, com Identity® e Expressiont v.3.0.3 (Waters), foram usados para o
adequado processamento dos espectros e condi¢des de pesquisa de banco de dados. Um banco
de dados manualmente revisado de Zea mays (UP000007305) disponivel na Uniprot foi usado
para identificacdo das proteinas, apés a sua randomizado com PLGS 3.0.3 para gerar um banco
de dados concatenado. O méximo de clivagens perdidas pela tripsina foi de até uma e as
tolerancias de erro para ions precursores e fragmentos foram determinadas automaticamente.

Os critérios de identificagdo de proteinas também incluiram a deteccéo de pelo menos dois
ions de fragmento por peptideo, cinco fragmentos por proteina e a determinacao de pelo menos
um peptideo por proteina. A identificacdo da proteina foi permitida com uma FDR de 4% em
pelo menos trés réplicas de injecBes técnicas. Foi especificada como modificacdo fixa a
carbamidometilacdo de Cys e como modificacdo variavel a oxidacdo de Met. As proteinas
coletadas foram organizadas pelo algoritmo da ferramenta PLGS Expressiont em uma lista
estatisticamente significativa que correspondeu a taxas de regulacdo mais altas ou mais baixas
entre os diferentes grupos. Para quantificacéo das proteinas, o software PLGS v3.0.3 foi usado
com o algoritmo Identity® usando a metodologia Hi3. Os valores quantitativos foram calculados
em média em todas as amostras, e 0s desvios padrdo em P < 0,05 foram determinados usando
o software ExpressionE. Apenas proteinas com uma razéo de log2 de expresséo diferencial entre
as duas condi¢6es maior ou igual a 1,2 foram consideradas (Murad & Rech, 2012; Silva et al.,
2017).

Andlise de anotacdo funcional das proteinas

Anotacdo funcional das proteinas e identificacdo das vias metabdlicas foi realizada usando
Kobas 3.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3/?t=1) (Xie et al., 2011).
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Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os experimentos com plantas
adultas, cada parcela foi representada por um vaso contendo uma planta (1 planta = 1 n). Os
resultados foram expressos como médias + erro padrdo da média (EPM) e as repeticOes
variaram por metodologia, sempre considerando um minimo de trés parcelas experimentais
para cada condicdo (controle e tratado).

O pacote estatistico SigmaPlot® (Versdo 12.0, Systat Software Inc., USA) foi usado para
ajustar alguns parametros obtidos a partir da curva de resposta de A a DFFFA usando modelos
linear ou hiperbdlico. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote
GraphPad Prism® (Versdo 6.0, GraphPad Software Inc., USA). Para os pardmetros de
crescimento inicial na presenca de L-cisteina e para 0s parametros obtidos ap0s ajustes no
SigmaPlot® dos dados da curva de A em relagio a DFFFA foi utilizado anélise de variancia
bidirecional (Two-way ANOVA) e o teste de comparacdo multipla de Tukey foi selecionado
para avaliar as diferencas entre os parametros.

Para os demais parametros, foi utilizado analise de variancia unidirecional (One-way
ANOVA) e as diferencgas significativas foram analisadas no teste de comparagdo multipla de
Dunnett. Os valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos em ambos

0s testes.

Resultados

Efeitos da SBC sobre o crescimento de plantas de milho

De modo geral, a exposicdo a SBC alterou significativamente o crescimento das plantas de
milho, sendo verificadas reducdes em todos os parametros avaliados (Fig. 1). A raiz foi o 6rgao
mais afetado (Fig. 1F, | e K). Os comprimentos das raizes das plantas tratadas com 1 e 5 mM
de SBC foram 75,8% e 81,1% menores, respectivamente, do que o de plantas controle (Fig. 11I).
Os pesos frescos das raizes principais foram reduzidos em 50% no tratamento com 1 mM e em
95,8% no tratamento com 5 mM (Fig. K). Os pesos frescos das raizes adventiceas ndo foram
alterados pelos tratamentos, embora tenha sido verificada uma reducao de 80% neste parametro

apos exposicao das plantas a 5 mM de SBC (Fig. K).
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Os comprimentos das folhas ndo foram afetados pelo tratamento com 1 mM de SBC, mas
foram reduzidos em 55,3% no tratamento com 5 mM de SBC, quando comparado com o
controle (Fig. 1D e 1). Além disso, reducdes de 16,6% e 62% foram verificadas nos
comprimentos dos colmos de plantas expostas a 1 e 5 mM de SBC, respectivamente (Fig. 1E e
I). Também foram notadas reducdes de 27,6% e 89% nos pesos frescos de folhas, e de 30,5% e
86,5% nos pesos frescos de colmos, em plantas tratadas com 1 e 5 mM de SBC, respectivamente
(Fig. 1E e I). Os diametros dos colmos foram reduzidos em 26,7% e 63,8% nos tratamentos
com 1 e 5mM de SBC, respectivamente (Fig. 1J). E importante mencionar que as plantas de
milho tratadas com 5 mM de SBC ndo apresentaram crescimento e/ou desenvolvimento
significativo a partir do 6° dia de cultivo (Fig. 1A, B e C).

Nos também verificamos importantes alteracdes qualitativas nas plantas expostas a SBC.
Particularmente, as folhas das plantas tratadas com SBC foram evidentemente mais estreitas do
que as plantas controle, além de apresentarem necrose em sua porcao apical, sendo esta mais
pronunciada no tratamento com 5 mM de SBC (Fig. 1D e G). Clorose proxima a bainha e
clorose internerval de folhas jovens foram também notadas em ambos os tratamentos, sendo,
contudo, mais evidentes com 5 mM de SBC (Fig. 1G e H). Também foi possivel observar uma
coloracdo purpura mais intensa nos colmos de plantas tratadas com SBC do que em plantas
controle (Fig. 1E).

Efeitos da SBC sobre as trocas gasosas de milho analisadas sob diferentes concentragdes de

CO;

A exposicao de plantas de milho a 5 mM de SBC reduziu drasticamente a A, na regido da curva
de resposta a luz limitada pelo CO,, sob condigdo de CO, ambiente (400 umol mol™) e sob
condicdo de CO; saturante (2000 pmol mol™?) (Fig. 2A e B). Entretanto, na presenca de 400
umol mol™ de CO,, uma reducio mais discreta da A foi também evidente no tratamento com 1
mM de SBC (Fig. 2A), embora esta concentracao de SBC ndo tenha alterado a A sob condicdes
saturantes de CO: (Fig. 2B).

Os valores médios de E e gs, obtidos sob condi¢bes de CO, ambiente ou saturante,
demonstraram que estes parametros estdo intimamente relacionados (Fig. 3A-D).
Notavelmente, E e gs foram mais significativamente reduzidos sob condi¢do de CO, ambiente
do que sob condigéo de CO: saturante. Quando sob condigéo de CO. ambiente, ambos 0s
parametros, E e gs, sofreram reduces medias de 30% e 80% nos tratamentos com 1 e 5 mM de

SBC, respectivamente (Fig. 3A e C). No entanto, quando sob condic¢do saturante de CO», 0s
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mesmos parametros foram reduzidos significativamente apenas no tratamento com 5 mM de
SBC (Fig. 3B e D), apresentando uma reducao média de 50%. Nossos dados também revelaram
que o tratamento das plantas com 5 mM de SBC reduziu em 23% a ci sob condi¢do de CO>
ambiente (Fig. 3E), mas aumentou em 21,7% a c; sob condi¢do de CO; saturante (Fig. 3F). A
exposicdo das plantas de milho a 1 mM de SBC nédo alterou significativamente a ci,
independentemente da concentragdo de CO- fixada na cAmara de anélise.

