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APRESENTACAO

Das dificuldades que permeiam o estudo dos terpenos, destaca-se a complexidade dos
genomas envolvidos e as restricbes quanto ao estudo das vias biossintéticas para a maioria
destes compostos. Portanto, este trabalho gera subsidios tedricos e metodoldgicos para a
obtencdo de linhagens de Ricinus communis. L. (mamona) com elevada tolerancia a estresses
abioticos que possibilitem o desenvolvimento de cultivares a agricultura familiar, mediante
caracterizacdo bioquimica e molecular do comportamento de genes da familia terpeno sintase.
Portanto, ambiciona-se que pequenos agricultores sejam favorecidos com este estudo,
contribuindo na construcdo de politicas publicas ambientais com a finalidade de desenvolver
cultivares da R. communis mais tolerantes a estresses abidticos, considerando as alteracdes
climaticas e 0s prejuizos econdmicos decorrentes. Este trabalho reGne instrumentos
multidisciplinares de base cientifica, com a qual contribui para o fortalecimento dos estudos
em metaboldmica, bioquimica e biologia molecular de plantas aplicadas ao melhoramento

genético na Bahia e no Nordeste.

OBJETIVOS:
Objetivo Geral:

Fornecer subsidios tedricos para a obtencdo de linhagens de Ricinus communis com elevada
tolerancia a estresses abidticos que possam ser utilizadas em programas de melhoramento
genético e para o desenvolvimento de cultivares que possam ser plantadas pelo pequeno
agricultor familiar mediante a caracterizacdo bioquimica e molecular de genes da familia

terpeno sintase.
Obijetivos especificos:

e Selecionar e caracterizar dos genes da familia terpeno sintase em Ricinus
communis mediante ferramentas da bioinformatica;
e Determinar condi¢bes estressoras e avaliar parametros morfologicos de

sementes de Ricinus communis sob estresse induzido



RESUMO

Das dificuldades que permeiam o estudo dos terpenos, destaca-se a complexidade que
envolvem o0s genomas das espécies envolvidas e as restricdes quanto ao estudo das vias
biossintéticas para a maioria destes compostos. Este trabalho objetivou fornecer subsidios
tedricos e metodologicos para a obtencdo de linhagens de Ricinus communis com elevada
tolerancia a estresses abidticos que possam ser utilizadas em programas de melhoramento
genético e para o desenvolvimento de cultivares que possam ser plantadas pelo pequeno
agricultor rural, mediante caracteriza¢do bioquimica e molecular do comportamento de genes
da familia terpeno sintase. Os resultados obtidos neste trabalho identificaram 46 genes
responsaveis pela producdo de enzimas altamente especializadas e conhecidas como Terpeno
sintase. .A localizacdo subcelular, distribuicdo de éxons, introns, regides regulatorias
transcricionais bem como elementos cis promotores sdo relatados. A designacdo de
subfamilias (TPS-a — TPS-g) sdo apresentadas de acordo com a classificacdo de motifs
conservados encontrados nas sequéncias e estrutura dos genes. Foram encontrados em todos
os genes dominios C-terminal e N-terminal no Pfan caracteristicos das enzimas terpenos
sintase (PF01397 e PF03936). Além disso, foram encontrados nos genes padrdes de motifs
conservados, DDXXD, DXDD, NSE/DTE e RRXgW. Sequéncias de TPS foram alinhadas
frente outras espécies modelos e foi comprovado a presenca do motif canénico DDXXD,
essencial para a regulacdo enzimatica que catalisa a primeira ionizacdo em IPP e DMAPP.
Para analisar os efeitos da temperatura (20, 30 e 35 °C), concentracdo salina (25 mM; 50 mM;
e 100 mM de NaCl) e déficit hidrico (-0,2 MPa; -0,6 MPa e -1 MPa) em plantulas de Ricinus
communis do gendtipo Paraguacl, foi medido o comprimento de raizes e hipocétilos e a
massa seca das raizes, hipocotilos, endospermas e cotilédones apds 72 horas de germinacgéo e
submetidas aos estresses. forma geral comprometeu a alocacdo de biomassa nas raizes,
hipocétilos, endosperma e cotilédones. Os comprimentos das raizes e dos hipocotilos
evidenciaram um desvio da normalidade quando expostas ao estresse térmico em 20°C e nao
houveram diferencas significativas no comprimento das raizes e hipocotilos expostos a 35°C.
Com estes achados, podemos observar possiveis translocacdes de biomassa, transferéncias de

recursos que dardo suporte a planta para atravessar os periodos de estresse.



ABSTRACT

Of the difficulties that permeate the study of terpenes, the complexity involved in the
genomes of the species involved and the restrictions on the study of biosynthetic pathways for
most of these compounds stand out. This work aimed to provide theoretical and
methodological subsidies to obtain Ricinus communis strains with high tolerance to abiotic
stresses that can be used in genetic improvement programs and for family farming, through
biochemical and molecular characterization of the behavior of the family's genes. terpene
synthase. The results obtained in this work identified 46 genes responsible for the production
of highly specialized enzymes known as Terpene synthase. .Subcellular localization,
distribution of exons, introns, transcriptional regulatory regions as well as cis promoter
elements are reported. The designation of subfamilies (TPS-a — TPS-g) are presented
according to the classification of conserved motifs found in the sequences and structure of the
genes. C-terminal and N-terminal Pfan domains characteristic of terpene synthase enzymes
(PF01397 and PF03936) were found in all genes. In addition, DDXXD, DXDD, NSE/DTE
and RRXgW were found in the standard genes of conserved motifs. TPS sequences were
aligned against other model species and the presence of the canonical motif DDXXD,
essential for the enzymatic regulation that catalyzes the first ionization in IPP and DMAPP,
was confirmed. To analyze the effects of temperature (20, 30 and 35 °C), salt concentration
(25 mM; 50 mM; and 100 mM NacCl) and water deficit (-0.2 MPa; -0.6 MPa and - 1 MPa) in
seedlings of Ricinus communis of the Paraguacu genotype, the length of roots and hypocotyls
and the dry mass of roots, hypocotyls, endosperms and cotyledons were measured after 72
hours of germination and subjected to stress. generally compromised the allocation of
biomass in roots, hypocotyls, endosperm and cotyledons. The lengths of roots and hypocotyls
showed a deviation from normality when exposed to heat stress at 20°C and there were no
significant differences in the length of roots and hypocotyls exposed to 35°C. With these
findings, we can observe possible biomass translocations, transfers of resources that will

support the plant to go through periods of stress.
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1.1 Ricinus communis e sua relevancia na ciéncia brasileira

A espécie Ricinus communis, pertence a familia das Euphorbiaceae, do género
Ricinus, também conhecida internacionalmente como Castor Bean. Sua alta diversidade
morfologica se da devido a elementos climaticos e geoldgicos dos lugares em que habita,
gerando diferencas nos habitos de crescimento, cor das folhas, caules, espinhos ou a auséncia
deles, ciclo anual e contetudo lipidico (NOBREGA, 2008). A maioria da comunidade
cientifica concorda que sua origem se deu no continente Africano, possivelmente na Etiopia
(MOSHKIN, 1986; NAIK, 2018). Esta espécie € moderadamente adaptavel as condi¢cbes de
calor, salinidade e altas incidéncias de raios UV. Possui 6timo desenvolvimento nas zonas
temperadas de 20 °C a 35 °C, exceto em solos pobres e argilosos. Por isso, pode ser cultivada
em zonas tropicais e subtropicais do planeta, podendo alcangar tamanhos que variam de 90
cm a 10 metros de altura. Suas folhas sdo grandes, com variadas tonalidades verdejantes e
avermelhadas que podem medir de 15 a 30 cm de largura com 5 a 11 l6bulos levemente

serradas (Figura 1).

Figura 1: Espécie Ricinus communis com destaque em suas variadas morfologias foliares e aspectos dos frutos

Fonte: Adaptado de KEW SCIENCES, 2020

No Brasil, é popularmente conhecida como mamoeiro, carrapateira, ricino ou

simplesmente mamona. Para além de sua popularidade, a Ricinus communis é uma oleaginosa
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que tem se destacado nos ultimos anos por sua importancia econémica e qualificacdo
cientifica. O Brasil é 0 3° maior produtor mundial de mamona, ficando atras apenas da China
e da India. A soma da producio (biomassa e 6leos) nesses paises corresponde a 94% da
producdo mundial. Seus principais compradores de seus insumos sdo Estados Unidos e Uniao
Europeia (SOUZA, 2012; TELES, 2013).

As sementes da Ricinus communis (Figura 2), também possuem diferentes tonalidades
e niveis elevados de 6leos, em média cerca de 46 a 55% de 6leo por peso (OGUNNIY, 2006;
PATEL et al., 2016). Possuem rica diversidade de compostos quimicos presentes no 6leo. A
principal estrutura quimica é o &cido ricinoleico (R, Z-12-hidroxioctadeca-9-enoico) cerca de
90,8% de sua constituicdo. Sequido de 4,6% de &cido oleico (&cido octadec-9-endico), 3,5%
de acido linoleico (acido cis, cis-9,12-octadecadienoico) e cerca de 1% de &cido palmitico
(&cido hexadecandico). As sementes também possuem ricinina e ricina, encontrada em

diferentes concentracdes em funcgdo dos diferentes gendtipos

Figura 2: Diversidade de cores e tamanhos das sementes da Ricinus communis

Fonte: Adaptado de WORBS et al., 2011

A ricinina é uma glicoproteina extremamente toxica em seres humanos e animais, que
possui 0 mecanismo responsavel por impedir a atividade ribossomal, inibindo a tradugéo por
remover uma adenina especifica do RNA 28S, assim blogueando a sintese de proteinas. Sua
estrutura consiste em duas porces (RTA e RTB) unidas por interacdo dissulfeto (Figura 3).
A subunidade RTB se liga aos diferentes residuos de oligossacarideos na superficie celular,
como a galactose, glicolipidios e outras glicoproteinas que sdo abundantes em mamiferos,
permitindo a entrada da subunidade A, a qual é responsavel pelo dano celular (LESHIN et al.,
2010; WORBS et al., 2011). Apesar disso, os produtos derivados das sementes de Ricinus

communis sdo purificados e separados por diversos métodos, removendo a ricina e
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reaproveitando-se todos 0s seus insumos na inddstria cosmética, alimenticia, bem como na
producdo de corantes, fungicidas, tintas e colas, dentre outros (SEVERINO et al., 2012;
MOHAMMAD et al., 2014; WORBS et al. 2015; KALB, et al., 2015; AHMAD et al., 2020).

Figura 3: Estrutura cristalina da glicoproteina ricina. Destaque em verde para a subunidade catalitica RTA, e em
laranja, a subunidade RTB

Fonte: Adaptado de https://www.rcsb.org/3d-view/3RTI

A producdo de mamona ganhou notoriedade no Brasil com o Programa Nacional de
Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) em 2004, que além de estimular a producdo de
biodiesel, buscava fomentar a participacdo ativa de agricultores familiares (CASTRO, 2011).
Para isso, fora langado o Decreto N° 5.297, de 6 de dezembro de 2004 que oficializava o Selo
Combustivel Social a ser concedido a produtores de biodiesel que promoviam a inclusédo
social da agricultura familiar e a Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005 que regulamenta a
inclusdo do biodiesel na matriz energética brasileira (BRASIL, 2020; PIRES e LOURENCO,
2015).

Apesar deste avanco, as politicas pablicas brasileiras voltadas para o uso de biodiesel
advindos da mamona encontraram limitacGes significativas. Percebeu-se que grande parte do
oleo extraido ndo era utilizado para producéo de biodiesel, mas era vendido para as inddstrias
quimicas por precos mais elevados. Estudos posteriores mostraram que devido a alta
viscosidade, ndo era vantajoso emprega-lo como biocombustivel, mas vendé-lo as industrias
quimicas. O dleo de ricino € muito utilizado como precursor na producdo de produtos
manufaturados de alto valor econdmico (KULKARNI, M. G.; SAWANT, 2003; DA SILVA e
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BATALHA, 2010). Sua producdo global se destaca frente a outras oleaginosas, por possuir a
unica fonte natural comercial de acido graxo hidroxilado bem como por seu alto teor lipidico.
Em média, sua producio global gira em torno de 1250 a 1500 litros por hectare e a india
lidera esse cenario com producdo média de 10° toneladas de sementes de mamona e em média
3,5 a 5,0 x 10° toneladas de dleo. Para o biénio 2019/2020, indicaram que a india produziria
2052 kg / ha, com é&rea total de plantio de 992.000 hectares. Representando um aumento de
29% em relacdo ao biénio anterior (SEVERINO et al., 2012; KAUR e BHASKAR, 2020;
BUSINESS STANDARD, 2020). De acordo com dados disponiveis na Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB), a estimativa da producdo da Ricinus communis para 0 biénio
2019/2020 é de 725 kg / h, alcangcando em 2020/2021 52,7 mil hectares de area semeada,
indicando um aumento de 15,85% em comparacdo com a temporada anterior. A regido
Nordeste é a principal responsavel pela producdo de mamona. no Brasil, possuindo 43,5 mil
hectares de plantagdes. O estado da Bahia é o grande protagonista, com 43,2 mil hectares e
34,3 mil toneladas produzidas em 2020 cerca de 75% da producdo nacional. As estimativas
para a producao em 2020 foram de 30,9 mil toneladas, um aumento de 10,3 % em relacdo ao
ano anterior (CONAB, 2020).

No Brasil existem 23 cultivares registradas da Ricinus communis Algumas foram
produzidas por cruzamentos assistidos de modo a apresentar melhor adaptacdo ao clima.
Dentre essas, destacam-se 0s genotipos do Instituto Agronémico de Campinas (IAC Guarani)
que apresentam morfologia rastica e elevada produtividade, o genétipo BRS Energia que
apresenta porte baixo, ideal para pequenas plantac@es, os genotipos BRS Nordestina e BRS
Paraguacu, ambas com sistema radicular mais desenvolvido o que as tornam resistentes a
estiagem caracteristica da regido Nordeste (CONAB, 2020; BRASIL, 2020; PIRES e
LOURENCO, 2015)

Os ultimos trés genotipos citados, foram desenvolvidos pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em colaboracdo com a Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA) e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do
Norte (EMPARN), com a finalidade de ajudar pequenos agricultores rurais em regioes
semiaridas do Brasil a expandirem seus negdcios e melhorarem sua qualidade de vida
(CASTRO, 2011).

Neste cenario promissor, a ciéncia faz contribuicfes relevantes em todos os campos
desde a producdo até a colheita, investigando técnicas modernas que auxiliam todo os

processos de producdo do 6leo e outros insumos da espécie. Contribuigdes de vérias areas do
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conhecimento, da bioguimica a fisiologia vegetal, da gendmica a ciéncias da computacéo,
todas trabalhando juntas desvendando o0s mecanismos gendmicos, trasncriptdbmicos,
protedmicos e metaboldmicos para melhor safra, mesmo em condicdes adversas (WANG et
al., 2018; RIBEIRO et al., 2018; HAN, B. et al., 2020; YU; LI; L1U, 2020).

Em tempos recentes, algoritmos e célculos de modelagem preditiva foram
desenvolvidos para otimizar todos os processos de producdo de 6leo da mamona. O
conhecimento de redes neurais acopladas a experimentos genéticos é Util em prever modelos
estatisticos que organizam multiplas varidveis, como composic¢do do solo, carga nutricional,
niveis pluviais, concentragdo salina, incidéncias de raios UV dentre outras, com a finalidade
de obter as melhores condic¢des para o plantio (HAJAR e VAHABZADEH, 2014; WANG et
al., 2019) O Brasil e 0 mundo direcionam suas pesquisas mais recentes nesta direcdo, todas

elas com importantes contribui¢des ao conhecimento sobre a Ricinus communis

1.2 Plantas sob estresses ambientais

Ao longo do processo evolutivo, os organismos desenvolveram diversos mecanismos
biolégicos que possibilitaram seu desenvolvimento e reproducdo (sexuada ou assexuada),
possibilitando-os gerar populagdes com caracteristicas genéticas que conferem resisténcia
apesar das adversidades impostas pelo ambiente em que vivem. Foi a capacidade de adaptar-
se frente as condicdes adversas, a principal responsavel por gerar a explosdo de espécies
diversificadas de microrganismos, plantas e animais que vivem hoje (CHRISTENHUSZ,
JAMES, BYNG, 2016).