A Tabela 1 mostra diversos pardmetros fotossintéticos determinados em plantas de milho
expostas a SBC, sob condi¢Ges de CO, ambiente e saturante, calculados através de ajustes
lineares (Fig. 2C e D) e ndo lineares (Fig. 2A e B) das curvas de resposta a luz. Quando em
comparagdo com o controle, ndo foram verificadas diferencas significativas no Pcomp de plantas
tratadas com SBC em ambas as condi¢fes de CO- utilizadas. No entanto, redu¢fes médias de
80% foram observadas no Psat de plantas expostas a 5 mM de SBC sob condic¢des de CO>
ambiente e saturante. Resultados similares foram notados para Amax € a. O tratamento das plantas
de milho com 5 mM de SBC reduziu em 86,5% e 78,8% a Amax Sob condi¢bes de CO2 ambiente
e saturante, respectivamente, quando comparado com o controle. Em adi¢do, o o, parametro
que determina a eficiéncia quantica da fotossintese, foi reduzido em 67,8% e 49% sob condicdes
de CO2 ambiente e saturante, respectivamente, ap0s exposi¢do das plantas a 5 mM de SBC.
Anmax € a ndo foram significativamente afetados no tratamento com 1 mM. Além disso, sob
condicdo de CO; ambiente, nés verificamos aumentos de 17% e 58% no Rd de plantas de milho
tratadas com 1 e 5 mM de SBC, respectivamente. Ndo foram notadas alteracGes significativas
no Rd das plantas de milho sob condigdo de CO: saturante, independente da concentracéo de
SBC utilizada.

Efeitos da SBC sobre o teor de espécies reativas de oxigénio

Plantas de milho expostas a 5 mM de SBC apresentaram conteudo de EROs 235% maior do
que plantas controle (Fig. S2). Embora o contetdo de EROs total tenha sido aproximadamente

50% maior nas folhas de plantas tratadas com 1 mM de SBC, esta alteracdo ndo foi significativa.

Efeitos da SBC sobre os parametros de fotossintese C4

Outro achado relevante do presente estudo foi a reducdo dos parametros de fotossintese Cs
(Vemax, Vpmax € J), calculados a partir das curvas A/ci, nas plantas de milho expostas ao SBC. A

Vemax € @ Vpmax foram reduzidas em 47,7% e 64,3%, respectivamente, apos exposi¢do das
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plantas a 5 mM de SBC (Fig. 4A). Em adi¢do, plantas tratadas com 5 mM de SBC apresentaram
J 53,8% menor do que plantas controle (Fig. 4B). N&o foram verificadas alteracoes
significativas na Vcmax, Na Vpmax € N0 J quando as plantas foram tratadas com 1 mM de SBC.

Efeitos da SBC na emissdo de fluorescéncia a com pulso modulado e na fluorescéncia

transiente (OJIP) de milho

Nossos dados revelaram que a SBC reduziu significativamente os parametros de fluorescéncia
da clorofila a determinados em plantas de milho adaptadas ao escuro. A fluorescéncia inicial
(Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm) foram reduzidas em 13,7% e 22%, respectivamente, nas
plantas tratadas com 5 mm de SBC (Fig. 5A). Consequentemente, uma estreita reducéo de 2,5%
na razdo Fv/Fm também foi verificada apos exposi¢cdo das plantas a 5 mM de SBC, quando
comparado com o controle (Fig. 5B).

Os parametros relacionados a fluorescéncia a em plantas adaptada a luz foram analisados
sob condicdes de CO, ambiente e saturante (Fig. 6). Para todos os parametros avaliados, exceto
Fv'/Fm” sob condigdo de CO, ambiente, redugdes foram verificadas apenas no tratamento com
5 mM de SBC. O ¢PSIlI e 0o ETR foram reduzidos em aproximadamente 70% em ambas as
condicdes de CO. utilizadas (Fig. 6A e E). A razdo F,'/Fn” foi menos alterada, apresentando
reducBes de 24% e 31,7% sob 400 e 2000 pumol mol de CO,, respectivamente (Fig. 6B). Além
disso, sob condi¢do de CO, ambiente, foi também observado um decréscimo de 8,3% na
concentracdo de 1 mM de SBC (Fig. 6B).

Os quenchings fotoquimico (qP) e ndo fotoguimico (NPQ), por sua vez, responderam ao
tratamento com 5 mM de SBC de forma antag6nica, sendo o gP reduzido em 70% em ambas
as condicdes de CO; utilizadas (Fig. 6C) e 0 NPQ aumentado em aproximadamente 1000% sob
CO; ambiente, apesar de ndo demonstrar alteracdes significativas sob CO. saturante (Fig. 6D).
O teor de clorofila verificado através do indice SPAD foi reduzido em 46,7% no tratamento
com 5 mM de SBC, mas néo foi significativamente alterado com 1 mM (Fig. 6F).

A Fig. S1 mostra as curvas de emissao de fluorescéncia transiente ou polifasica (OJIP) da
clorofila a de plantas de milho controle e tratadas com SBC (1 e 5 mM) ap6s 10 h de adaptacéo
ao escuro. Os pontos O, J, | e P representam os niveis de fluorescéncia Fo, Fj, Fi € Fm, nos
tempos de 50 ps, 2 ms, 30 ms e 0 trm em 200 ms, respectivamente. Apesar de ser possivel
observar uma reducdo a partir do ponto | em 5 mM do SBC, a mesma so foi significativa no

ponto P, em que foi constatado uma diminuigéo de cerca de 12% na Fm.
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Impactos da SBC no proteoma de folhas de milho e andlise de enriquecimento

Neste estudo, nds realizamos uma analise protedmica livre de marcagdo (LC/MSE) para
identificar as alteragdes no proteoma de folhas de plantas de milho expostas a 5 mM de SBC.
Um total de 110 proteinas ndo redundantes foram identificadas, 74 das quais expressas em
ambos os tratamentos, controle e SBC (Fig. 7 e Tabela 2). Cinquenta e cinco (55) proteinas
foram diferencialmente expressas entre folhas de plantas controle e tratadas com 5 mM de SBC,
sendo 28 downreguladas e 27 upreguladas (Fig. 7B e Tabela 2).

Para obter informacdes sobre os processos bioldgicos afetados pelo tratamento das plantas
de milho com SBC, nds examinamos as proteinas diferencialmente usando Kobas 3.0 (KEGG
Orthology Based Annotation System). Os resultados revelaram que as proteinas upreguladas
pela SBC foram relacionadas principalmente com as fun¢des moleculares ligagdo de DNA (10
proteinas), atividade de heterodimerizacdo de proteinas (8 proteinas), ligacdo de clorofila
(5 proteinas) e ligacdo de ion metalico (4 proteinas) (Fig. 7 C). Além disso, essas proteinas
foram encontradas por constituirem principalmente os processos bioldgicos montagem de
nucleossomo (8 proteinas), resposta ao estimulo de luz (4 proteinas), fotossintese (3 proteinas)
e coleta de luz no fotossistema | (3 proteinas) (Fig. 7D). Em adicéo, as proteinas upreguladas
foram principalmente classificadas nos componentes celulares nucleo (11 proteinas),
nucleossomo (11 proteinas), cloroplasto (4 proteinas), envelope do cloroplasto (4 proteinas) e
componente integral de membrana (4 proteinas) (Fig. 7E).

Por sua vez, as proteinas downreguladas foram principalmente classificadas nas funcdes
moleculares ligacdo de ion metalico (7 proteinas), atividade de transferéncia de elétrons
(5 proteinas), ligacdo de ATP (4 proteinas), ligacdo de magnesio (3 proteinas) e centros ferro-
enxofre (2 proteinas) (Fig. 7C). Estas proteinas também foram associadas aos processos
bioldgicos de fotossintese (8 proteinas), resposta ao estimulo de luz (3 proteinas), processo
metabolico de piruvato (3 proteinas) e ciclo redutor de pentose-fosfato (3 proteinas) (Fig. 7D).
Além disso, os componentes celulares cloroplasto (13 proteinas), membrana do tilacoide (6
proteinas), citoplasma (6 proteinas) e componente integral de membrana (3 proteinas) foram os

principalmente enriquecidos para as proteinas downreguladas (Fig. 7E).
Identificagao das proteinas envolvidas em termos de vias metabdlicas
A tabela 2 classifica as proteinas diferencialmente reguladas entre folhas de plantas controle e

tratadas com SBC em termos de vias metabélicas. E possivel verificar que as proteinas
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upreguladas foram associadas com 8 vias metabdlicas a saber: glicolise e gliconeogénese,
metabolismo do piruvato, fosforilacdo oxidativa, fotossintese, fixacdo do carbono em
organismos fotossintéticos, metabolismo do nitrogénio, traducdo proteica e proteinas de
associacdo ao cromossomo. Em glicdlise e gliconeogénese trés proteinas foram upreguladas
pela SBC (P08735, Q09054 e Q43247), correspondendo a gliceraldeidos desidrogenases
citosolicas. Em metabolismo de piruvato as proteinas upreguladas foram malato desidrogenase
NADP-dependente cloroplastidica (P15719) e a fosfoenolpiruvato carboxilase (P51059). O
tratamento com SBC também induziu a expressdo da subunidade beta da ATP sintase
mitocondrial (P19023) na via fosforilagdo oxidativa. Na via fotossintese, a SBC induziu a
expressao das proteinas CP47 (P05641) e PsbN (P68854) do centro de reacdo do PSII e de mais
trés proteinas de ligacdo as clorofilas a-b (P06671, P12329 e P27497). Seis proteinas foram
upreguladas na via de fixacdo do carbono em organismos fotossintéticos, gliceraldeido
desidrogenase (P08735, Q09054 e Q43247), malato desidrogenase NADP-dependente
cloroplastidica (P15719) e fosfoenolpiruvato carboxilase (P04711 e P51059). O tratamento das
plantas de milho com SBC também induziu a expresséo foliar de glutamina sintetase (P25462)
e ferredoxina nitrito redutase cloroplastidica, ambas enzimas da via metabolismo de nitrogénio.
Na via de traducdo de proteinas apenas uma proteina foi induzida, a proteina ribossomal
ubiquitina-40S S27a (P27923). Porém, oito proteinas de associacdo ao cromossomo foram
upreguladas pela SBC, sendo elas as histonas H2B.1 (P30755), H2B.2 (P30756), H2B.3
(Q43261), H2B.4 (P49120), H2B.5 (P54348), H3.2 (P69246), H4 (P62787) e H4.3 (Q41811).
Em adicao, duas proteinas de reparo e recombinacdo do DNA foram upreguladas, as proteinas
14-3-3-like protein GF14-6 (P49106) e 14-3-3-like protein GF14-12 (Q01526). Finalmente,
uma proteina com funcéo desconhecida denominada unknow protein from spot 32 of 2D-PAGE
of etiolated coleoptile (fragmente) (P80623) também foi induzida nas folhas das plantas tratadas
com SBC.

As proteinas reprimidas nas folhas de plantas tratadas com SBC foram associadas com 16
vias metabolicas, sendo elas glicolise e gliconeogénese, ciclo do &cido citrico, metabolismo de
amido e sacarose, metabolismo do piruvato, metabolismo do glioxilato e dicarboxilatos,
fosforilacdo oxidativa, fotossintese, fixacdo do carbono em organismos fotossintéticos,
metabolismo do enxofre, metabolismo de purinas, metabolismo de pirimidinas, metabolismo
de cisteina e metionina, traducdo de proteinas, degradacdo do RNA, via de sinalizacdo MAPK
e chaperonas e catélise de dobramento (Tabela 2). A enolase (P30792) foi a Unica proteina
reprimida na glicélise e gliconeogénese. A malato desidrogenase citosélica (Q08062), que atua

nas vias ciclo do &cido citrico, metabolismo de piruvato e metabolismo do glioxilato e
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dicarboxilato, bem como a beta-amilase (P55005) do metabolismo de amido e sacarose também
foram downreguladas. A SBC reprimiu ainda a enzima malica NADP-dependente
cloroplastidica do metabolismo do piruvato e as subunidades menor (P05348) e maior (P00874)
da ribulose bifosfato carboxilase (Rubisco) do metabolismo do glioxilato e dicarboxilato.

E importante destacar que a fotossintese foi a via metabdlica com o maior nimero de
proteinas reprimidas pela SBC. As principais enzimas reprimidas nesta via foram a subunidade
beta da ATP sintase cloroplastidica (P00827), citocromo b6 (P05642), citocromo f (P46617),
ferredoxina (P27787, 080429 e P27789), proteinas intensificadoras da evolucdo do oxigénio
(Q41048 e Q41806), clorofila a apoproteinas Al e A2 (P04966 e P04967) e subunidade VI
(065101) do centro de reacdo do PSI, centro ferro enxofre do PSI (P11601), proteina H do
centro de reacdo do PSII e Rubisco ativase (Q9ZT00) (Fig. 8). A SBC também reduziu a
expressdo das enzimas cloroplastidica gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (P09315), enzima
malica NADP-dependente (P16243), piruvato fosfato dicinase (P11155), transcetolase
(Q7SIC9) e subunidades menor (P05348) e maior (P00874) da Rubisco. Pertencentes a mesma
via metabolica, mas localizadas no citosol, a piruvato fosfato dicinase 2 (Q42368) e malato
desidrogenase (Q08062) foram também downreguladas pela SBC.

Nos metabolismos de enxofre e de cisteina e metionina as enzimas reprimidas pela SBC
foram cisteina sintase (P80608) e isoflavora redutase homéloga IRL (P52580). Os
metabolismos de purina e pirimidina também foram impactados pelo SBC, com reducéo das
enzimas adenilato cinase cloroplastidica (P43188) e nucleosideo difosfato cinase (P93805).
Finalmente, a proteina P1 acidica ribossomal 60S e a tiorredoxina tipo M cloroplastidica
pertencentes as vias de traducdo de proteinas e chaperonas e catalise de dobramento,

respectivamente, também foram reduzidas pela SBC.