Plantas possuem consideravel plasticidade frente a condicdes estressoras. A alta
incidéncia de espécies demostra sua habilidade de adaptar-se em condi¢fes impostas pelo
ambiente. Um relatorio produzido pelo Royal Botanic Gardens em 2016, estima que existam
cerca de mais de 390 mil espécies de plantas ja descritas na literatura cientifica. Destas,
aproximadamente 308.312 sdo plantas vasculares com 295.383 plantas com flores.
Angiospermas (monocotiledoneas: 74.273; eudicotiledoneas: 210.008). Para o reino protista,
como as algas com cerca de 44.000, plantas hepaticas com 9 mil, hornworts com 225, musgos
12.700, licofitas 1.290, samambaias 10.560 e gimnospermas 1.079 mil espécies. Cerca de
2.000 mil novas espécies sdo descritas todos os anos (CHRISTENHUSZ, JAMES, BYNG,
2016).
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No Brasil, de acordo com o Gltimo relatério Flora do Brasil (2020), existem cerca de
49.993 espécies de plantas brasileiras destacando-se as nativas, as cultivadas e naturalizadas
no pais. Destas, 4.993 sdo plantas, 35.553 sdo angiospermas, 1.610 sdo classificadas como
Briofitas, 114 sdo gimnospermas e 1403 pertencem as Samambaias e Licofitas (Flora do
Brasil, 2020). Esse nimero expressivo de espécies registradas no Brasil o coloca no pédio em
primeiro lugar dentre os paises com maior diversidade em espécies de plantas do mundo ao
lado da China, Indonésia, México e Africa do Sul (FLORA BRASIL, 2020; ZAPPI et al.,
2015; FIORAVANTI, 2016).

Todas as plantas vivem em ambientes sob constantes mudancas. Muitas vezes, estas
ndo sdo favordveis ao seu desenvolvimento, pois desequilibram funcdes vitais ao
estabelecimento. Fatores estressores podem ser classificados como bidticos e abioticos.
Causas tais como parasitas, infeccdo por patdgenos, herbivoria, concorrentes naturais, dentre
outros, sdo classificados como causas de estresses bidticos. Por outro lado, fatores tais com
frio ou geada, calor, salinidade, crise hidrica, toxinas exdgenas, contaminacao por metais e
poluentes, deficiéncia de nutrientes, irradiacdo ionizante, elevacdo da concentracdo de CO2 na
atmosfera, dentre outros tipos sdo classificados como estresses abioticos. (ZHU et al., 2016;
FEl etal., 2017; ABHINANDAN et al., 2018).

Estresses abioticos tais como seca ou restricdo hidrica, aumento da salinidade do solo
e oscilacBes criticas na temperatura, afetam o desenvolvimento de culturas saudaveis bem
como sua distribuicdo geografica, o que se configura grave risco a seguranca alimentar em
muitos paises, em especial aqueles em desenvolvimento. Tais fatores, tem sido ainda mais
acentuados devido as mudancas climaticas observadas nas ultimas décadas, 0 que provocam
drasticas mudancas ecoldgicas com consequéncias a economia nacional e global (ALBERTO
etal., 2013; BECKLIN et al., 2016)

Estudos demonstram que estresses térmicos, salinos e hidricos, individuais ou
combinados sdo o0s principais responsaveis por alteragbes morfologicas e fisiologicas
significativas em plantas, incluindo redugdes do crescimento da area foliar, da taxa
fotossintética, alteracbes na producédo de clorofila e baixos rendimentos de insumos agricolas.
Naturalmente, ao serem expostas a tais estresses, as plantas sofrem alteracbes no padréo de
expressdo génica e assinatura metabolica, comprometendo todas as etapas do seu
metabolismo em todo o ciclo de vida (AINSWORTH e ROGERS, 2007; TAIZ e ZEIGER,
2017; BOWLING et al., 2020).
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As culturas localizadas nas regifes aridas e semiaridas do mundo, como a Ricinus
communis bem como cultivares alimenticia como soja, arroz e milho séo as mais afetadas com
0 agravamento da crise climéatica. Estes fatores combinados contribuem para o
aprofundamento da desigualdade social no campo, especialmente para microempreendedores
rurais (LAL; ALAVALAPATI; MERCER, 2011; MASSETTI et al., 2013).

1.3 Terpenos: Ocorréncia, classificacdo e biossintese

Os terpenos compreendem a maior classe de produtos naturais ja descritos na literatura
cientifica, mais de 80 mil dessas substancias ja foram reportadas (CUI et al., 2015; LEAVELL
et al., 2016; CHRISTIANSON, 2018). Seus derivados, os terpenoides, também chamados de
isoprendides, estdo presentes em quase todos 0s organismos vivos incluindo plantas
(AUBOURG; LECHARNY; BOHLMANN, 2002; THOLL, 2015; KARUNANITHI;
ZERBE, 2019) bactérias (YAMAD; CANE; IKEDA, 2012), fungos (SCHMIDT-DANNERT,
2015) arquéias (MATSUMI et al., 2011; HENRY et al., 2018), amebas (CHEN et al 2019),
insetos (ZHAO et al. 2018; LANCASTER et al., 2018; BONCAN et al., 2020 ) e organismos
marinhos (GROSS; KONIG, 2006; KWON et al., 2020).

As plantas sdo de longe as campeds no que tange a diversidades de terpenos
produzidos. Estes exercem papéis regulatdrios essenciais na germinacdo, crescimento e
desenvolvimento das plantas saudaveis, como as giberelinas, brassinosterodides, carotenoides e
clorofilas. A grande maioria destas espécies terpénicas sdo classificadas como metabolitos
secundarios, auxiliando a homeostase celular em processos bioldgicos vitais como sinalizagédo
hormonal, respostas a estresses bidticos e abidticos, comunicacdo e defesa (SINGH;
SHARMA, 2015; BOCAN et al., 2020; IOVINELLA et al., 2020).

Os terpenos sdo convencionalmente classificados de acordo a quantidade de carbonos
gue possuem em seu esqueleto basico. Dessa forma, compostos que possuem 5 carbonos (C5)
sdo denominados hemiterpenos, monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e mais que que isso sao classificados como politerpenos
(C5n). Podem assumir formas ciclicas e aciclicas, anéis condensados, formas biciclicas,
grupos carbonilados e insaturagdes (CHRISTIANSON, 2006; NIEUWENHUIZEN et al.,
2013).

A grande maioria dos terpenos sao biossintetizadas no citosol e nos plastidios, atraves da acéo

das enzimas terpeno sintases (TPS). Atuam também na rota de producdo dos terpenos as
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enzimas preniltransferases (PTs) e outras enzimas coadjuvantes pertencentes ao citocromo
P450, sdo responsaveis por reacdes de ionizacdo, alongamento da cadeia e reacdes do tipo
redox (LIANG; KO; WANG, 2002; KOPCSAYOVA.; VRANOVA, 2019). As enzimas da
familia TPS j& foram largamente caracterizadas em diversos organismos, como por exemplo
em Arabidopsis thaliana (AUBOURG et al., 2002), Populus trichocarpa (IRMISCH, et al.,
2014), Solanum lycopersicum (ZHOU E PICHERSKY, 2020) Oryza sativa (CHEN et al
2018), Sorghun bicolor (ZHUANG et al 2013), Vitis vinifera (MATARESE, F. et al., 2014;
SMIT et al., 2020) e largamente em bactérias como em 30 espécies diferentes de
Streptomyces e em quase todos as espécies de Actinomycetales (YAMADA et al., 2015;
REDDY et al., 2020).

Em especial, as TPS regulam toda a producdo de terpenos e derivados, conduzindo a
rearranjos estereoespecificos de carbocations, rearranjos de metila e hidretos, mudancas
conformacionais que levam a formacdo desta rica classe de metabolitos secundarios. A
biossintese se inicia atraves da ionizacdo do grupo fosfato e posterior condensacdo dos seus
principais isdmeros de 5 carbonos: Difosfato de dimetilalila (DMAPP) e o disfosfato de
isopentenila (IPP). Intermediarios reacionais como o difosfato de farnesila (FPP), difosfato de
geranila (GPP) e o difosfato de geranilgeranila (GGPP) sdo formados via condensacéo,
tornando-se novos precursores de mono, sesqui e diterpenos, respectivamente. As plantas
utilizam duas vias metabdlicas distintas na construcdo desses dois isdmeros C5. A via do
mevalonato (MVA) que ocorre no citosol e tem Acetil-CoA como precursor e a via do 2- C -
metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) que ocorre nos plastidios, o qual deriva do piruvato e do
gliceraldeido-3-fosfato. As duas vias metabdlicas também sdo observadas em fungos, arqueais
e em algumas bactérias. Porém, a maioria das bactérias sintetizam unidades C5 via MEP
(CHANG; CHENG; WANG, 2021) (Figura 4).

Estudos demonstram que a presenca da via MVA em argueias sugerem que esta rota
biossintética também fazia parte do arsenal metabdlico do ultimo ancestral comum e que fora
transmitido a todos seus descendentes. Por outro lado, estudos indicam que a via do MEP foi
herdada por transferéncia horizontal de diferentes genes de origem bacteriana (LANGE et al.,
2000; KARUNANITHI; ZERBE, 2019). Estudos de coexpressdo gendmica em Arabidopsis
thaliana demonstraram interagdes significativas entre clusters de genes das vias MVA e MEP,
0 que sugerem que em plantas, estas vias buscam compensar o0 gasto energético empregado na
producdo simultanea de IPP e DMAPP, com vantagens que permitem maior controle de
terpenos especializados em compartimentos celulares especificos bem como regulacédo e

sinalizagdo hormonal. Apesar de ndo conclusivos, estes estudos sugerem uma comunicagdo
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entre as vias, com possivel retencdo e producdo de terpenos em épocas distintas do
desenvolvimento da planta (RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2015;
KARUNANITHI; ZERBE, 2019; GUO et al., 2020).
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Figura 4: Visdo geral da biossintese dos terpenos em plantas
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Fonte: Autor, adaptado de KARUNANITHI; ZERBE, 20109.
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1.4 Metaboldmica no estudo de sistemas bioldgicos

Nas ultimas décadas, o estudo integrado da biologia de sistemas dindmicos constitui
grande desafio ao entendimento geral e especifico de sistemas bioldgicos integrados,
altamente complexos e especializados do ponto de vista bioquimico. As ciéncias “Omicas”,
surgem em 1990 com a integracdo das varias areas da ciéncia da vida como gendmica,
protedmica, transcriptbmica, metabolémica e suas bases conceituais, no esforco de entender
mecanismos gendmicos em humanos. Desde entdo, seus estudos tém sido largamente
aplicados em quase todas as espécies de organismos, sem muitas adaptacdes experimentais e
de forma transversal no estudo da biologia de sistemas (MARTINEZ-ESPINOSA, 2017;
ANTONELLI et al., 2019; CRANDALL et al., 2020).

A metabolémica contribui amplamente para o desenvolvimento da compreensao dos
componentes quimicos presentes nos organismos alvo, o que inclui um estudo do perfil
quimico, identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos primarios e/ou secundarios de baixo
peso molecular, o que permite avaliar com maior compreensao as assinaturas metabolicas em
qualquer faixa do desenvolvimento de qualquer organismo, mesmo quando submetidas a
condicBes especificas, como estresses, por exemplo. Pode-se analisar tecidos, 6rgaos ou até
células especificas. Desta forma, consegue-se avaliar diferentes processos biologicos e suas
possiveis alteracGes e/ou disfuncdes desde a expressdo génica, sintese proteica até biossintese
de metabdlitos que regulam processos bioguimicos tdo essenciais a manutencao da vida. Os
metabolitos consistem no produto final da atividade bioquimica, de modo que compreender
sua formacdo e fatores biossintéticos interligados é de suma importancia na caracterizacdo
bioquimica de determinado organismo (ARBONA et al., 2013; SINGH, 2020).

Como suporte instrumental neste estudo integrado, técnicas avancadas de separagao
analiticas, métodos da biologia molecular e analises de bioinformatica sdo amplamente
utilizadas para avaliar a presenga ou auséncia de componentes quimicos, proteinas, expressao
de genes, objetivando entender a regulacdo bioquimica dos organismos em estudo e seus seus
desdobramentos fenotipicos. Entre elas, destacam-se a Eletroforese, Sequenciamento,
Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-gPCR), Espectrometria de Massas com variados
dectores bem como a High Performance Liquid Cromatography (HPLC). A partir destes
estudos avancados, consegue-se tracar um perfil metabolémico singular para cada organismo
e compreender mecanismos de regulagdo bioquimica. Na tabela 1, listam-se os Metabolitos

que ja



foram identificados em Ricinus communis bem como suas respectivas massas em alta resolucéo.

Tabela 1: Metabdlitos ja identificados em Ricinus communis e suas respectivas massas de alta resolugdo com adutos de Hidrogénio [M + H]* e Sédio [M + Na]*

High
Number Name Formula resolgtion [M+H]" [M+Na]* References
mass
1 ricinine CgHsN,O,  164.0586 165.0664 187.0483  RIBEIRO et al., 2016
2 3'°arb°Xy'4'L”;rtiZ%’:]3é'N'methy"2' CeHsNOs  183.0532  184.0610 206.0430  RIBEIRO etal., 2016
3 n-demethylricinine C/HeN2O,  150.0429 151.0508 173.0327 RIBEIRO etal., 2016
4 meém frégyifgaiiff;gééa%’g;éz CisHieN:Os 248.1161 249.1239 2711059  RIBEIRO etal., 2016
5 1'methy"4'(4'm?ii|u‘;f22'OkSi) pyridine-2 ¢ HoNO, 2091416 2101494 232.1313  RIBEIRO etal., 2016
6 quercetin CisH1007  302.0427 303.0505 325.0324  RIBEIRO et al., 2016
7 quercetin-3-O- B-D-galactoside CoiH20012  464.0955  465.1033  487.0853 RIBEIRO et al., 2016
8 quercetin-3-O-p-D-glucopyranoside CxnH19012  463.0877 464.0955 486.0774  RIBEIRO et al., 2016
9 quercetin-3-O-B-D-rutinoside Co7H30016  610.1534  611.1612 633.1432 RIBEIRO et al., 2016
10 quercetin-3-O-p-D-xylopyranoside CaxH1s011  434.0849 435.0927 457.0747  RIBEIRO etal., 2016
11 kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside CuH20011  448.1006 449.1084 471.0903 RIBEIRO etal., 2016
12 kaempferol-3-O-B-D-rutinoside CoH30015  594.1585 595.1663 617.1482  RIBEIRO etal., 2016
13 kaempferol-3-O-B-dxylopyranoside CaH1s011  434.0849  435.0927 457.0747 RIBEIRO et al., 2016
14 catechin CisH140s  290.0790 291.0869 313.0688  RIBEIRO et al., 2016
15 epicatechin Ci15H1406 290.0790 291.0869 313.0688 RIBEIRO et al., 2016
16 luteolin CisH100s  286.0477 287.0556 309.0375  RIBEIRO et al., 2016
17 vitexin CaH2010  432.1056  433.1135 455.0954 RIBEIRO et al., 2016
18 ellagic acid C14HeOs 302.0063 303.0141 324.9960 RIBEIRO etal., 2016
19 gallic acid C7HeOs 170.0215 171.0294  193.0113 RIBEIRO et al., 2016
20 gentisic acid C7Hs04 154.0266  155.0344 177.0164 RIBEIRO etal., 2016

27



21
22
23
24
25
26
27
28

29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45

46
47

vanillic acid
3.4-dimethoxy-6.8-dihydroxycoumarin
isofraxidine
scopoletin
a-tocopherol
B-tocopherol
d-tocopherol
-tocopherol

(2R,4aR,82aR)- 3,4,4,8 atetrahydro-
4ahydroxy- 2,6,7,8 atetramethyl-2-(4,8,12-
trimethyltridecyl)-2H chromene- 5,8-dione

a-thujone
1,8-cineole
o -pinene
camphor
camphene
ficusic acid
phytol
callyspinol
beyerene
Cembrene
kaurene
sandaracopimaradiene
trachylobane
casbene
(3E,7Z,11E)-19-hydroxycasba-3,7,11-
trien-5-one
6-a-hydroxy-10-p-methoxy-7a,8a-epoxy-
5-oxocasbane-20,10-olide
campesterol

jB-sitosterol

CgHgO4
C11H1006
C11H100s
C10HsO4
C29Hs5002
CasH1302
Ca7H1602
CagHa1302

CagHs5004

C1oH160
Ci1oH150
CioHis
Ci1oH160
CioH1s
C11H1603
C20H100
C2oH350
CaoHa2
CooH32
CaoHa2
CooH32
CaoHa2
CooHa2

Ca0H3002

C21H2806

CagH4s0
C2oH500

168.0423
238.0477
222.0528
192.0423
430.3811
416.3654
402.3498
416.3654

462.3709

152.1201
154.1358
136.1252
152.1201
136.1252
196.1099
296.3079
294.2923
272.2504
272.2504
272.2504
272.2504
272.2504
272.2504

302.2246

376.1886

400.3705
414.3862

169.0501
239.0556
223.0607
193.0501
431.3889
417.3733
403.3576
417.3733

463.3787

153.1279
155.1436
137.1330
153.1279
137.1330
197.1178
297.3157
295.3001
273.2582
273.2582
273.2582
273.2582
273.2582
273.2582