Discussao

De modo geral, nossos dados revelaram que a SBC reduziu drasticamente o crescimento e a
fotossintese de plantas de milho. Curvas de resposta a luz e ao CO2 (A/ci), bem como analise da
fluorescéncia da clorofila a em plantas adaptadas a luz e ao escuro, sugeriram interferéncias da
SBC sobre o transporte de elétrons fotossintético e nas reacdes de assimilacdo do carbono.
Como demonstrado através de analise protedbmica quantitativa (LC/MSE), a SBC reduziu a
expressdo de proteinas constituintes do PSII, PSI, citocromo b6f, ferredoxina e ATP sintase
plastidial, proteinas cruciais para o adequando transporte de elétrons fotossintético. Além disso,

a expresséo de enzimas pertencentes as etapas de carboxilacdo, reducao e regeneracdo do ciclo
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de Calvin, e também do metabolismo fotossintético Ca, foi reduzida pela SBC, corroborando
os dados obtidos através das andlises de trocas gasosas, como descrito a seguir.

Como descrito anteriormente, a SBC reduziu significativamente o crescimento de plantas
de milho. Neste estudo, n6s sugerimos que o efeito priméario responsavel pela redugdo do
crescimento seja a inibicdo da OAS-TL, com consequente comprometimento da via de
assimilacdo do enxofre e reducdo na sintese de L-cisteina de novo. De fato, nés demonstramos
em trabalho anterior que a SBC pode inibir moderadamente a atividade da OAS-TL de
Arabidopsis thaliana in vitro, enzima que compartilha alta similaridade com suas homdlogas
em milho e Ipomea triloba (Foletto-Felipe, 2021a). Além disso, o efeito inibitorio sobre o
crescimento de plantas de I. triloba foi amenizado quando as plantas foram cultivadas em meio
suplementado com L-cisteina, comprovando a a¢do da SBC sobre a OAS-TL in vivo (Foletto-
Felipe, 2021a).

No presente estudo, nés notamos que a SBC induziu o aparecimento de sintomas
caracteristicos da deficiéncia de enxofre tais como o desenvolvimento de clorose internerval e
na bainha das folhas, folhas pequenas e estreitas e caules mais finos e com crescimento
longitudinal inibido (Fig. 1) (Haneklaus et al., 2008). A clorose das folhas provavelmente esta
relacionada com interferéncias na sintese da coenzima S-adenosil-L-metionina (SAM), que atua
em uma das etapas da biossintese das clorofilas a e b (Niyogi et al., 2015). Interessantemente,
as plantas de milho também apresentaram acimulo de antocianina nos caules, 0 que é
caracteristico da deficiéncia de fosforo (Vasconcelos & Raghothama, 2003; Leon-Cisneros et
al., 2019). Isso sugere que a acdo primaria da SBC sobre a via de assimilacdo do enxofre pode
ter impactado negativamente outros processos metabdlicos envolvidos com a captacdo de
nutrientes. De fato, tem sido mostrado recentemente que os metabolismos de carbono,
nitrogénio e enxofre estdo intimamente imbricados (Jobe et al., 2019).

Neste contexto, a analise do proteoma de folhas revelou que a expressao da cisteina sintase
foi inibida pela SBC, enquanto a de glutamina sintetase 2 cloroplastidica foi estimulada
(Tabela 2). A cisteina sintase compde um complexo hetero-oligomérico formado pelas enzimas
serina acetiltransferase (SAT) e OAS-TL (Takahashi et al., 2011). A maior expressdo de
glutamina sintetase 2 cloroplastidica pode estar associada com o acimulo de O-acetilserina
(OAS), o substrato da OAS-TL. Em concordancia com este achado, plantas de colza com quinze
dias de idade e submetidas a deficiéncia de enxofre, seguida pela restauracdo do suprimento de
enxofre e adicional suplementacdo de OAS, apresentaram estimulo da atividade de glutamina

sintetase nas folhas (Kaur et al., 2011).
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Curvas de resposta a luz constituem uma valiosa ferramenta para investigar as propriedades
fotossintéticas das folhas. Elas descrevem um comportamento hiperbolico da taxa de
assimilacdo liquida de CO- (A) como uma funcdo do aumento da densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFA) (Lobo et al., 2013; Lambers & Oliveira, 2019). Quando a
DFFA é igual a zero, nenhum CO2 pode ser assimilado e a taxa de respiracdo no escuro (Rd)
pode ser estimada. Sob baixas intensidades luminosas, incrementos da DFFA resultam em
aumento linear da A, uma regido da curva na qual a fotossintese é limitada pelo transporte de
elétrons impulsionados pela luz. Nesta regido € possivel encontrar 0 Pcomp, que corresponde ao
ponto no qual a taxa de CO; assimilado pela fotossintese se iguala a quantidade de CO; liberado
pela respiracdo. Em adicdo, a inclinacdo da reta revela o rendimento quéantico da fotossintese
(o). Sob altas DFFA, observa-se um platd no qual a fotossintese é dita saturada pela luz (Amax)
e limitada pela taxa de carboxilacdo do CO2 (Hall et al., 1993; Lambers & Oliveira, 2019).

Notavelmente, nossos dados revelaram que a SBC reduziu drasticamente o o, a Amax € 0 Psat
calculados a partir de curvas de resposta a luz em folhas de plantas de milho. O a descreve a
eficiéncia de utilizacdo da luz pela fotossintese, isto &, 0 nimero de moles de CO; fixados por
quanta de luz absorvido pela folha (Hall et al., 1993). Sua reducéo nas plantas expostas a SBC
aponta para interferéncias na absorcéo da energia luminosa ou na eficiéncia do transporte de
elétrons. De fato, a SBC reduziu o teor de clorofila nas folhas e estimulou a sintese de proteinas
de ligacdo as clorofilas a-b (complexo coletor de luz, CCL) (Tabela 2), provavelmente como
um mecanismo compensatorio. O CCL funciona como um receptor de luz que captura e fornece
energia de excitacdo aos fotossistemas com o0s quais estd intimamente associado. Em
concordancia com estes achado, a expressdo de CCLII em Dunaliella tertiolecta foi aumentada
por 3-(3,4-diclorofenil)-1-1-dimetilureia (DCMU), um inibidor do fluxo de elétrons da PQa
para PQg no fotossistema Il (PSIl) (Escoubas et al., 1995; Teramoto et al., 2002). Como
discutido posteriormente neste trabalho, a SBC também afetou o transporte de elétrons em nivel
de PSII.

Uma limitacdo estomatica para a fotossintese deve ser a causa para a significativa queda da
Amax nas plantas de milho expostas a 1 e 5 mM de SBC sob condicdo de CO, ambiente (Fig. 2A
e C). Essa hipotese é corroborada pela acentuada reducdo da gs, em associa¢do com a queda da
ci (apenas no tratamento com 5 mM de SBC), nestas plantas (Fig. 3C e E). Resultados similares
foram encontrado por Marchiosi et al. (2016) em plantas de soja expostas ao L-DOPA.
Entretanto, é importante destacar que a ci ndo foi reduzida na mesma magnitude que a gs, de
modo que alguma limitacdo ndo estomatica para a fotossintese pode ser esperada. Para

comprovar esta hipdtese, nos realizamos curvas de resposta a luz em plantas tratadas com 1 e
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5 mM de SBC sob condigdes saturantes de CO». Sob esta condic&o, a disponibilidade adicional
de CO; foi suficiente para elevar a Amax de plantas tratadas com 1 mM de SBC ao nivel do
controle (Fig. 3B). Entretanto, no tratamento com 5 mM, uma limitacdo ndo estomatica para a
fotossintese foi evidenciada pelo aumento da ci (Fig. 3F). Em termos bioquimicos, isso pode
ser interpretado como uma ineficiéncia das reagdes de assimilagdo do carbono em consumir o
CO. disponivel, culminando em seu acimulo. Esta analise nos permite concluir que a inibicdo
da fotossintese induzida pela SBC em plantas de milho estd atrelada a ambos limitacGes
estomatica e ndo estomatica (como depressdo na atividade do PSII, inibicdo do transporte de
elétrons e fotofosforilacdo) (Everard et al., 1994; Zhou & Yu, 2006).

Outra evidéncia de que o SBC afetou a fotossintese do milho foi a reducdo de 50% no J, ou
seja, na taxa transporte de elétrons oriundos da fotélise da &gua, 0 que pode ter impactado
negativamente a producdo de ATP e NADPH necessarios para assimilacdo do CO2. Em adicéo,
n6s também notamos reducao média de 70% na ETR, ®PSII e qP e de 30% na Fv'/Fm” de
plantas tratadas com 5 mM de SBC. De modo geral, estes dados sugerem que o transporte de
elétrons fotossintético foi afetado pela SBC, diminuindo a proporcdo da energia luminosa
absorvida que é enviada para a fase fotoquimica da fotossintese. Em contrapartida, o NPQ, que
representa o quenching nao fotoquimico, foi notavelmente maior nas plantas tratadas com SBC,
demonstrando que a energia absorvida pelos PSII e ndo utilizada na fotoquimica esta sendo
dissipada amplamente na forma de calor (Baker, 2008).

O Fv/Fm € uma medida da integridade estrutural do PSII (Lu, Cao, Feng, He & Jiang 2009).
Em resumo, uma queda em seus valores pode indicar um dano nas membranas dos tilacoides,
particularmente daquele associado aos fotossistemas ou inibicdo da transferéncia de excitacéo
de energia das antenas para os centros de reacdo (Krause & Weis 1984). Nossos resultados
demonstraram que as plantas de milho tratadas com SBC 5 mM apresentaram apenas uma
ligeira reducdo (2,5%) no Fv/Fm, confirmando a integridade estrutural dos PSII, ja que os
valores de Fv/Fm ficaram dentro dos limites (0,75-0,85) reportados para plantas ndo
estressadas (Araus & Hogan 1994).

Em adicdo, a SBC 5 mM reduziu significativamente a fluorescéncia transiente da clorofila
a no ponto P. A fluorescéncia neste ponto significa um acimulo da forma reduzida do aceptor
de elétrons quinona A (PQa) e, assim, o progressivo fechamento dos centros de reagdo (Strasser
et al., 2000) como resultado da baixa atividade de reoxidacdo de PQa". Dessa forma, nossos
dados sugerem um possivel comprometimento no transporte de elétrons fotossintético em nivel
de citocromo b6f. Em adicdo, o acumulo de PQa reduzida pode ter sido responsavel pelo

incremento de EROs nas folhas das plantas tratadas com SBC. Corroborando esta hipdtese,
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elevada producio de anion superdxido (0?) foi detectada em tilacoides de ervilha quando na
presenca de dinitrofenil-éter de 2-iodo-4nitrotimol (DNP-INT), um inibidor da oxidac&o de
PQH: pelo complexo do citocromo b6f (Y & Grace, 1999; Mubarakshina & Ivanov, 2010).

Notavelmente, nés verificamos uma reducdo na expressdo de importantes proteinas
constituintes do PSII, complexo do citocromo b6f, PSI e ATP sintase apds exposi¢do das plantas
a SBC (Fig. 8). Para facilitar o entendimento de como a SBC afetou o transporte de elétrons
fotossintético faremos uma detalhada descricdo de cada complexo proteico apontando as
principais subunidades reprimidas. O PSII é um grande complexo proteico que atua como uma
plastoquinona oxidoredutase (Gao et al., 2018). Ele usa energia luminosa para abstrair elétrons
da H.0, gerando Oz e um gradiente de proétons através da membrana do tilacoide que sera
posteriormente utilizado para a sintese de ATP. Nas plantas superiores ele existe como um
dimero, cada um dos quais possui mais de 20 proteinas, pigmentos antena e lipideos (Niyogi et
al., 2015). As proteinas D1 e D2 formam o nucleo do complexo, ligando os grupos prostéticos
P680, feofitina e plastoquinonas (PQa e PQg). As proteinas CP43 e CP47 séo dois complexos
antenas que compdem o centro de reacdo fotoquimica (Gao et al., 2018). Elas ligam clorofila a
e carotenoides centrais. Sob luz, elétrons sdo transferidos do P680 para feofitina e,
posteriormente, para as PQa e PQg, formando PQH, que possui mobilidade na membrana. O
P680* deficiente em elétrons é restaurado (reduzido) por um residuo de tirosina da proteina D1.
Subsequentemente, a proteina D1 é reduzida pelo complexo de evolucao do oxigénio anexo ao
PSII, formando H20, 2H" e %20, (Vinyard et al., 2019). Interessantemente, a SBC reduziu a
expressdo dos componentes D1, D2, CP43, CP47, PsbN, PsbH e PsbQ no PSII de plantas de
milho, impactando severamente o transporte de elétrons em nivel de PSIl. Embora ainda
obscuro, PsbN pode ter um papel na biogénese dos PSI e PSIl. Em adicdo, PsbQ é um
componente do complexo de evolugdo do oxigénio envolvido na otimizacéo da evolucdo do
oxigénio (Gao et al., 2018).

O citocromo b6f é um complexo proteico da membrana dos tilacoides que transfere os
elétrons do PQHz2, proveniente do PSII, para a plastocianina (PC), bombeando prétons para o
limen do tilacoide e contribuindo para a formacdo do gradiente eletroquimico de prétons
necessario a sintese de ATP (Malone et al., 2019). Ele é formado, basicamente, por um
citocromo b (PetB), que possui dois hemes denominados by e b, um citocromo f (PetA) e uma
proteina ferro-enxofre de Rieske (Niyogi et al., 2015). E importante destacar que citocromos
do tipo ¢ possuem o grupo heme ligado a proteina através de residuos de L-cisteina. No presente

estudo, nds verificamos uma reducdo da expressdo dos citocromos b6 e f apos exposi¢ao ao
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SBC. Dessa forma, a reducdo da sintese de L-cisteina pela SBC parece ter prejudicado a sintese
dos componentes deste importante complexo.

O PSI das plantas superiores contém cerca de 19 proteinas, estd localizado na membrana
dos tilacoides e atua como uma plastocianina-ferredoxina oxidoredutase dependente de luz
(Jensen et al., 2007). As proteinas PsaA e PsaB sdo seus principais componentes, formando um
heterodimero central que liga os principais transportadores de elétrons: P700, clorofila Ao,
Filoguinona (A1) e o centro 4Fe-4S (Fx). PsaC é a apoproteina para a ligacdo de dois centros
4Fe-4S adicionais, Fa e Fg, sendo essencial para a atividade fotoquimica do PSI. A PC traz
elétrons provenientes do complexo citocromo b6f, os quais sdo sequencialmente transferidos
para P700%, clorofila Ao, clorofila A1, centros 4Fe-4S Fx, Fa e Fg, a partir do qual os elétrons
sdo transferidos para a proteina soltvel ferredoxina (Fd) no lado estromal da membrana
tilacoide (Jensen et al., 2007; Caffarri et al., 2014; Mazor et al., 2015; Niyogi et al., 2015). A
Fd reduzida atua como doador de elétrons para reducao de NADP™, assimilagdo do nitrogénio
e reducéo da ligacdo dissulfeto da proteina regulatoria tiorredoxina. Como demonstrado neste
estudo, a SBC reduziu a expressdo das subunidades PsaA, PsaB e PsaC no PSI de plantas de
milho, bem como da Fd. Notavelmente, algumas dessas subunidades possuem centros 4Fe-4S,
demonstrando de modo contundente que a agdo da SBC sobre a via de assimilacéo de enxofre
prejudicou significativamente a formacéo de constituintes do PSI e impactou o transporte de
elétrons fotossintético e sintese de NADPH.