303.2324

377.1964

401.3783
415.3940

191.0320
261.0375
245.0426
215.0320
453.3709
439.3552
425.3396
439.3552

485.3607

175.1099
177.1255
159.1150
175.1099
159.1150
219.0997
319.2977
317.2820
295.2402
295.2402
295.2402
295.2402
295.2402
295.2402

325.2143

399.1784

423.3603
437.3759

RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
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48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

64

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

stigmasterol
3-O-p-D-glycosylsitosterol
7-0xo-B-sitosterol
stigmasterol arachidate
stigmasterol oleate
stigmasterol stearate
stigmast4-en-3-one
stigmast-4-en-6-p-ol-3-one
Stigmast-4-en-3,6-dione
3-O-p-D-glycosylstigmasterol
erandone
lupeol
30-nor-lupan-3p-ol-20-one
lup-20(29)-en-3pB,15a0-diol
acetylaleuritolic acid
lup-20(29)-en-15a-0l-3-one
3-O-[B-D- glucuronopyranosyl-(1—3)-a-
L-rhamnopyranosyl-(1—2)p-D-

glucopyranosyl]-4a.,200-
di(hydroxymethyl)olean-12-en-28-oic acid

ricinoleic acid
linoleic acid
linolenic acid
palmitic acid
stearic acid
methyl ricinoleate
methy! linoleate
aleuritic acid
gondoic acid
oleic acid

C29H450
CasHe00s
C29H1802
Ci9Hg602
Cu7Hg003
Cu7Hs20,
C29H450
Ca9H1302
Ca9H1602
CasHs306
CsoH1602
CsoHs00
C29H1802
CsoHs002
Cs2Hs5004
Ca30Ha4502

CagH76020

Ci1sH3403
CisH3202
CisH3002
C16H3202
C18H3602
C19H3603
C19H3402
C16H320s
C2oH3302
C18H3402

412.3705
576.4390
428.3654
706.6628
692.6107
678.6315
412.3705
428.3654
426.3498
574.4233
438.3498
426.3862
428.3654
442.3811
498.3709
440.3654

972.4930

298.2508
280.2402
278.2246
256.2402
284.27153
312.2664
294.2559
304.2250
310.2872
282.2559

413.3783
577.4468
429.3733
707.6706
693.6186
679.6393
413.3783
429.3733
427.3576
575.4312
439.3576
427.3940
429.3733
443.3889
499.3787
441.3733

973.5008

299.2586
281.2481
279.2324
257.2481
285.2794
313.2743
295.2637
305.2328
311.2950
283.2637

435.3603
599.4288
451.3552
729.6526
715.6005
701.6213
435.3603
451.3552
449.3396
597.4131
461.3396
449.3759
451.3552
465.3709
521.3607
463.3552

995.4828

321.2406
303.2300
301.2143
279.2300
307.2613
335.2562
317.2457
327.2147
333.2770
305.2457

RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016

RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
RIBEIRO et al., 2016
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75 1-palmitic acid glycerol Ester Ci7H3404 3022457 303.2535 325.2355  RIBEIRO et al., 2016

1-palmitic acidglycerol-2,3-dimethyl ketal

76 CooH30s  342.2770 343.2848 365.2668  RIBEIRO et al., 2016

ester

77 n-heptacosanyl oleate CssHssO,  660.6784 661.6863 683.6682  RIBEIRO etal., 2016
78 triricinolein Cs7H10409  932.7680 933.7759 955.7578  RIBEIRO et al., 2016
79 arachidoyl arabinoside CoHasOs  456.3451  457.3529 479.3349  RIBEIRO et al., 2016
80 n-butylricicommunioate CioH140s  238.0841 239.0920 261.0739  RIBEIRO etal., 2016
81 Ethyl brevifolincarboxylate CisH120s  320.0532 321.0610 343.0430 RIBEIRO et al., 2016
82 n-hexatriacont-14-ene CseH72 504.5634 505.5712 527.5532 RIBEIRO et al., 2016
83 methyl communisoate CioH100s  210.0528 211.0607 233.0426  RIBEIRO etal., 2016
84 triterpene glicosilate CasHs609  632.3924  633.4003 655.3822  SANTOS et al., 2018
85 lathyrane CooH2603  316.2038 317.2117 339.1936  SANTOS et al., 2018
86 tigliane CooHa4 274.2661 275.2739 297.2558  SANTOSetal., 2018
87 ingenane CaoHas 274.2661 275.2739 297.2558  SANTOS et al., 2018
88 jatrophane 4 CagHs2014  744.3357  745.3435  767.3255 KING etal. 2014
89 jatrophane 5 CuHagNO14  779.3153  780.3231 802.3051 KING etal. 2014
90 jatrophane 2 CagHs0015  758.3150  759.3228  781.3047 KING etal. 2014
91 ingenol mebutate CxsH340s  430.2355 431.2434  453.2253 KING etal. 2014
92 resiniferatoxin C37H4009 628.2672 629.2751 651.2570 KING etal. 2014
93 B-caryophyllene CisH2s 204.1878 205.1956 227.1776 DARMANIN et al. 2009
94 ent-Trachylobane CaoH32 272.2504 273.2582 295.2402 JACKSON et al. 2014
95 bufotenine O-glucoside CsHsN2O,  164.0586  165.0664 187.0483 JACKSON etal. 2014
96 50,6B-dihydroxysitosterol CaoHs,03  448.3916  449.3995 471.3814 JACKSON etal. 2014
97 all-trans-retinyl linolate CasHss0,  546.4437  547.4515 569.4335 JACKSON etal. 2014
98 1-O-a-D-glucopyranosyl-1,2-eicosandiol CaHs207  476.3713  477.3791 499.3611 JACKSON etal. 2014
99 phylloquinone CaiH4sO2,  450.3498 451.3576 473.3396 JACKSON et al. 2014
100 momordol CaHas0s  440.3502 441.3580 463.3399 JACKSON etal. 2014
101 6-hydroxymethyllumazine C/HeN4O3z  194.0440 195.0518 217.0338  SANTOS et al., 2018

102 8-methylcaffeine CoH12N4O2  208.0960 209.1039 231.0858  SANTOSetal., 2018



103

104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

sodium oleate

pubescenol
phytenic acid
22:3-Glc-campesterol
behenic acid
caprylic acid
heptadecanoic acid
methyl icosanoate
methyl palmitate
methyl paleate
methy| stearate
myristic acid
4-hydroxycinnamic acid
2-ketobutyric acid
shikimic acid
succinic acid
allothreonine
arabitol/xylitol
canavanine
fructose (sugarketose)
mannitol (sugaralcohol)
sedoheptulose
sorbose (sugar ketose)
squalene
threitol
threose
(-) - a-copaene
(+) - &-cadinene
(E, E)-a-farnesene

C1sH33sNaO>

Cs2H40010
Ca0H3302
Cs6Hg407
C22H140,
CsH160;
C17H340,
C21H120,
C17H340,
C17H320,
C19H3302
C14H2502
CoHs0s3
C7H100s
C4HeO4
C4HoNO3
CsH120s
CsH12N4O3
CsH1206
CsH1406
C7H140y
CsH1206
CsoHso
C4H1004
C4HgO4
CisH2s
CisH24
CisH2s

304.2378

584.2622
310.2872
878.7000
340.3341
144.1150
270.2559
326.3185
270.2559
268.2402
298.2872
228.2089
164.0473
102.0317
174.0528
118.0266
119.0582
152.0685
176.0909
180.0634
182.0790
210.0740
180.0634
410.3913
122.0579
120.0423
204.1878
204.1878
204.1878

305.2457

585.2700
311.2950
879.7078
341.3420
145.1229
271.2637
327.3263
271.2637
269.2481
299.2950
229.2168
165.0552
103.0395
175.0607
119.0344
120.0661
153.0763
177.0988
181.0712
183.0869
211.0818
181.0712
411.3991
123.0657
121.0501
205.1956
205.1956
205.1956

327.2276

607.2519
333.2770
901.6897
363.3239
167.1048
293.2457
349.3083
293.2457
291.2300
321.2770
251.1987
187.0371
125.0215
197.0426
141.0164
142.0480
175.0582
199.0807
203.0532
205.0688
233.0637
203.0532
433.3810
145.0477
143.0320
227.1776
227.1776
227.1776

SANTOS et al., 2018

SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
SANTOS et al., 2018
XIE et al., 2012
XIE et al., 2012
XIE et al., 2012
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132
133
134
135
136

137

138

139
140
141
142
143
144

145

146
147

30-Norlupan-3beta-ol-20-one
lup-20(29)-en-3beta,15alpha-diol

acetylaleuritolic acid
stigmast-4-en-3-one

stigmast4-en-3,6-dione

(3E.7Z.11E)-19-hydroxycasha-3,7,11-
trien-5-one
60-hydroxy-10B-methoxy-7a.8a-epoxy-5-
oxocashane-20,10-olide

15a-hydroxylup-20(29)-en-3-one
Docosane
Ipsdienol
9,10-Dibromo anthracene
Germacra-1(10),5-dien-4-ol
Longifolene
2,6-bis-(1,1-Dimethyl-propyl)-4-methyI-
phenol (DPMP)
1-1soquinoline carbonitrile
2-Bromo-1,4-dimethoxybenzene

C29H1802
CaoHs002
Cs2Hs5004
C29Ha1s0
Ca9H1602

Ca0H3002

C21H2806

CsoH1802
CooHas
Ci1oH160
C14HsBr2
CisH260
CisH2s

C17H280

C10HeN:
CgH9BroO,

428.3654
442.3811
498.3709
412.3705
426.3498

302.2246

376.1886

440.3654
310,3600
152.1201
333,8993
222,1984
204.1878

248.2140

1.540.530
2.159.785

429.3733
443.3889
499.3787
413.3783
427.3576

303.2324

377.1964

441.3733
311,3678
153.1279
334.9071
223.2062
205.1956

249.2218

155.0609
216.9864

451.3552
465.3709
521.3607
435.3603
449.3396

325.2143

399.1784

463.3552
333,3497
175.1099
356,8890
245,1881
227.1776

271.2038

177.0428
238.9683

Lletal., 2014
LI, etal., 2014
LI, etal., 2014
LI, etal., 2014
LI, etal., 2014

TAN et al., 2009 al

TAN et al., 2009 al

LIM, 2012
ABD-ALLA, etal., 2015
ABD-ALLA, etal., 2015
ABD-ALLA, etal., 2015
ABD-ALLA, etal., 2015
ABD-ALLA, etal., 2015

ABD-ALLA, etal., 2015

ABD-ALLA, etal., 2015
ABD-ALLA, etal., 2015
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1.4 Bioinformética como ferramenta no estudo de familias génicas em plantas

Com o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento genémico em
diversas plataformas online, tornou-se disponivel um imenso arsenal de dados genémicos que
sdo utilizados para elucidar padrdes transcriptdmicos e metabolémicos de varios organismos.
Com este conjunto de dados, pesquisadores no mundo inteiro se debrucam afim de elucidar
padrdes bioquimicos que regulam a homeostase nos organismos bem como quaisquer
disfuncGes observadas como em patologias ou em exposi¢do a fatores de estresses bidticos ou
abidticos (ZHOU E PICHERSKY, 2020; MARTIN et al., 2010; IRMISCH et al., 2014).

A familia terpeno sintase tem sido vastamente caracterizada em varias espécies de
plantas, bem como organismos marinhos e microrganismos terrestres. J& foram utilizados
diversos métodos em bioinformatica desde a década de 90, com o objetivo de compreender
rotas biossintética na producdo de metabdlitos, em especial em terpenos (AUBOURG et al.,
2002). Em Arabidopsis thaliana uma familia de 40 genes de terpenos sintases (AtTPS) foi
parcialmente elucidadas por analises gendmicas associadas a caracteriza¢cbes bioquimicas
posteriores. Os resultados sugeriram que a grande familia de genes AtTPS agrupam-se em
cinco subfamilias filogenéticas da superfamilia TPS em espécies vegetais.
Surpreendentemente, trinta AtTPS se assemelham muito, em todos os aspectos da arquitetura
dos AtTPS, relacdo de sequéncia e posicao filogenética, os genes para monoterpeno sintases
de plantas, sesquiterpenos sintases ou diterpenos sintases do metabolismo secundario da
espécie (AUBOURG et al., 2002). Mais tarde, estruturas tridimensionais das enzimas TPS
foram caracterizadas lancando luz sobre a funcionalidade destas enzimas na biossintese de

diversos metabolitos terpénicos.

De forma similar, varias espécies foram utilizadas no estudo bioldgico sistémico dos
terpenos desde os niveis da traducdo e transcricdo até a biossintese de metabdlitos, bem como
suas variacOes frente a estresses bidticos e abidticos e interagdes ecoldgicas — este é 0 caso do
Solanum lycopersicum, Nicotiana benthamiana, Vitis vinifera, Populus trichocarpa, Oryza
sativa e Sorghum bicolor, dentre outras (ZHOU E PICHERSKY, 2020; MARTIN et al., 2010;
IRMISCH et al., 2014; DANNER et al., 2012; CHEN et al., 2020; HAY et al., 2018). O estudo
com estas espécies serviu de base tedricas e metodologicas para a investigacdo que compde

este estudo preliminar.
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EFEITO DOS ESTRESSES ABIOTICOS HIDRICO, SALINO E
OSMOTICO NO ESTABELECIMENTO DE PLANTULAS JOVENS DE

Ricinus Communis L.
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1 INTRODUCAO

Ricinus communis (Euphorbiaceae), conhecida popularmente no Brasil como mamona
ou carrapateira, ricino, e internacionalmente como Castor Bean ou Castor Oil plant é uma
cultura vegetal oleaginosa ndao comestivel com destacada importancia econémica. Outras
como como a mandioca (Manihot esculenta Crantz) a seringueira (Hevea brasiliensis), o
pinhdo-manso (Jatopha curcas L.), a soja (Glycine max L.) e a palma de ¢leo (Elaeis
guineenses), a mamona se destaca em pesquisas na producdo de derivados graxos para
insumos industriais do ramo farmacéutico e cosmético, bem como biodiesel (FATHIMA, et
al., 2022; MARIOD e TAHIR, 2022; ABHILASH et al., 2011; DIENG, et al., 2014; KANAI,
etal., 2019; PINZI e DORADO, 2011).

De importancia econdmica para os pequenos agricultores do semiarido do nordeste
brasileiro, a mamona é suscetivel a uma variedade de fatores estressantes tanto de natureza
bidtica como aqueles causados por organismos vivos, como microrganismos, insetos e plantas
invasoras, quanto abioticos tais como seca ou crise hidrica, aumento da salinidade no solo,
aumento de incidéncia de UV, pobreza nutricional e temperaturas elevadas (HAN et al., 2020;
LIU et al., 2019) Apesar de ser comprovadamente conhecida como sua alta tolerancia sob tais
condigdes adversas, a exposi¢do a condigdes estressantes que podem agir isoladamente ou em
conjunto contribui para a baixa producédo das safras (DE BRITO et al., 2016; GOMES NETO
etal., 2018; MUNNS et al., 2019).

O estresse hidrico é considerado uma das principais causas de desordens na
homeostase celular em plantas, pois compromete diretamente na concentracao de sais solUveis
disponiveis no metabolismo celular, afetando por sua vez sua germinacdo de sementes e 0
estabelecimento de plantulas em niveis morfoldgicos, fisiologicos e metabolicos. Processos
vitais como fotossintese e regulagdo estomatica sdo inteiramente ou parcialmente
desregulados, afetando a concentracdo de CO2 e O2 no meio intra e extra celular. Tais
alteracOes afetam o equilibrio nutricional e hormonal do organismo provocando uma série de
intoxicacbes por espécies quimicas reativas de oxigénio (EROS), que comprometerdo o
processo de divisdo celular e crescimento do organismo. NOs casos mais extremos, estes
efeitos em cadeia ocasionam a morte do organismo (WANG et al., 2019; LIU et al., 2019;
GOMES NETO et al., 2020)
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Estudos ja demonstraram que o estresse salino estd entre as formas mais graves de
estresses sofridos por organismos vegetais por causar lesdo idnica — uma das principais lesdes
que afeta a membrana celular, ocasionando desordem no equilibrio idnico celular entre os
fons Na*, Cl -, K" e Ca?", que ao se encontrarem dissociados em meio celular apresentam
elevada toxicidade. Os tecidos radiculares das plantas sdo os primeiros 6rgdos a entrarem em
contato com 0s nutrientes e assim selecionam os ions nutrientes, também protegem o
organismo vegetal contra os ions toxicos. O excesso desses ions nos tecidos celulares causa
danos a membrana celular, e por consequéncia 0 comprometimento do desenvolvimento e
morte do organismo (BITA et al., 2013; WANG et al., 2019; LIU et al., 2019; GOMES
NETO et al., 2020)

Da mesma maneira, alteracdes significativas na homeostase celular sdo observadas a
nivel morfofisiologico quando as plantas sdo submetidas a elevadas temperaturas.
Naturalmente, isto depende da suscetibilidade de cada espécie, porém de modo geral elevadas
temperaturas afetam todos os estagios vegetativos e reprodutivos da planta. Pode-se notar
lesbes nas superficies das folhas, caules, raizes e frutos, o que leva a diminuicdo da
reprodutividade da espécie. Sdo observadas também alteracGes significativas na estrutura
celular, o que incluem organelas, citoesqueletos e funcbes membranares, além de alteracGes
comprometedoras na sintese de proteinas, incluindo a traducdo das proteinas de choque
término (HSPs), producdo de fitohormbnios, como o &cido abscisico (ABA) e outras
moléculas termoprotetoras, que visam o fechamento de estdbmatos e ativacdo de fatores de
transcricdo (FT) que auxiliam na adaptacdo da espécie as condi¢des de estresse. As estruturas
foliares e hipocotilares sdo atrofiadas, comprometendo a assimilacdo de liquido das partes
aéreas e por consequéncia a distribuicdo total de biomassa e fotossintese. (KUMAR, 2016;
GOMES NETO et al., 2020) Todos os fatores de estresses ativam as espécies reativas de
oxigénio (EROs), o que incluem radicais livres do tipo superdoxidos como Hidroxil e
Peroxidos de Hidrogénio que sdo produtos de sucessivas reacdes de reducdo proveniente do
metabolismo aerobico das plantas e que atuam como sinalizadores celulares para liberacdo de
fitohormoénios — mediadores de respostas celulares, como auxinas, acido abscisico (ABA),
acido jasménico (AJ) e etileno que também auxiliam na adaptacdo fisiologica da planta as
condicdes estressoras (LIU et al., 2019; GOMES NETO et al., 2020; HAN et al., 2020).