O gradiente de H* gerado através da membrana dos tilacoides pelo fluxo de elétrons
fotossintético pode ser utilizado para a sintese de ATP pelo complexo ATP sintase. Este
complexo enzimatico € formado pelas subunidades CFo e CF1 (Hahn et al., 2018). CFo
localiza-se na membrana tilacoide e ¢ constituido pelas subunidades a, b, b’ e c, esta tltima
fornecendo um caminho transmembrana para os prétons voltarem ao estroma. CF1 localiza-se
do lado estromal da membrana tilacoide, sendo constituido pelas subunidades v, €, 6, a ¢ p (em
uma estequiometria de vy, €, 8, a3 € B3), na qual a subunidade B possui a atividade de sintese de
ATP. Todas as ATP sintases rotativas séo totalmente reversiveis. Para evitar a hidrélise de ATP,
a CF1CFo ATP sintase tem uma insercdo de aproximadamente 40 aminoacidos na subunidade
Y que atua como interruptor no escuro por meio de uma ligacao dissulfeto, atenuando a atividade
de ATPase (Hahn et al., 2018). Essas ligacdes dissulfeto sdo mantidas reduzidas sob luz pela
acdo das tiorredoxinas e tiorredoxina redutase NADP-dependente (Carrillo et al., 2016).
Intrigantemente, a SBC reduziu a expressao de uma tiorredoxina cloroplastidica nas folhas das
plantas de milho. Além disso, a subunidade p de CF1 também foi reprimida pelo SBC, o que

pode ter sido uma resposta para diminuir a atividade ATPase quando da escassez do regulador
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tiorredoxina. Em resumo, a analise do proteoma de folhas de milho mostrou que a SBC inibiu
a expressdo de importantes componentes do PSII, citocromo b6f e PSI, justificando a reducdo
de Amax, J e ETR observada nas analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a. Além
disso, a possivel reducéo da sintese de NADPH e ATP na fase fotoquimica da fotossintese pode
ser a causa da limitacdo ndo estomatica para Amax evidente sob condicGes saturantes de COo.

Visando identificar as alteracGes nas reacdes de assimilagdo do carbono que culminaram
com a reducdo da Améx em folhas de plantas de milho expostas a SBC, nds realizamos curvas
de resposta ao CO; (A/ci). Curvas A/ci permitem calcular pardametros como Vemax, Vpmax € J, que
correspondem as taxas de carboxilagdo da Rubisco, da PEP carboxilase e de transporte de
elétrons fotossintético, respectivamente (Sharkey et al., 2007). Nossas analises revelaram que
a SBC, na concentracdo de 5 mM, reduziu drasticamente Vcmax, Vpmax e J, demonstrando que
as etapas iniciais da assimilacdo do CO, foram comprometidas. Nas células mesofilicas de
plantas C4 como o milho, o CO- é inicialmente hidratado a HCO3™ pela anidrase carbonica que,
em seguida, e fixado em oxaloacetato pela PEP carboxilase (Zhou et al., 2019). Entdo, a NADP-
malato desidrogenase converte o oxaloacetato em malato, que é posteriormente transportado
para as células envoltdrias do feixe vascular e descarboxilado pela enzima malica NADP-
dependente para produzir CO> e piruvato. Por sua vez, o CO: liberado pode ser fixado pela
Rubisco e demais reac6es do ciclo de Calvin, enquanto o piruvato é regenerado em PEP na
célula da bainha pela piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) numa reacdo que envolve o gasto
de ATP. Corroborando os resultados obtidos nas curvas A/ci, a analise do proteoma de folhas
das plantas expostas a SBC mostrou uma reducdo da expressdao de Rubisco (subunidades
grandes e pequenas), PPDK e enzima malica NADP-dependente. Em adi¢cdo, as enzimas
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e transcetolase, que participam, respectivamente das
etapas de reducdo e regeneracao do ciclo de Calvin, também foram reprimidas pela SBC. Por
outro lado, a expressdo da PEP carboxilase foi estimulada. Em conjunto, nossos dados sugerem
que a etapa de assimilacdo do COz nas plantas de milho expostas & SBC foi negativamente
impactada pela reducdo da expressao de enzimas exclusivas do metabolismo C4 e também do
ciclo de Calvin.

Em conclusdo, nossos dados permitem afirmar que a SBC reduziu drasticamente a
fotossintese de plantas de milho através de limitacdes estomética e ndo estomatica, como
evidenciado pelas analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a. De fato, uma analise
protedbmica quantitativa das folhas mostrou que a SBC reprimiu a expressdo de componentes
chaves dos PSII, PSI, complexo citocromo b6f e ATP sintase, bem como de enzimas do

metabolismo C4 e do ciclo de Calvin. Além disso, é possivel afirmar que as alteracGes
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observadas em nivel fotossintético foram causadas devido a indisponibilidade de L-cisteina e
enxofre assimilado para a sintese de tais proteinas e seus cofatores, ja que a SBC é uma
substancia inibidora da OAS-TL.
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Figura 1. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC) sobre o crescimento de plantas de milho. As
plantas foram regadas a cada 48 h com 50 mL de solugéo (pH 6,0) contendo ou ndo SBC 1-
5 mM. Plantas de milho controle (C) e tratadas com S-benzil-L-cisteina (SBC) aos 6 (A), 10 (B)

e 14 dias (C) de tratamento. Folhas (D), colmos (E) e raizes principais e adventicias (F) de
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milho apds 14 dias de tratamento com 1 ou 5 mM de SBC. A sequéncia dos tratamentos
realizados da esquerda para a direita nas figuras corresponde ao controle, 1 e 5 mM de SBC.
Em F as barras pretas representam os comprimentos das raizes principais. Necrose da por¢do
apical (G, seta preta), clorose proximo a bainha e clorose internerval (G e H, setas vermelhas)
em folhas de plantas de milho tratadas com 5 mM de SBC (os sintomas foram evidentes a partir
do 8° dia de tratamento). Alteragdes no comprimento de raizes principais (Raiz P), folhas e
colmos (1), didmetro dos colmos (J), peso fresco de raizes principais (Raiz P) e adventicias
(Raiz Adv) (K) e de folhas e colmos (L) de milho ap6s 14 dias de cultivo. Valores médios +
EPM (n = 3 a 10) marcados com asterisco (*) diferem do controle de acordo com o teste de

comparacao multipla de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de significancia 5% (P < 0,05).
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Figura 2. Resposta da assimilagdo de CO, (A,umol m2 s!) a densidade de fluxo de fotons

fotossinteticamente ativos (DFFFA) em concentracdo ambiente (400 umol mol™?) (A) e 2000

umol mol™? (B) de CO, na camara foliar. As figuras C e D mostram A em funcdo de DFFFA

em baixa irradiancia, nas condicdes de 400 e 2000 pmol mol! de CO, na camara foliar,

respectivamente.
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Figura 3. Efeitos S-benzil-L-cisteina (SBC) na transpiracdo (E, mmol m? s?) (A e B), na
condutancia estomatica (gs, mol m?2s1) (C e D) e na concentracio intercelular de CO; (ci, umol
mol?) (E e F) de folhas de milho mantidas em concentrages de CO, na camara foliar em 400
umol mol™? (A, C e E) e em 2000 umol mol™ (B, D e F) ap6s 14 dias de cultivo. Valores médios
+ EPM (n = 51 a 72) marcadas com asterisco (*) diferem do controle de acordo com o teste de
comparacdo multipla de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de significancia de 5% (P <
0,05).
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959
960 Figura 4. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC) na velocidade méxima de carboxilacdo da

961  Rubisco (Vemax, pmol m2 s1) (A), velocidade méaxima de carboxilagdo da PEP carboxilase
962  (Vpmax, pmol m2s71) (A) e taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J, pmol m2s™%) (B)
963  obtidos a partir da curva de A em funcdo de ci (umol mol?) nas folhas de milho cultivadas por
964 14 dias. Valores medios + EPM (n = 3) marcadas com asterisco (*) diferem do controle de
965 acordo com o teste de comparacdo multipla de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de
966  significancia de 5% (P < 0,05).
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Figura 5. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC) na fluorescéncia inicial (Fo) (A), fluorescéncia
maxima (Fm) (A) e no rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm) (B) verificados ap6s 10 h
de adaptacdo ao escuro das plantas de milho cultivadas por 14 dias. Valores médios + EPM
(n = 3 a 4) marcadas com asterisco (*) diferem do controle de acordo com o teste de
comparacdo multipla de Dunnett (One-way ANOVA) com nivel de significancia de 5% (P <
0,05).
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Figura 6. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC), ap6s 14 dias de cultivo, no rendimento efetivo
(dpsn) (A), na eficiéncia quéntica fotoquimica efetiva (Fv'/Fm) (B), nos quenchings
fotoquimicos (qP) (C) e néo fotoquimico (NPQ) (D), na taxa de transporte de elétrons (ETR)
(E) e no teor de clorofila (F) de folhas de milho em concentracdes de CO de 400 e 2000 pmol
mol! mantidas na cAmara foliar. Valores médios + EPM (n = 3 a 4) marcadas com asterisco (*)
diferem do controle de acordo com o teste de comparacdo multipla de Dunnett (One-way
ANOVA) com nivel de significancia de 5% (P < 0,05).
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Tabela 1. Taxa de respiracdo (Rd) (umol m 2 s1), ponto de compensacio da luz (Peomp) (umol m2s2), ponto de saturagio da luz (Psat) (umol

m~2 s71), assimilagdo maxima de carbono (Amax) (umol CO, m™2 st) e rendimento quantico da fotossintese (o) [(umol CO2 m2 s71)/(umol fotons

m~2 s71)] de milho em diferentes concentrages de CO, mantidas na camara foliar (400 pmol mol™ e 2000 pmol mol* de CO>) e na auséncia e

presenca de SBC (1 e 5 mM) cultivas por 14 dias. Valores médios = EPM (n = 3) sequidas pelas letras a, b,c, d diferem entre si de acordo com o

teste de Tukey (Two-way ANOVA) com nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

[CO.] SBC
Rd Pcomp Psat Anmax a
camara foliar (mm)
400 0,0 -2,32+0,15a 38,15+ 2,68 a 1429,26 + 114,00 a 55,77 £2,06 a 0,061 + 0,000 a
1,0 -1,93+0,20 ab 3429+185a 1230,30 + 103,96 a 45,87 + 4,08 a 0,06 + 0,000 a
50 -0,97 £0,29b 39,22 +3,27 a 254,41 +7,48 bd 752+1,78b 0,020 £0,010 b
2000 0,0 -2,10+0,40 a 34,92 +4,62 a 2152,78 £ 90,37 ¢ 61,35 +4,93 a 0,059 + 0,004 a
1,0 -1,70+0,38a 28,62 +5,43 a 1984,96 + 290,69 ¢ 59,44 £ 3,09 a 0,059 + 0,003 a
50 -0,80 £0,51 a 21,97 £ 13,76 a 428,59 + 242,53 d 13,00 +5,30 b 0,030 £0,001 b
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1000  Figura 7. Resumo das alteracdes no proteoma de folhas de plantas de milho tratadas com SBC.
1001  Distribuicéo das proteinas identificadas no proteoma de folhas de plantas de milho controle e
1002  tratadas com SBC representadas pelo diagrama de Venn (A). Andlise de Kobas (KEGG
1003  Orthology Based Annotation System) das proteinas significativamente alteradas (B-D).
1004  Numero de proteinas significativamente alteradas (B). Funcdo molecular (C), processos
1005  bioldgicos (D) e componente celular (E) das proteinas alteradas. As vias de enriquecimento
1006  foram ranqueadas pelo seu nivel de significancia e comparadas com a referéncia, sendo plotados
1007  apenas as 20 primeiras. O nimero ao lado das barras denota o nimero de proteinas encontradas
1008  em cada via.
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Figura 8. Efeitos da S-benzil-L-cisteina (SBC) sobre a cadeia de transporte de elétrons
fotossintética de plantas de milho. Imagem ilustrativa da cadeia de transporte de elétrons
fotossintética (A). S&o mostradas as subunidades constituintes dos fotossistemas | (PSI) e Il
(PSII), do complexo citocromo b6f e da ATP sintase. O caminho dos elétrons da H.O até o
NADP™* é mostrado pelas setas azuis. As setas pretas mostram como o gradiente eletroquimico
de protons gerado pelo PSII e complexo citocromo b6f é usado para a sintese de ATP. Relacéo
das subunidades que compde cada complexo proteico (B). As subunidades destacadas em

vermelho tiveram expressao reprimida em plantas de milho tratadas com SBC.
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Table 2. Differentially regulated proteins between leaves of maize plants treated with 1 mM and 5 mM of S- benzyl-L-
cysteine (SBC) and controls.

, I SBC5:Control
Acession Description Score Log(e) Ratio p_value

Metabolism (KEGG BRITE 09100)
Carbohydrate metabolism

Glycolysis and Gluconeogenesis

(14) _P30792 2_3-bisphosphoglycerate-independent 668.67 - -
phosphoglycerate mutase

(3)_P26301 Enolase 1 875.37 -0.22 0.01

(11) _P08735 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 2738.41 0.47 1.00
cytosolic

(9)_Q09054  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2_ 3241.56 0.44 1.00
cytosolic

(7)_Q43247  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 1704.73 0.32 1.00
cytosolic

(16) _P93805 Phosphoglucomutase_ cytoplasmic 2 3906.90 - -

Citrate cycle (TCA cycle)
(8)_Q08062 Malate dehydrogenase  cytoplasmic 6538.75 -0.33 0.00

Pentose phosphate pathway
(16) _P93805 Phosphoglucomutase  cytoplasmic 2 3906.90 - -

Galactose metabolism
(16) _P93805 Phosphoglucomutase  cytoplasmic 2 3906.90 - -

Starch and sucrose metabolism

P55005 Beta-amylase 1097.81 -0.54 0.00
(16) _P93805 Phosphoglucomutase  cytoplasmic 2 3906.90 - -