Desta forma, diversas pesquisas sdo realizas com o objetivo de contribuir para o
entendimento dos mecanismos morfofisiologicos, bioquimicos e genéticos da Ricinus

communis sob tais estresses a fim de propor estratégias para contornar os danos causados por
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fatores de estresse. Tais danos podem ser visivelmente percebidos na germinacdo e no
estabelecimento de plantulas saudaveis, velocidade e uniformidade de germinagdo bem como
vigor ao serem submetidas a fatores com niveis estressores minimos (SANTOS et al., 2013;
RIBEIRO, 2015; SA, 2016; GOMES NETO et al., 2018; ARAUJO, 2019).

Estudos demonstram que os fatores de estresse j& mencionados anteriormente afetam
consideravelmente a distribuicdo de biomassa em todos os 6rgdos da planta. Em Solanum
lycopersicum, por exemplo, o estudo realizado por Kim e colaboradores concluiu que a
elevacdo da temperatura e exposicdo da espécie a incidéncias altas de luminosidades
isoladamente ou combinados, levaram a diminuigdo da taxa fotossintética, diminuicdo da taxa
de transpiracdo, diminuicdo total de biomassa dos frutos, menor espessura foliar. Houve
também um aumento da biomassa das estruturas reprodutivas em detrimento da biomassa dos
tecidos estruturais. Naturalmente estes danos sdo reflexos de desordens metabolicas da planta
afetando a produtividade da cultura (KIM et al., 2019).

Em Arabidopsis thaliana o crescimento das plantas foi totalmente comprometido
guando esta foi exposta a temperaturas mais altas. As plantas demonstraram reducdo da area
foliar, reducdo de teor de &gua da parte aérea acompanhado do aumento de biomassa das
raizes e comprimento das mesmas, 0 que possivelmente pode revelar um esforco para
captacdo de agua do solo. Alteracbes também foram observadas a nivel metabolémico e
transcriptbmico, como alta modulacdo génica para terpenos devido a exposicao a fatores de
estresse € menor teor de &gua encontrado nos tecidos e baixa expressdo de enzimas
aquaporinas (CARRERA et al., 2018; JANSSON et al., 2018). Fendmenos similares ocorreu
com plantulas de Zea mays (milho) cultivadas a 37°C e Triticum aestivum (Trigo), submetidas
a estresse osmatico e salino, com pequenas diferencas na resposta metabdlica dependente do
estresse submetido (TRACHSEL et al., 2010; GUPTA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015;
LIU et al., 2022)

Este estudo destina-se a avaliar o comprimento de raizes e hipocétilos e a distribuicdo
de biomassa atraves da analise de massa seca em hipocétilos, endosperma, raizes e
cotilédones de Ricinus communis submetidas a estresses abioticos do tipo térmico, salino e
osmotico. Estes resultados nos permitirdo correlacionar dados metaboldmicos e
trascriptdmicos aos dados morfoldgicos coletados com o objetivo de entender melhor os
mecanismos de defesa da espécie estudada quando submetida a estresses abioticos desta

natureza. Tais achados contribuirdo tambem para o desenvolvimento de técnicas da
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engenharia genética visando adaptacédo de plantulas a condi¢cbes ambientais adversas em areas

semiaridas no mundo.

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tratamentos pré-germinativos em sementes de Ricinus communis

As sementes de Ricinus communis da cultivar Paraguacu, foram gentilmente cedidas
pelo Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB) no Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). As mesmas foram
compradas na Associa¢do Olho D’agua em Cafarnaum — Ba, em julho de 2019. Cafarnaum
situa-se a 430 km de Salvador, a uma latitude de 11° 41' 37" sul e a uma longitude 41° 28' 06"
oeste, com altitude de 770 metros no nordeste da Bahia, possuindo clima seco e arido. Foram
cuidadosamente transportadas em saco de linho até o LBBB onde foram armazenadas sob
temperatura controlada a 25 C°. Os ensaios experimentais foram executados no Laboratério
de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB) no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS)
da Universidade Federal da Bahia (UFBA) nos periodos compreendidos entre outubro a
dezembro de 2020.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado possuindo grupo controle.
Todas as sementes utilizadas nos experimentos foram submetidas e desinfestacdo em solucédo
de hipoclorito de sodio (0,25 %) e Tween-20 (1 gota para cada 100mL), indicado como a
desinfestacdo mais eficaz por TELES (2013). As sementes foram postas em um béquer sob
agitacdo constante durante 10 minutos e em seguida, foram enxaguadas 5 vezes com éagua
destilada. Foram secas em papeis previamente autoclavados, ap6s foram submetidas a
escarificacdo mecanica e tiveram a carincula retirada. Como substrato, foi utilizado papel de
germinacdo (28 cm x 38 cm) umedecidos com agua destilada na proporcao de 3 vezes 0 peso
do papel de germinacdo seco, seguindo as normas estabelecidas no Regras para Anélise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).

As sementes foram entdo dispostas no substrato de papel, com duas folhas na base e
uma folha recobrindo as sementes enfileiradas. Em seguida, os rolos foram postos para

germinar envolvidas em sacos plasticos (evitando o ressecamento do substrato) em
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germinadores do tipo B.O.D. (ELETROLAB, Mod. EL202/3). A temperatura foi ajustada
para 30 °C, na auséncia de luz e foram mantidas nesta condicdo por 72 horas. Foram
utilizadas 3 repeti¢cdes de 15 sementes cada. Sementes ndo germinadas ou deterioradas foram

excluidas. Apos a protrusdo radicular, as plantulas foram expostas aos ensaios de estresse.

Todos os dados obtidos foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) com 5%
de probabilidade, e as médias foram comparadas com o Teste de Tukey, utilizando o software
de analise estatistica SISVAR®, desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras (Ferreira,
2000).

2.2 Efeitos do estresse térmico sobre o desenvolvimento de plantulas

Ap0s 72 horas sob germinacdo em agua e com protrusdo de radicula, as sementes de
Ricinus communis foram transferidas para o estresse térmico sob as temperaturas de 20, 30 e
35 °C nas germinadoras tipo B.O.D. por um periodo de 96 horas. A temperatura de 30 °C foi
escolhida como grupo controle, pois € a temperatura considerada Otima para a o0
desenvolvimento da espécie. Os rolos de substrato foram irrigados com agua destilada a cada
24 horas durante todo o experimento. Foram utilizados 5 ml para as temperaturas de 20 e 30

°C e 10 ml para a temperatura de 35 °C, para analise apenas do efeito da alta temperatura.

2.3 Efeitos do estresse salino sobre o desenvolvimento de plantulas

Apds 72 horas sob germinacdo em agua e com protrusdo de radicula, as sementes de
mamona foram transferidas para o estresse salino sob as concentra¢es de 0,0 mM (grupo
controle); 25 mM; 50 mM e 100 mM de Cloreto de sédio (NaCl), sendo tais condi¢Bes
adotadas com base nas condigbes experimentais encontradas na literatura (WANG;
VINOCUR; ALTMAN, 2003; WANG, et al. 2019; BRITO, et al. 2020). Para manter a
concentragdo de sal constante durante todo o ensaio de estresse, a cada 48 horas foi realizada
a troca completa do papel de germinacgdo, utilizando as mesmas concentracdes aplicadas

inicialmente.
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2.4 Efeitos do estresse osmotico sobre o desenvolvimento de plantulas

Para o ensaio de estresse osmatico foi utilizado o Polietilenoglicol 6000 (PEG 600;
CAS: 25322-68-3) da fabricante Dinamica, sendo as solucdes preparadas seguindo as
orientacbes de VILLELA et al.,1991). Ap6s 72 horas sob germinacdo em agua e com
protrusdo de radicula, as sementes de mamona foram expostas a condi¢des de 0,0 Mpa (grupo
controle); -0,2 MPa; -0,6 MPa e -1 MPa. Estes potenciais sdo amplamente descritos na
literatura para ensaios de estresse osmdtico ou de osmocondicionamento em sementes de
vérias espécies, incluindo Ricinus communis (FANTI; PEREZ; ANDRADE, 2003;
CHEEMA, N. et al., 2010; OLIVEIRA, 2010; VASCONCELOS, et al. 2018, NETO et al.,
2020).

Para manter o potencial de PEG 6000 constantes durante todo o ensaio de estresse
osmatico, a cada 48 horas foi realizada a troca completa do papel de germinacdo, utilizando

0S mesmos potenciais aplicados inicialmente no preparo do substrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para analisar os efeitos da temperatura (20, 30 e 35 °C), concentracdo salina (25 mM,;
50 mM; e 100 mM de NaCl) e déficit hidrico (-0,2 MPa; -0,6 MPa e -1 Mpa) em plantulas de
Ricinus communis do cultivar Paraguacu, foi medido o comprimento de raizes e hipocétilos e
a massa seca das raizes, hipocétilos, endospermas e cotilédones apds a exposicdo 72 horas de
germinacdo e submetidas aos estresses térmico, salino e osmético. Ndo foram observadas
diferencas no comprimento das raizes e dos hipocétilos das plantulas submetidas a
temperatura de 35°C em relacdo ao controle (30°C), porém uma diferenca significativa foi
observada no comprimento das raizes (cerca de 30 mm) e nos hipocétilos (cerca de 20) mm)
das plantulas submetidos a 20°C (Figura 5). As plantulas submetidas a temperatura de 20°C e
35°C néo obtiveram desenvolvimento adequado das raizes, isso foi evidenciado pela perda de
massa seca das raizes em comparacdo com o controle (30°) (Figura 5). Houve diferencas
significativas na temperatura de 35 °C e 20°C. A massa seca do endosperma foi afetada
guando submetidas a 20 e 35°C. Observou-se um acentuado aumento de biomassa dos
cotilédones em 20°C e uma discreta acumulacdo de biomassa dos cotilédones em 35°C,
guando comparadas com o controle (Figura 6). Um padrdo de acumulacdo de biomassa dos
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cotilédones diferente do gendtipo Paraguacu foi relatado para os gendétipos IAC80 e MPA11
da mamona, onde relatou-se que a massa seca dos cotilédones aumentou com o aumento da

temperatura para ambos os genétipos (RIBEIRO et al., 2015).

Figura 5: Comprimento de (a) hipocoétilos e (b) raizes ap6s quatro dias sob temperaturas de 20, 30 e 35 ° C.
Média e erro padrédo de trés repeticBes bioldgicas contendo 15 sementes cada. Letras diferentes acima das barras
indicam diferencas significativas entre as amostras por HSD de Tukey (p <0,05).
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Figura 6: Massa seca em gramas de (a) raizes (b) hipocétilos, (c) endospermas e (d) cotilédones, ap6s quatro
dias sob as temperaturas de 20 °C, 30 °C e 35 °C. Média e erro padréo de trés repeticbes bioldgicas contendo 15
sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas significativas entre as amostras por HSD
de Tukey (p <0,05).
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As raizes, folhas e caules das plantas possuem certa medida de independéncia
funcional. Raizes, por exemplo, dependem exclusivamente das condi¢cBes do solo, como
disponibilidade de agua e nutrientes. A parte aérea, depende em grande parte das condicGes
acima do solo (niveis de CO., UV, etc). Para obter um panorama geral da distribuicdo de
biomassa das raizes e hipocdétilos em cada nivel de estresse térmico, aplicamos a razdo entre a
massa seca das raizes pelo comprimento das raizes, também massa seca do hipocétilo pelo
comprimento do hipocétilo, e a razdo massa seca da raiz pela massa seca do hipocotilo
(KRISHNAMURTHY et al., 1998; RIBEIRO et al; 2015; GOMES et al., 2018). Para os
hipocétilos e raizes, ndo foi observada diferencas significativas entre os niveis de estresse
térmico em comparacdo com o grupo controle (Figura 7). Estes resultados evidenciam um
padrao diferente dos relatados na literatura acerca dos gendétipos IAC80 e MPALl da
mamona. Para 0s gen6tipos MPAL11, a razdo aumentou com 0 aumento da temperatura e para
0 genotipo IAC80, relatou-se uma diminuicdo da razdo (RIBEIRO et al., 2015). Dessa forma,
conclui-se que possivelmente o gendtipo Paraguagu da Ricinus communis apresenta maior
adaptabilidade quando expostas a niveis de estresse térmico de 20 e 35°C em comparagdo ao

grupo controle em 30°C, considerando os critérios morfoldgicos descritos anteriormente.

Figura 7: (a) Razéo entre massa seca do hipocotilo / comprimento do hipocétilo (g / mm), (b) Raz&o entre massa
seca da raiz / comprimento da raiz (g /mm) e (c) razdo entre a massa seca das raizes/ massa seca dos hipocétilos,
apo6s quatro dias sob temperaturas 20 ° C, 30 ° C e 35 ° C. Média e erros padrdo de quatro repeti¢Oes bioldgicas
contendo 20 sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam diferengas significativas entre as
amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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Para avaliar os efeitos do estresse salino, as plantas foram submetidas as
concentracdes de 25, 50 e 100 mM de Cloreto de sodio (NaCl), apos 72 horas de germinacgédo
em &gua. (Figura 8) Os resultados obtidos apontaram que houveram diferencas significativas
no comprimento dos hipocétilos e no comprimento das raizes em comparagdo ao grupo
controle (0 mM de NaCl). Estudos demonstram que a espécie apresenta certa resisténcia a
estresse salino, possuindo até bons niveis de germinacdo, porém € na fase de crescimento e

estabelecimento que as plantas sdo gravemente afetadas pelo estresse salino (PINHEIRO et
al., 2008; GOMES et al., 2018).

Figura 8: Comprimento (mm) dos (a) hipocdtilos e (b) raizes, ap6s quatro dias sob concentragdes de estresse
salino de 0 mM, 25, 50 e 100 mM de NaCl. Média e erro padrdo de trés repeticbes bioldgicas contendo 15

sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas significativas entre as amostras pelo HSD
de Tukey (p <0,05).
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Resultados semelhantes também foram obtidos com os gendétipos de mamona AIC 226
sob a estresses simulados com Cloreto de Potassio (KCI), apesar de nao afetarem a
germinacdo, a uniformidade e velocidade de germinacdo foram severamente afetados. O
mesmo ocorre para Jatropha curcas L. e Ricinus communis (ANDREO-SOUZA et al., 2010;
GOMES et al., 2018).

A massa seca das raizes demonstrou uma drastica diminui¢do nas concentragdes de 25
mM e 50 mM, com moderada ascendéncia na concentracdo de 100 mM de NaCl, porém com
diferenca de 0,79 g, em relagdo ao grupo controle. Isto indica que no nivel mais alto de
estresse salino aplicado neste ensaio, a planta conseguiu desenvolver estratégias para
preservar sua biomassa (CHEN et al.,, 2010; SANTOS et al., 2014). Os hipocétilos
diminuiram sua biomassa a medida que se aumentava a concentracdo do sal, em relacdo ao
controle. Os endospermas apresentaram padrdes distintos de alocacdo de biomassa, sendo a
concentracdo de sal mais estressora a de 25 mM, porém com maior alocacéo de biomassa em
50 mM e 100 mM, o que possivelmente indica uma adaptagdo mais rapida a concentracfes

mais elevadas do sal, em relacéo ao controle.