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
(16) _P93805 Phosphoglucomutase cytoplasmic 2 3906.90 - -

Pyruvate metabolism

(4)_P15719  Malate dehydrogenase [NADP]_ chloroplastic 3084.07 0.24 1.00
(8)_Q08062 Malate dehydrogenase  cytoplasmic 6538.75 -0.33 0.00
(13)_P16243 NADP-dependent malic enzyme_ chloroplastic 15393.59 -0.52 0.00
(6) _P51059  Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 745.43 0.31 1.00

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism

(8)_Q08062 Malate dehydrogenase__ cytoplasmic 6538.75 -0.33 0.00
(1) _P00874  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 20016.61 -0.17 0.00
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(5)_P05348 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain_ 19639.66 -0.24 0.00
chloroplastic

Energy metabolism

Oxidative phosphorylation

(2)_P00827  ATP synthase subunit beta_ chloroplastic 29278.25 -0.15 0.00

P19023 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 2119.24 0.53 1.00

Photosynthesis

(2)_P00827  ATP synthase subunit beta_ chloroplastic 29278.25 -0.15 0.00

P05642 Cytochrome b6 16293.27 -0.33 0.00

P46617 Cytochrome f 6574.78 -0.47 0.00

pP27787 Ferredoxin-1_ chloroplastic 44707.90 -2.94 0.00

080429 Ferredoxin-2_ chloroplastic 17938.15

pP27789 Ferredoxin-5_ chloroplastic 2230.78 -2.01 0.01

Q41048 Oxygen-evolving enhancer protein 3-1_ chloroplastic 15458.88 -0.29 0.00

Q41806 Oxygen-evolving enhancer protein 3-2_ chloroplastic 14172.39 -0.29 0.00

P04966 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al 1092.35 - -

P04967 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A2 2209.89 -0.37 0.00

065101 Photosystem | reaction center subunit VI_ chloroplastic 4067.15 -0.21 0.03

P11601 Photosystem | iron-sulfur center 22228.70 -0.77 0.00

P05641 Photosystem Il CP47 reaction center protein 2446.15 0.12 1.00

P48183 Photosystem Il protein D1 3196.25 0.15 0.98

P48184 Photosystem Il protein D2 4509.92 - -

P48187 Photosystem Il CP43 reaction center protein 2197.67 - -

P68854 Photosystem Il protein N (Protein PsbN) 1667.08 1.26 0.97

P24993 Photosystem Il reaction center protein H 9323.04 -0.34 0.03

Q9ZT00 Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase 11180.08 -0.40 0.00
activase__ chloroplastic

Photosynthesis - antenna proteins

P06671 Chlorophyll a-b binding protein_ chloroplastic 49973.17 0.10 0.95

P12329 Chlorophyll a-b binding protein 1_ chloroplastic 46713.32 0.32 1.00

P27497 Chlorophyll a-b binding protein M9 __ chloroplastic 52218.57 0.13 0.98

Carbon fixation in photosynthetic organisms

P09315 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A 27509.85 -1.03 0.00
chloroplastic

(11) P08735 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 2738.41 0.47 1.00
cytosolic

(9)_Q09054  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2_ 3241.56 0.44 1.00
cytosolic

(7)_Q43247  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 1704.73 0.32 1.00
cytosolic

(4)_P15719 Malate dehydrogenase [NADP]_ chloroplastic 3084.07 0.24 1.00

(8)_Q08062 Malate dehydrogenase__ cytoplasmic 6538.75 -0.33 0.00
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(13)_P16243 NADP-dependent malic enzyme_ chloroplastic 15393.59 -0.52 0.00

P04711 Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 13039.00 0.17 1.00

(6)_P51059  Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 745.43 0.31 1.00

P11155 Pyruvate_ phosphate dikinase 1_ chloroplastic 10211.43 -0.18 0.00

Q42368 Pyruvate_ phosphate dikinase 2 3450.24 -0.11 0.00

(1) _P00874  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 20016.61 -0.17 0.00

(5)_P05348 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain_ 19639.66 -0.24 0.00
chloroplastic

Q7SIC9 Transketolase_ chloroplastic 7635.26 -0.27 0.00

Nitrogen metabolism

P17847 Ferredoxin--nitrite reductase_ chloroplastic (Fragment) 553.15 0.25 0.98

P25462 Glutamine synthetase_ chloroplastic 729.49 0.66 1.00

Sulfur metabolism

(12)_P80608 Cysteine synthase 1672.95 -0.48 0.00

P52580 Isoflavone reductase homolog IRL 1103.52 -3.71 0.00

Nucleotide metabolism

Purine metabolism

P43188 Adenylate kinase__ chloroplastic 5772.44 -0.31 0.00

(10)_B4FK49 Nucleoside diphosphate kinase 1 1951.52 -0.46 0.00

(16) _P93805 Phosphoglucomutase  cytoplasmic 2 3906.90 - -

Pyrimidine metabolism

(10)_B4FK49 Nucleoside diphosphate kinase 1 1951.52 -0.46 0.00

Amino acid metabolism

Glycine, serine and threonine metabolism

(14) _P30792 2_3-bisphosphoglycerate-independent 668.67 - -
phosphoglycerate mutase

Cysteine and methionine metabolism

(12) _P80608 Cysteine synthase 1672.95 -0.48 0.00

(8)_Q08062 Malate dehydrogenase cytoplasmic 6538.75 -0.33 0.00

P47917 O-methyltransferase ZRP4 1170.29 - -

Genetic Information Processing (KEEG BRITE 09120)

Translation

Ribosome

024573 60S acidic ribosomal protein PO 868.14 - -

P52855 60S acidic ribosomal protein P1 1669.99 -0.44 0.01

P27923 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 1173.97 0.37 1.00
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Folding, sorting and degradation
RNA degradation

(3) _P26301 Enolase 1 875.37 -0.22 0.01
Environmental Information Processing (KEGG BRITE 09130)

Signal transduction

MAPK signaling

pathway - plant

(10)_B4FK49 Nucleoside diphosphate kinase 1 1951.52 -0.46 0.00
Brite Hierarchies (KEGG BRITE 09180)

Protein families: genetic information processing

Chaperones and folding catalysts

Q41864 Thioredoxin M-type__ chloroplastic 2307.74 -0.46 0.00
Chromosome and associated proteins

P30755 Histone H2B.1 1641.23 0.76 1.00
P30756 Histone H2B.2 1843.74 0.80 1.00
Q43261 Histone H2B.3 1567.27 0.74 1.00
P49120 Histone H2B.4 1630.54 0.78 1.00
P54348 Histone H2B.5 1643.68 0.78 1.00
P69246 Histone H3.2 1145.81 0.81 1.00
P62787 Histone H4 6604.70 1.07 1.00
Q41811 Histone H4.3 6613.06 1.07 1.00
DNA repair and recombination proteins

P49106 14-3-3-like protein GF14-6 2135.60 0.62 1.00
Q01526 14-3-3-like protein GF14-12 1764.02 0.45 1.00
Unknown function

P80623 Unknown protein from spot 32 of 2D-PAGE of etiolated 3313.40 0.97 0.97

coleoptile (Fragment)

All post inBormation processing in Kobas 3.0 and expression in PLGS / Waters.
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