Os cotilédones também apresentaram padrfes distintos de alocacdo de biomassa,
considerando a menor alocacdo em 25 mM e o maior acumulo de biomassa em 100 mM,

curiosamente tendo nesse ultimo nivel de estresse salino uma biomassa maior que a do grupo
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controle. Tanto para os endospermas como para cotilédones, observamos uma alocacdo de
biomassa maior no nivel mais alto de estresse salino (Figura 9). O mesmo fenémeno ja foi
relatado na literatura, onde o teor de umidade, massa seca e conteudo relativo de &gua nos
tecidos se mantiveram iguais ao controle até uma concentracdo de 150 mM de NaCl,
indicando um certo ajustamento osmotico o que proporciona um acumulo de soluto
osmoprotetores da célula (CHEN et al., 2010; SANTOS et al., 2014).

Figura 9: Massa seca em gramas das (a) raizes e (b) hipocétilos, (c) endospermas e (d) cotilédones, apés quatro
dias sob estresse salino nas concentracfes de 0 mM, 25, 50, e 100 mM de NaCl. Média e erro padrdo de trés
repeticdes biolégicas contendo 15 sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas
significativas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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Fonte: Dados obtidos do autor

A razdo massa seca da raiz pelo comprimento da raiz revelou ndo haver diferencas
entre o0s niveis de estresse salino aplicados. Isto também se refletiu na razdo massa seca dos

hipocétilos pelo comprimento dos hipocoétilos (Figura 10).
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Figura 10: (a) Razdo massa seca do hipocotilo / comprimento do hipocétilo (g / mm), (b) Razdo massa seca da
raiz / comprimento da raiz (g / mm) ap6s quatro dias de estresse salino sob concentragdes de 0 mM, 25, 50 e 100
mM de de NaCl. Média e erro padrdo de trés repetigdes bioldgicas contendo 15 sementes cada. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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Os ensaios de estresse osmdtico ou restricdo hidrica foram simulados utilizando
Polietilenoglicol (PEG 6000) sob os potencias osméticos de 0,0 Mpa; -0,2 MPa; -0,6 MPa e -
1 Mpa. A restricdo hidricaatua de forma mais danosa nos organismos, reduzindo
drasticamente a velocidade dos processos biologicos e desregulando fungdes celulares
importantes para o desenvolvimento das plantas. Os efeitos de uma restricdo hidrica séo
relatados vastamente na literatura como menor desenvolvimento foliar, menor acimulo de
biomassa em todos os tecidos, desregulacdo fotossintética e respiracdo. Todas as enzimas que
participam das reacfes bioquimicas, como as hidroliticas ou digestivas sdo estabilizadas por
moléculas de agua, além disso, o transporte de ions e toda a maquinaria celular funcionam
dependente de um equilibrio sensivel de varios ions em solugdo como os ions calcio e
potassio. Ao aumentar a concentragao desses ions dispersos no ambiente intra e extracelular
através da restricdo hidrica (reducéo do solvente), instala-se uma série de reagdes em cadeia
que afetam especialmente a regulagdo metabdlica do organismo, por consequéncia 0
desenvolvimento saudavel da espéecie (SARA, 2016; ZHU, 2016).

Os resultados obtidos neste ensaio revelaram que em as plantulas submetidas ao
osmocondicionamento foram severamente afetadas, o que comprometeu o desenvolvimento

saudavel das raizes e hipocotilos expressos através do comprimento destes. Observa-se uma
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dréstica reducdo do comprimento das estruturas submetidos a restricdo hidrica em potenciais
osmaticos de -0,2 Mpa e -0,6 e -1,0 Mpa, ndo possuindo diferencas significativas entre estas
ultimas (Figura 11). Resultados semelhantes também obtidos em mamona conforme relata
estudos anteriores (MORAES et al., 2015; ARAUJO et al., 2016; GOMES et al., 2018).

Figura 11: Comprimento de (a) hipocétilos e (b) raizes apds quatro dias sob estresse osmético sob os potenciais
de 0, -0,2, -0,6 e -1,0 Mpa. Média e erro padrao de trés repeticdes biolégicas contendo 15 sementes cada. Letras
diferentes acima das barras indicam diferencas significativas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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Fonte: Dados obtidos do autor

A razdo da massa da raiz pelo comprimento da raiz e massa do hipocoétilo pelo comprimento
do hipocotilo mostra que ndo héa diferencas significativas entre as plantulas submetidas aos
potenciais utilizados, exceto para o hipocotilo das plantulas submetidas ao estresse em -1
Mpa, no nivel maximo de restricdo hidrica, com comprometimento de todos do
desenvolvimento da planta (Figura 12). Estudos anteriores indicaram que a restri¢cdo hidrica
tem varios efeitos adversos sobre as plantulas, particularmente sob a biomassa, area foliar,
taxa fotossintética liquida e diminuicdo do teor de clorofila. Sdo relatadas também um
aumento das atividades de enzimas antioxidantes e aumento da condutividade elétrica
relativa. Alteracbes em todos os niveis bioquimicos também séo relatados vastamente na
literatura (SOUZA, 2013; ARAUJO et al., 2016; GOMES et al., 2018, Y1 et al., 2020)).
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Figura 12: (a) Razdo da massa seca do hipocétilo / comprimento do hipocétilo (g / mm), (b) razdo da massa seca
da raiz / comprimento da raiz (g / mm), ap6s quatro dias sob os potenciais -0,2; -0,6 e -1 Mpa. Média e erro
padrdo de trés repeticOes biolégicas contendo 15 sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam
diferengas significativas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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A alocacdo de biomassa nas raizes e hipocotilos diminuiu a medida que diminuia o
potencial osmotico, ou seja, a medida que se agravava o estresse hidrico. Um padréo distinto
foi observado nos endospermas e cotilédones. A um potencial de -0,2 observou-se um
acumulo maior de biomassa em compara¢do com o do grupo controle, porém as plantulas
expostas a niveis mais alto de estresse hidrico nos potenciais de -0,6 e -1, sofreram grande
perda de biomassa. Nos cotilédones, o mesmo fendmeno foi encontrado, com acentuado
aumento da biomassa no potencial -0,2 com perda de biomassa nas plantulas expostas ao

potencial -0,6 e com uma alocagdo maior de biomassa no potencial -1 (Figura 13)
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Figura 13: Massa seca em gramas das (a) raizes e (b) hipocétilos, (c) endospermas e (d) cotilédones
ap6s quatro dias sob estresse osmotico nos potenciais de -0,2; -0,6 e -1 MPa. Média e erro padrdao de trés
repeticOes biologicas contendo 15 sementes cada. Letras diferentes acima das barras indicam diferengas
significativas entre as amostras pelo HSD de Tukey (p <0,05).
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Isso possivelmente nos sugere uma translocacdo de recursos nutricionais para o
cotilédone em um esforco fisioldgico para auxiliar a planta a suportar a crise hidrica, ao
menos por um dado periodo. Estas variagdes de biomassa e translocacdes para melhor
adaptacédo as condigcOes adversas sdo comuns e muito relatadas na literatura (ARAUJO et al.,
2016; GOMES et al., 2018, RIBEIRO et al., 2015)

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo observou-se que a exposicdo das plantas aos ensaios de estresse térmico
(20, 30 e 35 °C), salino (25, 50 e 100 mM de Cloreto de sddio) e osmético (-0,2; -0,6 e -1
Mpa em PEG 6000) forma geral comprometeu a alocacdo de biomassa nas raizes, hipocotilos,
endosperma e cotilédones. Algumas exce¢des ocorreram, como no caso do acumulo de
biomassa dos endospermas e cotilédones quando expostos ao nivel mais alto de estresse
térmico e osmotico. Os comprimentos das raizes e dos hipocétilos evidenciaram um desvio da
normalidade quando expostas ao estresse térmico em 20°C e ndo houveram diferencas

significativas no comprimento das raizes e hipocotilos expostos a 35°C. Com estes achados,
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podemos observar possiveis translocacfes de biomassa, transferéncias de recursos que daréo
suporte a planta para atravessar os periodos de estresse. Esses dados fisiologicos fornecem
informacgdes sobre o desenvolvimento da espécie Ricinus communis expostas a fatores
estressores e fornecem subsidios tedricos no estudo da tolerancia e adaptacdo a temperatura
durante o estabelecimento. Além disso, as mudancas fisiologicas observadas em resposta a
exposicao a estresse térmico, salino e osmotico fornecem pistas para a adaptacdo destas a
condicBes ambientais flutuantes, o que seria muito Util no desenvolvimento de estratégias para

pesquisa de melhoramento de culturas de R. communis
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CAPITULO I
CONTRIBUIQC)ES DA BIOINFORMATICA NO ESTUDO DAS TERPENO SINTASE
EM MAMONA (Ricinus communisL.)

==

RESUMO
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Terpeno sintase (TPS) sdo responsaveis por uma vasta diversidade de produtos terpénicos em
plantas, bactérias, fungos e organismos marinhos. As TPS sdo responsaveis pela producdo de
metabolitos altamente especializados que auxiliam na resposta contra estresses bioticos e
abioticos, herbivoros, patégenos, sinalizacdo ecoldgica bem como producdo de horménios
reguladores da homeostase. Com 0 sequenciamento crescente de genoma de plantas, uma
variedade de estudos com foco na caracterizagdo das TPS e seus genes tem obtido destaque
cientifico. Os mecanismos génicos e bioquimicos tem sido costumeiramente elucidado e
previsto por ferramentas computacionais com o auxilio da biologia molecular e outras
ciéncias complementares. Neste contexto, uma extensa caracterizacdo estrutural e filogenética
das TPS € apresentada na oleaginosa Ricinus communis.L, utilizando ferramentas da
bioinformatica. Foram encontramos através do BLASp 46 genes TPS can6nicos na espéecie. A
localizagdo subcelular, distribuicdo de éxons, introns, regibes regulatdrias transcricionais bem
como elementos cis promotores sdo relatados. A designacdo de subfamilias (TPS-a — TPS-q)
sdo apresentadas de acordo com a classificacdo de motifs conservados encontrados nas
sequéncias e estrutura dos genes. Foram encontrados em todos os genes dominios C-terminal
e N-terminal no Pfan caracteristicos das enzimas terpenos sintase (PF01397 e PF03936).
Além disso, foram encontrados nos genes padrdes de motifs conservados, DDXXD, DXDD,
NSE/DTE e RRXgW. Sequéncias de TPS foram alinhadas frente outras espécies modelos e foi
comprovado a presenca do motif candnico DDXXD, essencial para a regulacdo enzimatica
que catalisa a primeira ionizacdo em IPP e DMAPP. A identificagdo e caracterizagdo
estrutural e filogenética dos genes RcTPS fornecem uma rica compreensdo da familia TPS em
Ricinus communis além de oportunizar futuras validacdo funcionais desta familia génica.

ABSTRACT
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Terpene synthase (TPS) are responsible for a wide diversity of terpenic products in plants,
bacteria, fungi, and marine organisms. TPS are responsible for the production of highly
specialized metabolites that assist in the response against biotic and abiotic stresses,
herbivores, pathogens, ecological signaling as well as the production of hormones that
regulate homeostasis. With the growing sequencing of plant genomes, a variety of studies
focusing on the characterization of TPS and their genes have gained scientific prominence.
Genetic and biochemical mechanisms have been usually elucidated and predicted by
computational tools with the help of molecular biology and other complementary sciences. In
this context, an extensive structural and phylogenetic characterization of the TPS is presented
in the oilseed Ricinus communisL, using bioinformatics tools. We found 46 canonical TPS
genes in the species through BLASp. Subcellular location, exon distribution, introns,
transcriptional regulatory regions as well as cis promoting elements are reported. The
designation of subfamilies (TPS-a - TPS-g) are presented according to the classification of
conserved motifs found in the sequences and structure of the genes. C-terminal and N-
terminal domains in Pfan, characteristic of the terpene synthase enzymes (PF01397 and
PF03936), were found in all genes. In addition, they were found in the conserved motif
pattern genes, DDXXD, DXDD, NSE / DTE, and RRX8W. TPS sequences were aligned with
other model species and the presence of the canonical motif DDXXD, essential for the
enzymatic regulation that catalyzes the first ionization in IPP and DMAPP, has been proven.
The identification and structural and phylogenetic characterization of the RCTPS genes
provide a rich understanding of the TPS family in Ricinus communis .in addition to providing
opportunities for future functional validation of this vast gene family.
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1 Introducéo

As plantas apresentam a incrivel capacidade de sintetizar diversos metabdlitos
secundarios altamente especializados (Chen et al., 2011; Karunanithi e Zerbe, 2019; Luck et
al., 2020). Entre esta rica produgdo natural, encontramos a maior classe de produtos naturais
ja registrada na literatura, os terpenos e seus derivados, os terpendides. Sua heterogeneidade e
elegancia quimica se tornam quase onipresentes em todas as espécies de plantas (Hillwig et
al., 2011; Nagel et al., 2014). Mais de 60 mil compostos terpénicos ja foram identificados em
plantas, organismos marinhos, insetos, bactérias e fungos (Gross e Konig, 2006; Yamada et
al., 2012; Soltani et al., 2016; Lancaster et al., 2018 Karunanithi e Zerbe, 2019). Os terpenos
sdo constituidos de um esqueleto basico de hidrocarbonetos, que unidos formam blocos de 5
carbonos (hemiterpenos), 10 carbonos (monoterpenos), 15 carbonos (sesquiterpenos), 20
carbonos (diterpenos), 30 carbonos (triterpenos), 40 carbonos (tetraterpenos) ou mais, C5n
(politerpenos). Estas espécies quimicas podem assumir formas ciclicas, aciclicas além de
apresentarem anéis fundidos. Podem ainda conter uma ou mais instauracdes além de
possuirem grupos carbonilados e possibilidade de estereoquimica (Figura 14) (Bohlmann et
al., 1998; Christianson, 2006; Nieuwenhuizen et al., 2013).

Alguns terpenos e derivados possuem funcdes fisiologicas primarias, sendo
designados como metabdlitos primarios, como a giberelina e o &cido abscisico. Estes auxiliam
na formacdo de pigmentos como carotenoides, clorofilas e plastoquinonas na fotossintese,
outros atuam como horménios vegetais, assessores na cadeia transportadora de elétrons e
carboidratos além de estabilizadores de membranas (Tholl et al., 2011; Xie et al., 2012).
Todavia, suas formas mais diversificadas foram encontradas em plantas como metabdlitos
secundarios, atuando especialmente como agentes de comunicacdo com o ambiente, defesa a
herbivoria e patégenos. Muitos destes compostos apresentam baixos pesos moleculares,
portanto séo volateis sendo expelidos através das flores, frutos e tecidos (Dhar et al., 2013;
Abbas et al., 2017). Terpenos e derivados também apresentam alto valor econdmico, sendo
largamente utilizados na producdo de cosméticos, fragrancias, Oleos essenciais e
especialmente medicamentos (Paduch et. al., 2014; Bergman et al., 2019; Mahizan et al.,
2019). Destes Gltimos, destacam-se 0 TAXOL® que apresenta potente acéo antineoplasica e a
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artesinina, que apresenta excelentes atividades antimalaricas (Nagegowda e Gupta, 2020;
Zhou and Pichersky, 2020b).

Figura 14: Exemplos de terpenos e derivados comumente isolados de plantas, bactérias, organismos marinhos dentre outros.
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Fonte: ChemDraw, 2021

Todas as classes de terpenos, sdo biossintetizadas por enzimas TPS a partir de dois

blocos fundamentais de unidades C5: Difosfato de isopentenila (IPP) e o Difosfato de
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dimetilalila (DMAPP), ambos isémeros. Estes dois precursores atuam como 0S principais
atores na biossintese de todas as demais classes de terpenos e seus derivados, a partir de
sucessivas reacdes de condensacao, ciclizacdo, oxido-redugdo, metilacdo, rearranjos, reacoes
de eliminacdo, adicdo e substituicdo, bem como reacbes de natureza acido-base. Estes
precursores basicos sdo produzidos por duas vias distintas, a via do &cido mevaldnico ou
mevalonato (MEV) presente no citoplasma das plantas, animais e fungos e a via do D-
eritritol-4 fosfato ou fosfato de metileritritol (MEP), operando nos plastideos vegetais (Trapp
e Croteau, 2001; Aubourg et al., 2002; Oldfield e Lin, 2012; Kumar et al., 2018; Alicandri, et
al., 2020). Um grupo de enzimas especializadas em condensacdo, denominadas
preniltransferases atuam na condensacdo inicial desses precursores (IPP e DMAPP)
produzindo intermediarios com diversos comprimentos de cadeias carbénicas. Os produtos da
condensacdo sao variados e nomeados de acordo com as unidades de C5 presentes na
estrutura: Disfosfato de geranila (GPP; C10), difosfato de farnesila (FPP; C15), difosfato de
geranilgeranila (GGPP; C20) e escaleno (C30). Os produtos GPP, FPP e GGPP sofrem
sucessivas reacdes com outras unidades de IPP, resultando em sesquiterpenos, diterpenos,

triterpenos e tetraterpenos (C40) (Figura 15).

O conjunto de enzimas terpeno sintase (TPS) atuam mediando essas transformacdes
por estabilizar o carbocéation reativo no sitio ativo enzimatico, o que posteriormente favorece
a conversao em diversos compostos derivados. Para a formacéo dos hemiterpenos (C5), atuam
as hemiterpenos sintase. Para os monoterpenos (C10), as monoterpenos sintase. Para 0s
sesquiterpenos (C15), as sesquiterpenos sintase e para os diterpenos (C20), atuam as
diterpenos sintase. Todas estas apresentam um sofisticado grau de especificidade, formando
produtos especializados e adequados as necessidades fisiologicas do organismo frente as
adversidades naturais durante o processo evolutivo (Bohlmann et al., 1998; Trapp e Croteau,
2001; Aubourg et al., 2002; Kumar et al., 2018).
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Figura 15: Rotas bioquimicas com destaque na localizagdo celular onde ocorre a formacgéo dos precursores IPP e
DMAPP - blocos béasicos de construgdo de terpenos em plantas.
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Fonte: Autor, adaptado de BONCAN et al., 2020.
Enzimas s8o representadas em vermelho. DXPS, 1-deoxy-d-xylulose-5-phosphate sintase; DXPRI DXP-
reductoisomerase; MEPCT, MEP citidiltransferase; CDP-MEK, CDP-ME quinase; MECDPS, MECDP-sintase;
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HMBPPS, (E) - 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato-sintase; HMBPPR, HMBPP redutase; IPP; isopentenil
difosfato sintase (Karunanithi e Zerbe, 2019).

Apesar dos genes da familia terpeno sintase (TPS) possuirem uma Gnica origem
evolutiva, eles podem ser subdivididos em duas categorias basicas — quanto a sua classe (I, Il
e I11) e subfamilia (TPS-a, TPS-b, TPS-c, TPS-d, TPS-e/f, TPS-g e TPS-h) (Chen et al., 2011;
Jia, 2016). De acordo com o numero, posicdo dos introns e comprimento de éxons identifica-
se a classe dos genes TPS. Genes com 12 — 14 introns sdo designados a classe I, genes com 9
introns, classe Il e genes com 6 introns pertencem a classe 111 (Bohlmann et al., 1998; Chen et
al., 2011). Motifs conservados também sdo utilizados para designar as classes aos genes TPS.
Nos genes de classe | sdo encontrados os padrées DDXXD ou NSE/DTE, geralmente
encontrados em C-terminal funcionais (dominio a). Os genes de classe Il, s&o encontrados 0s
motifs DXDD relacionado ao N-terminal (dominio B) junto ao EDXXD (dominio y) com
elevada acidez o que auxilia na atividade catalitica das enzimas de classe Il. Ainda séo
encontrados os motifs RRXgW bem conservado localizado proximo ao peptideo de transito N-

terminal (Kumar et al., 2018).

As subfamilias sdo comumente agrupadas de acordo com a similaridade, numero de
éxons, classificacdo taxondmica e atividade enzimatica. (Bohlmann et al., 1998;
Nieuwenhuizen et al., 2013; Alquézar et al., 2017; Zhou et al. 2020). A subfamilia TPS-a é
subdividida em dois grupos que abarcam algumas sesquiterpenos sintase. As TPS-a-1 sdo
distribuidas em plantas eudicotiledéneas e TPS-a-2 em monocotiledéneas. As TPS-b,
englobam as monoterpenos sintase e isopreno sintase e estdo amplamente distribuidas ente as
angiospermas, seu papel influencia na sintese de monoterpenos ciclicos. As TPS-c possuem
dominios codificadora caracteristicos de difosfato de copalila (CPP) e ent-caureno (KS) bem
como outras possiveis mono, sesqui e diterpenos. As TPS-c ocorre com menor distribuicéo
em plantas terrestres, porém com incidéncia em todas elas. Enzimas TPS-c estdo relacionadas
a sintese de metabolitos priméarios, como a giberelina e o acido adscisico. Enquanto as TPS-a,
TPS-b e TPS-c se relacionam a sintese de metabdlitos secundarios como o citronelal e

pulegona.

As TPS-d, possui ampla ocorréncia em gimnospermas, € é subdividida em 3
categorias. TPS-d-1 que relne especialmente as mototerpenos sintase e algumas

sesquiterpenos sintase e TPS-d-2 que relune apenas sesquiterpenos sintase. As TPS-d-3 que
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além das sesquiterpenos sintase, relne especialmente as diterpenos sintase. Em plantas
vasculares, encontra-se alta incidéncia das TPS-e/f. Estas eram classificadas como dois clados
distintos, contudo foram convencionalmente fundidas devido as numerosas similaridades
estruturais e funcionais entre si. As TPS-g, presentes especialmente nas angiospermas,
agrupam as monoterpenos sintase, sesquiterpenos sintase e diterpenos sintase. Estudos
recentes indicaram 18 membros TPS em Selaginella moellendorffii que apresentaram
diterpenos sintase teoricamente bifuncionais que ndo pertencem as subfamilias TPS-c e TPS-
e/f, formando um novo clado de TPS nesta espécie, a subfamilia TPS-h (Chen et al., 2011; Li
et al., 2012; Christianson, 2006).

Vaérios estudos demonstram a caracterizacao estrutural dos genes e proteinas TPS bem
como seus respectivos produtos em diversos organismos vivos. Em plantas, as TPS ja foram
amplamente caraterizadas em Arabidopsis thaliana (Aubourg et al., 2002; Michael et al.,
2020), Solanum lycopersicum (Spyropoulou et al., 2014; Zhou e Pichersky, 2020) Oryza
sativa (Chen et al 2018; Kiryu et al 2018), Sorghun bicolor (Zhuang et al 2013), Vitis vinifera
(Matarese, F. et al., 2014; Smit et al., 2020) e outras espécies, 0 que possibilitou descrever a
familia TPS em plantas como familia de tamanho médio, com nimero de genes variando de 1

em Physcomitrella patens e 113 em Eucalyptus grandis (Butler et al., 2018).

Métodos modernos utilizam técnicas da bioinformatica e biologia molecular com
amparo das ciéncias bhmicas no intuito de compreender melhor as carateristicas evolutivas e
bioguimicas desta grande familia génica, além de propor alternativas para a obtencdo dos seus
produtos visando maior qualidade de vida humana em sociedade. Xie e colaboradores
trabalharam na caracterizacdo funcional de quatro sesquiterpenos sintase (nomeados de
RcSeTPS1, RcSeTPS5, RcSeTPS7 e RcSeTPS10) oriundos da espécie Ricinus communis
(Xie et al., 2012). Jackson e colaboradores utilizaram técnicas da biologia sintética aplicada
na caracterizacdo bioquimica de quatro enzimas KS (ent- caurene sintase) encontradas em
Ricinus communisL (Jackson et al., 2014). Contudo, esta espécie carece de estudos com um
panorama geral acerca da estrutura, biossintese e atribuigdes funcionais das TPS. Este artigo,
reflete o esfor¢o de caracterizar in silico os genes da familia terpeno sintase em Ricinus
communisL., utilizando métodos modernos em bioinformatica que contribuem para a riqueza

do conhecimento da espécie.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Coleta de dados, classificagdo quanto a subfamilias e andlise filogenética

Incialmente, a regido conservada de uma terpeno sintase em Ricinus communis,
retirada do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), foi usada como referéncia na consulta ao
genoma da mesma espécie no banco de dados Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.qgov/pz/portal.ntml) com valor de corte e-value > e- 04. Com base

na homologia, as sequéncias putativas de proteinas terpeno sintase em Ricinus communis

(RCTPS) foram submetidas ao banco de dados Pfam (http://pfam.xfam.org/search/sequence)

para a analise de dominios caracteristicos das terpeno sintase (PF01397 e PF03936). Foi
realizado a coleta das sequéncias genémicas, CDS e de aminoacidos, com seus respectivos

cadigos de identificacéo (ID).

Para estudar as relacfes filogenéticas, uma arvore filogenética ndo enraizada em seu
centro foi construida usando o repertério completo de genes TPS identificados neste trabalho
com genes da familia TPS disponiveis na literatura das espécies Arabidpsis thaliana
(Aubourg et al., 2002) e Populus trichocarpa (Irmisch, et al., 2014). Esta analise foi realizada
utilizando as sequéncias de aminoacidos através do software MEGA 7.0

(https://www.megasoftware.net/ ) com alinhamento MUSCLE e gaps deletados. A topologia

foi calculada através do metodo Neighbor-Joining com distancias calculadas por p-distance.
O bootstrapping foi ajustado para 1000 réplicas. As subfamilias de TPS (a-g) foram
designadas de acordo a homologia das sequéncias das espécies comparativas neste estudo

designadas pelo software Terzyme (http://www.nipgr.ac.in/terzyme.html ) que utiliza

fundamentos da Machine Learning através do algoritmo Modelo de Markov Ocultos de Perfil
e Precisdo Preditiva, com confiabilidade superior a 86% (Priya et al., 2016, 2018; Boncan et
al., 2020). Foram retiradas da arvore filogenética as sequéncias RcTPS15, RcTPS27,
RcTPS28, RcTPS29, RcTPS32, RcTPS35, RcTPS39, RcTPS43 e RcTPS45, por serem curtas
demais a fim de serem comparadas com as demais sequéncias na arvore ou por se tratarem de

sequéncias incompletas no banco de dados.


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://pfam.xfam.org/search/sequence
https://www.megasoftware.net/
http://www.nipgr.ac.in/terzyme.html
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2.2 LocalizagBes subcelulares, estrutura das proteinas e analise da regido promotora
das RcTPS

As localizacbes subcelulares das proteinas RcTPS foram previstas utilizando o0s

softwares CELLO v.2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/). Os respectivos pesos moleculares,

ponto isoelétrico (pl), Instability index, Aliphatic index e GRAVY das proteinas RcTPS

foram mensurados através do ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para analisar

quais motifs sdo conservados, foi utilizado o software The MEME Suite 5.3.0 (http://meme-
suite.org/tools/meme). O nimero maximo de motifs identificados foi ajustado para 10. Para a

andlise estrutural de introns, exons, upstream e downstream foi utilizado o software Gene

Structure Display Server 2.0 (http://gsds.gao-lab.org/). Duplicacdes em tandem, foram

reveladas pelo software PTGBase (http://ocri-genomics.org/PTGBase/) (Gomes et al., 2018,

2020). Para o alinhamento foi utilizado o software Uniprot (https://www.uniprot.org/align/),

com método Clustal Omega de alinhamento. Uma sequéncia representativa das espécies
Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Oryza sativa, Selaginella moellendorffii,
Populus trichocarpa e Ricinus communis foram utilizadas observando vestigios de
similaridade entre aminoacidos e motifs conservados. Para a analise in silico dos elementos
promotores  regulatérios  foi  utilizado o banco de dados  PlantCare

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). Para isso, analisamos 1 kb

upstream do codon de iniciacdo ATG. Os elementos cis foram classificados quanto a presenca
de regides que regulam ou expressam acido abscisico, auxina, giberelina, metil jasmonato
(MeJa), respostas a luminosidade, MYB, MYC, inducdo anaerobica, resposta de defesa ou
estresses, expressdo induzida por crise hidrica, baixas temperaturas, acido salicilico,
expressao de meristema, AT-rich, expressdo de zeina, controle circadiano e respostas a

feridas/herbivoria.

3 Resultados e discussdes

3.1 Identificacdo e andlise filogenética da familia TPS em Ricinus communis (RcTPS).

As investigacdes acerca do quantitativo dos genes da familia terpeno sintase em

Ricinus communis utilizando as anota¢6es disponiveis no banco de dados NCBI, revelaram


http://cello.life.nctu.edu.tw/
https://web.expasy.org/protparam/
http://meme-suite.org/tools/meme
http://meme-suite.org/tools/meme
http://gsds.gao-lab.org/
http://ocri-genomics.org/PTGBase/
https://www.uniprot.org/align/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
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51 genes putativos para terpeno sintase em Ricinus communis As pesquisas de similaridade
frente ao proteoma da espécie no Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) e

no Pfan (http://pfam.xfam.org/search/sequence), revelaram que apenas 46 genes possuiam

dominios de terpeno sintase registrados no Pfan (Figura Suplementar S1). Portanto, estes
foram identificados neste estudo como genes da familia terpeno sintase em Ricinus communis,

nomeados neste estudo como RcTPS1 — RcTPS46 (Tabela suplementar S2).

As relacGes observadas na arvore filogenética construida pelo MEGA 7.026

(https://www.megasoftware.net/) com outras angiospermas eudicotiledoneas, a saber Populus

trichocarpa e Arabidopsis thaliana, mostraram que a familia RcTPS (46 genes) é
guantitativamente maior em R. communis L. (Figura 16). Possuem homologia com 32 genes
de Arabidopsis thaliana (Aubourg et al., 2002; Zhou and Pichersky, 2020a) e 38 genes de
Populus trichocarpa (Irmisch et al., 2014). A andlise filogenética ainda revelou que as
classificacbes das subfamilias (TPSa - TPSg) das RcTPS tendem ao agrupamento com as
mesmas subfamilias de TPS das espécies TPS em Populus trichocarpa e Arabidopsis
thaliana, evidenciado por varios ramos de uma unica cor, todos agrupados, com algumas
excegdes (Potri.002G052100.1, Potri.011G031800.1 e AT3G29110.1). As subfamilias TPS-d
e TPS-h ndo foram incluidas nesta analise, pois sdo subfamilias especificas para
gimnospermas e Selaginella moellendorffii respectivamente. Em alguns casos, 0s genes
RcTPS mostraram maior identidade com os genes ortol6gos de Populus trichocarpa como nas
sequéncias RcTPS44 — Potri.004G38400.1; RcTPS38 — Potri.005G210300.1 e RcTPS5 —
Potri004G037900.1. Para a Arabidopsis thaliana a maior identidade com genes ortoldgos se
deu entre as sequéncias RcTPS16 — AT4G02780.

O numero de genes RcTPS dispostos na arvore filogenética variou de 1 a 13 por
subfamilia (RcTPSa - RcTPSQ), sendo 13 genes pertencentes a subfamilia RcTPS-a, 10 genes
pertencentes a subfamilia RCTPS-b, apenas 1 gene pertencente a subfamilia RcTPS-c, 3 genes
pertencentes a subfamilia RcTPS-e/f, e 4 genes pertencentes a subfamilia RcTPS-g. Nove
genes foram retirados da analise filogenética, pois suas sequéncias possivelmente sdo curtas
demais para serem comparadas as outras nesta analise, ou por estarem incompletas no banco
de dados. Destas, 6 genes pertencem a subfamilia TPS-b (RcTPS15, RcTPS27, RcTPS28,
RcTPS29, RcTPS32, RcTPS45) e 3 genes pertencem a subfamilia TPS-a (RcTPS35,


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://pfam.xfam.org/search/sequence
https://www.megasoftware.net/
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RcTPS39, RcTPS43). Conforme dados disponiveis na literatura, a subfamilia TPS-a é a mais

numerosa dentre as terpeno sintases em pelo menos 7 espécies destacadas (Tabela 2).

Tabela 2: Namero de espécies TPS em R. communis L. e em outras espécies ja relatadas na literatura

TPS Subfamily

Species a b c d e/f g h Total References
Ricinus communis 16 16 1 0 9 4 0 46 This research
Arabidopsis thaliana 22 6 1 0 2 1 0 32 Aubourg et al. (2002)
Solanum lycopersicum 15 9 2 0 6 2 0 34 Zhou and Pichersky (2020)
Oryza sativa 18 0 3 0 9 2 0 32 Chenetal. (2014)
Sorghum bicolor 15 2 1 0 3 3 0 24 Paterson et al. (2009)
Vitis vinifera 30 19 2 0 1 17 0 69 Martin et al. (2010)
Populus trichocarpa 16 14 2 0 3 3 0 38 Irmisch et al. (2014)

De acordo a arvore filogenética (Figura 3), o PtTPS20 (Potri.001G415100) é o
ortolégos mais proximo ao RcTPS13 (29842.m003696). Apesar de apresentarem alta
similaridade — o que possivelmente sugere que esses genes conduzem a enzimas com
funcionalidades semelhantes, pertencem a subfamilias diferentes, levando a dois produtos
putativos diferentes — ambos sesquiterpenos (C15). O gene PtTPS20 ja foi bem caracterizado,
e catalisa a formacdo do sesquiterpeno germacreno D — um isémero da familia dos
germacrenos que apresenta atividades antimicrobianas e inseticidas. JA o RcTPS13 lhe €
previsto a formacao do nerolidol — um sesquiterpeno natural encontrado nos dleos essenciais
de muitos tipos de plantas. Tanto o germacreno D quanto o nerolidol sdo moléculas
participantes em processos sinalizadores na defesa induzida de plantas mediada pela atracdo
de inimigos de herbivoros. O mesmo ocorre com o0s pares de genes PtTPS18
(Potri.015G032100) e RcTPS14 (29842.m003692), na formacdo dos compostos (-)
germacreno D e alfa-farneseno, respectivamente. Ocorre também nos genes PtTPS36
(Potri.004G037900) e RcTPS5 (29910.m000944), na formacdo dos compostos (3E, 6E) - alfa
farneseno e o diterpeno casbeno; nos genes PtTPS35 (Potri.005G210300) e RcTPS38
(29842.m003698), na formacdo dos produtos putativos Ent- kaureno e nerolidiol e nos genes
PtTPS 16 (Potri.004G030400) e RcTPS44 (30156.m001715), na formacdo dos produtos
putativos nerolidol e (E) — beta ocineno (Irmisch et al., 2014; Danner et al., 2011; Boncan et
al., 2020).

Os genes PrTPS31 (Potri.019G045400) e RcTPS2 (29840.m000603) pertencem a

subfamilia TPS-a, responsavel pela formacdo de varios monoterpenos incluindo mirceno,
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limoneno, terpinoleno e linalol. A alta similaridade do gene RcTPS2 com o PtTPS31,
possivelmente indica que estes genes possuem funcOes semelhantes, dando origem aos
mesmos produtos. Isto ocorre também nos genes PtTPS7 (Potri.001G308200) e RcTPS1
(29771.m000073), na formacdo dos compostos putativos (-) alfa- terpineol e 1, 8 cineol,

respectivamente — mediante ionizacao por hidrélise do grupo difosfato do GPP.

Porém, apesar de possuirem alta similaridade e mesma subfamilia, os pares de genes
PtTPS21 (Potri.011G142800) e RcTPS17 (28166.m001038), participam em processos de
formagéo de dois compostos putativos diferentes — germacreno D e (+) -delta-cadineno,
respectivamente. O mesmo ocorre com 0s pares de genes PtTPS18 (Potri.015G032100) e
RcTPS14 (29842.m003692), na formacdo dos compostos (-) germacreno D e alfa-farneseno,
respectivamente. O mesmo foi observado nos genes PtTPS1 (Potri.019G023000.1) e RCTPS 8
(30156.m001703), na formagdo dos compostos putativos (-) alfa- terpineol e beta-ocimeno,
respectivamente, e nos genes PtTPS12 (Potri.017G041700) e RcTPS25 (30156.m001700) na
formacdo do Isopreno e dos compostos putativos (+/-) - alfa-terpineol, respectivamente
(Wiberley et al., 2008; Irmisch et al., 2014; Smit et al., 2020).

O gene RcTPS16 (29647.m002075) apresentou maior similaridade com o ortolégos de
Arabidopsis thaliana - AtTPS31 (AT4G02780) ao qual catalisa a conversdo de difosfato de
geranilgeranila (GGPP) em difosfato de copalila (CPP) na biossintese de giberelina. O fato de
ambos pertencerem a mesma subfamilia (TPS-c) e participam no processo de formacgédo do
intermediario Ent-kaurene e seus precursores catidnicos — catalisada pela enzima bifuncional
Ent-kaurene sintetase A (5.5.1.13) mediante sucessivos rearranjos de carbocations, demonstra
que possivelmente os genes RCTPS16 e AtTPS31 possuem a mesma fungdo. Estudos indicam
que a liberacdo de Ent-kaurene em resposta a estresses abidticos em Arabidopsis thaliana
auxiliam no processo de homeostase celular na regulacéo dos niveis de giberelina bioativos da
espécie, alem de auxiliar no crescimento e comunicagdo interespécies (Fleet et al., 2003;
Otsuka et al., 2004; Jackson et al., 2014; Jia et al., 2017).

Estes achados indicam que a familia de genes terpeno sintase encontra-se distribuida
funcionalmente na espécie Ricinus communis assim como ocorre também nas espécies

comparativas usadas neste estudo e outras disponiveis na literatura (Pazouki and Niinemets,
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2016; Alquézar et al., 2017; Kumar, Y. et al., 2018; Martin-Sanchez et al., 2019; Zhou and
Pichersky, 2020a; Yu et al., 2020) (Figura 16). Geralmente, a espécie Ricinus communis
apresenta mais proteinas TPS do outras espécies de plantas. Para A. thaliana 32 TPS putativos
ja foram identificados. Para a espécie Populus trichocarpa ja foram relatadas 38 TPS. Para as
espécies S. lycopersicum e S. bicolor foram relatadas 34 e 24 TPS, respectivamente. O que
possivelmente garantiu a estas espécies diferentes estratégias combinadas para a adaptacéo,
especialmente a ambientes estressores (Tholl; Lee, 2011; Kumar et al., 2018; Zhou and
Pichersky, 2020).

No decorrer do processo evolutivo, eventos naturais excluiram e/ou
adicionaram determinados genes TPS da Ricinus communis aos quais produziram uma
vasta diversidade de terpenos especializados, tais como monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos (volateis e/ou ndo volateis) que contribuiram com sua adaptacdo aos climas
mais aridos e quentes, consideravel tolerdncia a herbivoria, atragdo de insetos
predadores de herbivoros, atracdo de polinizadores e mecanismos fisico-quimicos que
serviram de barreiras contra a alimentacao e oviposicdo de insetos, bem como outros
mecanismos regulatorios da sobrevivéncia e adaptacdo desta espécie (Bohlmann et al.,
1998; Keeling and Bohlmann et al., 2006; Chen et al., 2011; Zerbe et al., 2015;
Karunanithi and Zerbe et al., 2019) (Figura 16).
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Figura 16: Relac@es filogenéticas dos genes TPS em Ricinus communis, Populus Trichocarpa (IRMISCH et al., 2014) e Arabidopsis thaliana (Aubourg et al. 2002; Zhou e
Pichersky, 2020). A classificacdo das subfamilias (a, b, c, e/f, g) baseia-se na classificagdo de terpeno sintase do software Terzyme. Os circulos preenchidos representam
genes TPS da espécie Ricinus communis. Os quadrados, genes TPS de Arabidopsis thaliana e os triangulos genes TPS de Populus Trichocarpa. As cores dos ramos

representam as diferentes subfamilias: TPS-a (vermelho), TPS-b (azul marinho), TPS-c (rosa), TPS-e/f (verde claro) e TPS-g (azul claro).
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3.2 Analise da estrutura, localizacao subcelular e regido promotora dos genes RCTPS

O peso molecular das RcTPS em Ricinus communis se diversificou consideravelmente
entre 93570.55 Da (29806.m000947) de peso maximo a 10960.66 Da (29878.m000241) de
peso minimo. O comprimento de aminoacidos variou de 816 AA (29806.m000947) a 98 AA
(29878.m000241), o nimero maximo semelhante a Arabidopsis thaliana (884 e 547 AA)
(Aubourg et al., 2002). O ponto Isoelétrico (pl) também oscilou entre 9.32 (30206.m000785)
a 4.60 (30156.m001715). Desta forma, o presente estudo demonstra que a maior parte das
RcTPS possuem carater moderadamente &cido, exceto as RcTPS37 (29673.m000927),
RcTPS38 (29842.m003698), RcTPS40 (29917.m001933), RcTPS42 (30065.m001155),
RcTPS43 (29878.m000241) e RcTPS45 (30206.m000785) com pl de 8.21, 8.49, 7.02, 7.64,
8.66 e 9.32 respectivamente. As localizagOes subcelulares das RcTPS foram previstas e 0s
resultados indicaram que a grande parte das RCTPS possuem localizacdo Citosolica, 28 no
total, assim como em Populus trichocarpa (Figura 17). Dez genes possuem localizacdo na
Membrana Plasmatica, quatro possuem localizacdo no nucleo celular, dois possuem
localizagdo Mitocondrial e apenas um possui localizagdo Extracelular (Tabela suplementar
S1 e S2). Comparamos nossos resultados com as localizagbes subcelulares previstas de
Terpeno sintase em Arabidopsis thaliana e constatamos similaridades no nimero de genes
previstos localizados na mitocdndria e membrana plasmatica — 10 e 2 genes, respectivamente
(Tholl and Lee, 2011; Irmisch et al., 2014). Os ortolégos PtTPS12 (Potri.017G041700) e
RcTPS 25 (30156.m001700); PtTPS7 (Potri.001G308200) e RcTPS1 (29771.m000073)
foram previstos como participantes da mesma familia e mesma localizagdo subcelular, porém
ddo origens a intermediarios distintos — Isoprenos (C5) e Monoterpenos (C10),
respectivamente. O que possivelmente demonstra que nas duas espécies, estas enzimas atuam
de diferentes formas, talvez consecutivas, no mesmo compartimento celular, especializando e
diversificando a producéo de terpenos que auxiliam no processo de adaptacdo em ambientes
distintos (Irmisch et al., 2014; Jackson et al., 2014).

Outras espécies de angiospermas também possuem grande parte das TPS presentes no
Citosol, por exemplo Solanum lycopersicum (Zhou and Pichersky, 2020), Arabidopsis
thaliana (Aubourg et al. 2002) e Glycine max (LIU, J. et al., 2014). Isso é razoavel, pois a

biossintese de terpenos ocorre especialmente no Citosol produzindo diversos sesquiterpenos e
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monoterpenos, além de ocorrer também nos plastidios formando derivados de monoterpenos e
diterpenos (Chen et al., 2011; Pazouki e Niinemets, 2016; Alquézar, et al., 2017; Alicandri, et
al., 2020).

Figura 17: Porcentagem da distribuicdo das RcTPS em Ricinus communis .de acordo com a predicdo da
localizacéo subcelular.

B Cytoplasmic #Plasma Membrane Nuclear * Extracellular ®Mitochondrial

A analise dos motifs conservados (Figura 18a) foi realizada através da Multiple for
Motif Elicitation de Motifs (MEME) e foram encontrados 10 motifs conservados para as
RcTPS, com comprimento variavel entre 27 a 43 aminoéacidos. Para todos foram encontrados
dominios pertencentes a terpeno sintase (codigo Pfan: PF01397 e PF03936), exceto para 0
motif 10 (Tabela suplementar S4). Entretanto, todas as 46 sequéncias apresentadas neste
estudo apresentam ao menos um dominio que as caracteriza como RcTPS (Figura

suplementar S1).

Figura 18: Motifs conservados e estrutura dos genes RcTPS a) Arvore filogenética NJ e distribuicdo de motifs
conservados das 46 proteinas RcTPS. Dez motifs previstos estdo demonstrados em caixas de cores diferentes,
conforme legenda ao lado. b) Disposicao de exons e introns dos genes RCTPS. As caixas laranjas representam os
exons, 0s seguimentos de linha preta representam introns e as caixas verdes representam as regides de upstream
ou downstream (5'and 3’ UTR). Dez motifs foram identificados por meio do software MEME e destacados com
cores diferentes.
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As andlises previstas elaboradas pelo Gene Structure Display Server 2.0 (Figura 18b),
revelaram adicionalmente quantos éxons, introns, upstream e downstream possuem as
sequéncias dos genes RCTPS em Ricinus communis — Vinte genes RcTPS (43,5%) possuem 7
éxons e 6 introns, o que evidencia uma estrutura razoavelmente conservada. Vinte e um genes
RCTPS (45,7%) possui menos que 5 éxons e 5 introns. Cinco genes RCTPS (10,9%) possuem
mais de 13 éxons e 12 introns. Apenas 3 genes (RCTPS3, RcTPS22 e RcTPS44) (6,5%),
mostraram regides relacionadas a sitios reguladores de transcricdo upstream e downstream. O
gene RcTPS28 com localizacdo prevista como nuclear, mostrou apenas um éxon — 0 menor

previsto desta familia de génica.

Os genes que apresentaram maiores ocorréncias de éxons localizaram-se no
Citoplasma (RcTPS16 e RcTPS18) e na regido proxima a Membrana Plasmatica (RcTPS19,
RcTPS20 e RcTPS21). A maioria dos genes RCTPS, possuem quantidades expressivas de
introns, o que garante certo grau de protecdo a eventos naturais causadores de mutagcdes em

regides codificantes (Jo et al., 2015). Os genes localizados na regido Mitocondrial (RcTPS29
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e RcTPS42) possuem exatamente a mesma quantidade de éxons e introns, 3 éxons e 2 introns
respectivamente. Os genes localizados na regido Nuclear (RcTPS12, RcTPS6, RCTPS39 e
RcTPS45), apresentam quantidades dessemelhantes de éxons e introns. Os comprimentos
também diferiram entre os 4 genes citados. O gene RcTPS43, obteve previsdo de localizagédo

Extracelular e, é o sequndo menor gene com 0,5 kilobases.

Os eventos remotos de duplicacdo ou hexaploidizacdo de genes ancestrais sdo 0S
principais responsaveis pela grandiosa diversificacdo e especificidade de produtos naturais
obtidos das plantas (Jaillon et al., 2007; Chan et al., 2010; Yang et al., 2017; Zeng et al.,
2017). Estudos sugerem que eventos em duplicagdo em tandem € a principal causa de
diversificacdo evolutiva das familias génicas em dicotiledoneas (Hudson et al., 2015; Herath e
Verchot, 2021). A familia das RcTPS contém 12 genes resultantes de eventos naturais de
duplicacdo em tandem (Tabela suplementar S3 e Figura suplementar S4). A maioria destes
localizados na regido Citoplasmatica, exceto RcTPS19 (29806.m000952) e RcTPS 46
(30206.m000786) que foram localizados na regido da Mebrana Plasmaética e RcTPS28
(30206.m000791) localizado na regido Nuclear.

Vaérios estudos apontam para um padrdo de motifis conservados existentes na familia
terpeno sintase em plantas e em outros organismos. Geralmente, as TPS necessitam de
cofatores metalicos divalentes, comumente Mg 2*, que se ligam covalentemente a um motif
candnico DDXXD presente em quase todas as TPS (Chen et al., 2011; Christianson, 2006)
Estudos demonstram que a eficiéncias da fungdo catalitica das TPS esta relacionada a estes
cofatores que se ligam afim de auxiliar nas primeiras etapas de ionizacdo do difosfato de
isopentenila e disfosfato de dimetilalila, 0 que corresponderd nas sucessivas etapas de
formagdo dos terpenos e suas classes (Zhou e Peters, 2009). Outros padrbes menos
conservados e menos compreendidos também sdo encontrados na familia TPS em plantas,
como DDXX, DXDD, DXDD, NSE/DTE e RRXgW (Kumar et al., 2018; Zhou and
Pichersky, 2020b). Em todas as RCTPS em Ricinus communis foram encontradas pelo menos
um dos motifs descritos anteriormente, exceto para RcTPS15, RcTPS28, RcTPS30, RCTPS35,
RcTPS43 e RcTPS45, aos quais ndo foram identificados motifs caracteristicos, possivelmente
isto se da devido a incompletude das sequéncias ou a existéncia de outros padrdes de motifs
ainda desconhecidos (Tabela suplementar S6). Trinta e seis sequéncias de RcTPS (78,26%)

apresentaram o motif canénico DDXXD. Vinte e nove (63%) apresentaram motif conservado
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padrdo NSE/DTE. Sete (15,2%) apresentaram motif conservado padrdo RRXgW e apenas duas
sequéncias (4,34%) apresentaram padrdo de motif conservado DXDD. Em algumas
sequéncias de RcTPS apresentaram mais de um padrdo de motifs conservados: Cinco RCTPS
apresentaram trés padrdes distintos de motifs. Vinte e cinco sequéncias RCcTPS apresentaram
dois padrdes distintos de motifs conservados e dez sequéncias apresentaram apenas um padréo
de motif conservado (Tabela suplementar S6).

Elementos reguladores da regido promotora foram analisados pelo PlantCare
database com sequéncias de 1 kb de upstream do codon de iniciagdo ATG. Tais elementos
atuam em processos reguladores de transcrigdo e estdo relacionados a regulagdo génica. Os
elementos cis também podem se relacionados a estratégias de defesa da planta a estimulos
estressores e foram classificados quanto a presenca de regides relacionadas ao acido abscisico,
auxina, giberelina, metil jasmonato (MeJa), respostas a luminosidade, MYB, MYC, indugéo
anaerobica, resposta de defesa ou estresses, expressao induzida por crise hidrica, baixas
temperaturas, acido salicilico, expressao de meristema, AT-rich, expressdo de zeina, controle
circadiano e respostas a ferimentos/herbivoria. Todos estes elementos desempenham papeis

importantes nas respostas a estresses biéticos e abioticos. (Mosharaf et al., 2020).

Elementos cis responsivos a luz foram encontrados em todos os 45 genes RcTPS,
exceto para o gene RcTPS31, ao qual ndo foi encontrado nenhum elemento promotor
registrado no banco de dados Phytozome. Elementos cis relacionados a resposta a incidéncia
de luz, também foram largamente encontrados em maior quantidade em Arabidopsis thaliana
(Shariatipour e Heidari, 2018), Citrus sinensis L. (Mosharaf et al., 2020) e em Sorghum
bicolor L. (Maheshwari et al., 2019). As respostas a inducdo anaerobica foram encontradas
em 18 genes RcTPS (RcTPS4, RcTPS10, RcTPS11, RcTPS15, RcTPS19, RcTPS20,
RcTPS22, RcTPS26, RcTPS27, RcTPS30, RcTPS33, RcTPS34, RcTPS36, RcTPS37,
RcTPS38, RcTPS45 e RcTPS46). Os elementos cis relacionados a resposta a baixas
temperaturas foram encontrados em 5 genes (RcTPS13, RcTPS20, RcTPS32, RcTPS34 e
RcTPS35). Foram encontrados elementos promotores de expressdo por seca em 12 genes
(RCTPS6, RcTPS8, RcTPS14, RcTPS18, RcTPS19, RcTPS20, RcTPS22, RcTPS26,
RcTPS30, RcTPS34, RcTPS38, RcTPS43). Elementos relacionados ao controle circadiano
foram encontrados em 7 genes (RcTPS1, RcTPS3, RcTPS28, RcTPS36, RcTPS40).

Elementos relacionados a respostas por acido abscisico foram encontrados em 19 genes
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(RCTPS1, RcTPS2, RcTPS5, RcTPS6, RCTPS9, RcTPS12, RcTPS13, RcTPS14, RcTPS16,
RcTPS17, RcTPS22, RcTPS23, RcTPS23, RcTPS24, RcTPS25, RcTPS26, RcTPS27,
RcTPS28, RcTPS37, RcTPS39, RcTPS41). Elementos relacionados a auxina foram
encontrados em 11 genes (RcTPS1, RcTPS4, RcTPS8, RcTPS11, RcTPS12, RcTPS22,
RcTPS26, RcTPS28, RcTPS30, RcTPS33, RcTPS34).

Elementos para a expressdo de giberelina foram encontrados em 11 genes (RcTPS2,
RcTPS5, RcTPS16, RcTPS17, RcTPS18, RcTPS23, RcTPS28, RcTPS34, RcTPS35,
RCcTPS42, RcTPS44). Regibes promotoras relacionadas ao &cido metil jasmonato (MeJa)
foram encontrados em 15 genes (RCTPS5, RcTPS6, RcTPS8, RcTPS16, RcTPS19, RcTPS20,
RcTPS22, RcTPS26, RcTPS27, RcTPS28, RcTPS29, RcTPS38, RcTPS41, RcTPS42,
RcTPS43). Aqueles relacionados ao acido salicilico foram encontrados em 13 genes
(RCTPS4, RcTPS5, RcTPS6, RcTPS8, RcTPS10, RcTPS11, RcTPS13, RcTPS15, RcTPS29,
RcTPS30, RcTPS33, RcTPS34, RcTPS46). Os elementos promotores relacionados a
expressdao de MYB foram encontrados em 7 genes (RCTPS1, RcTPS3, RcTPS23, RcTPS24,
RcTPS28, RcTPS38, RcTPS43). Nao foram encontrados elementos promotores relacionados
ao MYC. Estudos sugerem que os elementos MYB e MYC estdo associados a maior
tolerdncia de estresses abidticos e bidticos, como resisténcia a seca, frio, salinidade e restricdo
hidricae exposicdo a patogenos em Arabidopsis thaliana e Citrus sinensis L. (Seo e Park,
2010; Guo et al., 2017; Mosharaf et al., 2020). Regibes promotoras relacionadas a defesa e
estresse conjuntos foram encontrados em 10 genes (RcTPS9, RcTPS10, RcTPS13, RcTPS18,
RcTPS19, RcTPS21, RcTPS26, RcTPS30, RcTPS34, RcTPS44). Para a expressdo de
meristema, foram encontrados elementos promotores em 13 genes (RcTPS5, RcTPS6,
RcTPS7, RcTPS11, RcTPS17, RcTPS20, RcTPS21, RcTPS27, RcTPS28, RcTPS34,
RcTPS36, RcTPS37, RCTPS41).

Elementos cis regulatdrios relacionados a expressdo de AT-rich foram localizados em
6 genes (RCTPS2, RcTPS6, RCTPS9, RcTPS17, RcTPS23, RcTPS32). Elementos promotores
relacionados a proteina zeina foram encontrados em 8 genes (RcTPS11, RcTPS16, RCTPS18,
RcTPS27, RcTPS28, RCTPS35, RcTPS42, RcTPS43) e em apenas 1 gene foi encontrado
elementos promotores relacionados a respostas a ferimentos/herbivoria (RcTPS1). (Figura 19
e Tabela suplementar S7). A distribuicdo de elementos cis regulatorios distribuidos nos
genes RCTPS apontam que esses genes estdo intimamente relacionados nas respostas em

defesa a variados tipos de estresses bioticos e abioticos.
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Figura 19: Analise da regido promotora dos genes RcTPS em Ricinus communis Elementos cis foram identificados usando o banco de dados PlantCare com 1000 pb da regido

upstream da sequéncia de CDS dos genes RCTPS. O gene RcTPS31 nédo apresentaram elementos promotores identificados no banco de dados Phytozome.
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O alinhamento multiplo caracterizado pelo Uniprot (https://www.uniprot.org/align/), com

método Clustal Omega, foi produzido utilizando as sequéncias de proteinas das espécies Arabidopsis
thaliana, Solanum lycopersicum, Oryza sativa, Selaginella moellendorffii, Populus trichocarpa e
Ricinus communis Esta andlise revelou a existéncia de padroes de similaridade. Em todas elas, o motif
candnico DDXXD comum para todos os terpenos foi encontrado, até mesmo em Selaginella
moellendorffii, um organismo modelo do rol das plantas vasculares considerada especial na genémica
comparativa por seu registro fossil datar de 400 milhdes de anos. Portanto, estes achados corroboram
para a significativa contribuicdo da familia terpeno sintase no processo evolutivo de todas as plantas e

organismos que as possuem (Figura suplementar S7 e S8).

4 Conclusodes

No presente estudo, descobrimos e analisamos 46 genes da familia terpeno sintase do genoma
de Ricinus communis .usando métodos de andlises da bioinformética. O estudo fornece uma visdo
abrangente sobre as anotacdes da grande familia de genes RcTPS (Ricinus communisL.) acerca de sua
estrutura génica, classificacdo de subfamilias, motifs conservados, localizacdo subcelular e elementos
cis promotores. Os resultamos obtidos, indicam que a familia de genes RCTPS € estruturalmente e
funcionalmente agrupada em subfamilias (TPS-a — TPS-g) em todo o seu genoma, fato que se
assemelha a outras espécies usadas como comparacao neste trabalho. Os fatos apresentados indicam
que a familia terpeno sintase em Ricinus communis .apresenta uma extraordinaria diversidade
estrutural e funcional, o que conduz a variadas entidades quimicas produzidas a fim de garantir a
estabilidade bioquimica frente a desafios do mundo natural. Estes dados podem ser uteis no
planejamento de estratégias de engenharia genética no melhoramento destas espécies objetivando
melhor adaptabilidade a estresses abioticos, resisténcia a herbivoria bem como biossintese de
compostos terpénicos de alta eficiéncia farmacéutica. Caracterizar os genes da familia TPS em Ricinus
communis por métodos in silicio, contribui significativamente para o conhecimento desta espécie e

posterior caracterizagdo funcional.


https://www.uniprot.org/align/
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Tabela suplementar S1: Caracteristicas gerais das proteinas terpeno sintase em Ricinus communis

R R Al o
1 RCTPST  29771.m000073 b Citoplasma 551 64630.08 520 3964 9274  -0.320 i Potri.001G308200
2 RCTPS2  29840.m000603 a Citoplasma 550 63679.60 519 4459 9376  -0.285 : Potri.019G045400
3 RCTPS3  29910.m000951 g Citoplasma 547 63692.92 535 5455 9336  -0.250 : Potri.004G030200
4 RCTPS4  30169.m006289 b Citoplasma 563 64488.54 612 3562 9171  -0.268 ATAG16740 :
5 RCTPSS  29910.m000944 off Citoplasma 476 55462.30 508 4466 8120  -0,326 - Potri.004G037900
6 RCTPS6  30169.m006314 g Citoplasma 552 64359.12 527 3954 8835  -0.349 : Potri.004G030200
7 RCTSP7  29827.m002614 a Citoplasma 551 63819.66 520 4441 8975  -0.302 i%ttfi'%%ig%gii%%’
8 RCTPS8  30156.m001703 b M. Plasmética 584 67733.64 582 4342 9483  -0.226 AT2G24210 Potri.019G023000
9 RCTPSY  30206.m000781 g Citoplasma 555 64359.12 532 3729 8894  -0344 Potri.004G030200
10 RCTPS10  30131.m007001 b Citoplasma 599 69129.06 580 3509 9100 -0.294 : Potri.017G041700
11 RCTPSI1  30225.m001714 b M. Plasmitica 572 65426.40 564 5093 9427  -0.197 ATAG16740 :
12 RCTPS12  27688.m000060 olf Nuclear 587 67929.42 587 4886 8872  -0.334 AT1G61120 :
13 RCTPS13  29842.m003696 a Citoplasma 572 65857.87 580 4180 9205  -0.309 : Potri.001G415100
14 RCTPS14  29842.m003692 a Citoplasma 521 60706.53 693 4355 8775  -0417 : Potri.015G032100
15 RCTPSIS  30206.m000792 b Citoplasma 222 26283.10 577 3826 10324  -0.345 * x
16 RCTPS16  29647.m002075 c Citoplasma 800 91352.61 560 3833 8532  -0.369 AT4G02780 i
17 RCTPS17  28166.m001038 a Citoplasma 558 64391.82 537 4006 9419  -0.278 : Potri.011G142800
18 RCTPS18  29806.m000953 c Citoplasma 775 88179.10 523 4007 9600 -0.185 AT4G02780 i
19 RCTPS19  29806.m000952 c M. Plasmética 778 88763.60 527 4076 9138  -0.233 AT4G02780 :
20 RCTPS20  29806.m000947 a M. Plasmética 816 93570.55 612 4160 9308  -0217 i Potri.001G415100
21 RCTPS21  28670.m000104 b M. Plasmatica 808 92019.54 568 3573 9500  -0.151 AT4GI16730 Potri.007G119700
22 RCTPS22  30169.m006283 a Citoplasma 601 68965.60 535 4100 8551  -0.239 AT4GZOZO%/AT163195 -
23 RCTPS23  30169.m006276 a Citoplasma 614 70814.85 610 4328 7974  -0.343 AT362919%’AT3G“49 :
24 RCTPS24  30169.m006286 a Citoplasma 599 68775.44 544 4201 8497  -0.255 AT362919%’AT3G“49 :
25 RCTPS25  30156.m001700 b Citoplasma 596 68363.30 601 3464 8757  -0.303 i Potri.017G041700
26 RCTPS26  29233.m000032 g Citoplasma 408 478380.01 554 4630 9225  -0.337 : Potri.004G030400
27 RCTPS27  30206.m000787 b Citoplasma 226 2644415 495 4117 10310  -0.260 * x
28 RCTPS28  30206.m000791 b Nuclear 99 11763.74 497 7439 11424 -0.007 * x
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Figuras Suplementar S1: Dominios do Pfam encontrados para os genes (RCTPS1 — RcTPS46) da familia terpeno sintase em Ricinus communis

Gene ID: 29771.m000073_RcTPS1
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HHMM HwgdvEL1STkrigel frisp dei X egneslsedvigllsl Lacivel
HMATCH § £l s+ 254 FETRrT ++
KPP G4 *4445 BOG00BL $HSAERAEGT. . . JIGEA AR - - = 5..44.5%
s -

Gene ID: 29910.m000951 RcTPS3

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i T, Predicted Show/hide
Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOs13 223 483 223 483 1 267 267 339.5 1.2e-101 Hide
HHMM LeLAkldFnilgsl glaskl 1 gvvFepeysraniilakyiviitiloDtyDvygtlet leklteai ilykallntfrel Ksd » 11 klukalstiIRLINDE syeregkr i
BHATCH  L+LAKLdFn++gelh kit +rriw +Hle++sklsfaRdritec fualgvireprt aR +l K +++eed [D+yDv+gt+eEles+terrerhdts ++lptyik +rtalitit ete & +k +ea+ J e HHHHYVPHEEY HH S HH L+ ERE+ +HkHTHe +3p KL+ +5 +HRLHDL S+ eqrrgtvastvecynkeh vittehttertes + wkd
PR e g e AP oo P e e Sl G- A - oo - e st s A A e
4sEQ LK LAK LD KT LHHK S T T TR IO O KL SFARDRY T CSFWAL G YER QR ARG L SK AV AT LSOO T YDVMGT TEELELFTEVVERNDTSHEDOLR DY MY FEAL TOF Y AR TEAE T THGGRE - BT Y A EAVKK (VR TTE AR NNDYVR TLEEYTSHAVTSSTYRT LTTLSFCGHAKF ASKDAFDWLFTERRKLL YTASGLARL TONTRSHEFEQERGHUAS AVECYHKHEVSKOEAYNE LNSTUNHAKT
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 24 152 25 132 2 132 132 154.0 2.0e-57 m
HHHM wgdvFLlE 1 khgsl frispsataBaleeatk keevrkllx vy tvypkd: 1idtLgrLGisy 1 il laFrLl 1=edvkgllsl keslE881 1:eevehal
BMATCH gt 442+ + Hetat LaeevirH + 42+ 4 kL PLGLAYhFEtET EhHHrydHs AL+HALHFr +0v+gl 1L +eAstssrgetileal+Ftshl ;

ssdvF+kFxd +g+Fk:
.

PP san

srrnanng 3 JAGTTTOREEEALAAAA AR RRLL Errxxssssssagggy

P T P

wep 99+ 449877777743
G0 TRRAFTHKLT, -




Gene ID: 30169.m006289 RcTPS4

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment Predicted Show /hide
End Slart active sites alignment
Terpene synth © Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLOE13 241 508 242 508 2 267 267 287.0 1,3e-85 Hide
HHMH eLak1dFnllgs1hakELkels k. vedyfual govfepeysraliilakvivlitiI0DtyDvy gt | eElek1tealerides aveel peymk i1ykal Intfne lede 1 -keek K Ky Avssglpllll keafe { 11RL1ADE Eqkrg: i <k Liedankd
BMATCH eLAkldFri++asshesErrrreiitrlglasslefaRt+ ++ +0 1 % +p +5 RL 1k ++1+ ++DDHD GC ++lesstearsrbbt a+e+lp HAKLF+ELHHHIH+++ Kits + + Lktaissletaslioakie ++HP3 +EyL+ HHEHLH1+++5 ARd +Urrt 454 2P FHERLLLRLAHD+ § +HEHHE  SHHECYRKE & $5 -t +riadeks
LRR eyl -t PR S S-St it P A - i S MNPt e b i S Aty
HSEQ ELAKL D NHT QS THRQE TG SMAWNNLGLASELKF ARDQP EKWCRAP LN GV T DR SLSWORTE LAKFVSLVYL TODT FOLGGTPDLTLFTEAVHRWE TTATEDLRYHHKTCF RALYOVTRQTAYKYYKERTY
Terpens synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 37 210 45 198 19 177 192 129.7 S.1e-41 m
YHHH puataealeseapklkievrkl lkavotvypkdeeeklelidtlgrLGisyhFekETkeiLde [y rowes ckopecesdl et vl aFrLLRghGydvs . sovFkkT kdeegnfreslsedvkglls L Vedshls tegeell seal sFErkhl e 1seel
KMATCH 1 #Hd +#+L +1d+LgriGi-

HF++E +++l+ y+H+ + +
L _GTEEESSssesasssnsnn BEREEAA RS AOOEAT

+ 1 + ALFrLLRg+Gy+v+ SdvF++ k+ egefhitl+ d4kgl+lyeds+lstHetil+ea +
T4GEAAs SR ARG TS S s A s R s P .

PP
¥SEQ

L+ + +1
* _BEEE55S5
 TEHLS0RALRF RLLRQQGHYVEEOVF SELKNRECKFKQEL MDTXGLRE L YEASO STOEENT LDEAGAFSaHFL- TETT]

BEEEEASALALALANEE

Gene 1D: 29910.m000944_RcTPS5

Significant Pfam-A Matches

Shaw or hide all alignments,

Envelope Alignment Predicted Show/hide
E-value o -
End Start active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 161 415 169 419 14 267 267 263.0 2.8e-78 Hide
HHMM IhgkE1xel Ty f ilakvivliti 1 kilykal ki d y gl keaf Lvkals tA1RL InDia: 11
HMATCH +h E e+ sMuk+rlrklH-RAreve y wadgtHHpraraRs +ak ++l+HDDUyD+yRL++EL+HIraHr+  + + elpeymk+ly+ lnsfreress + + +H +iterrkelHyHea i+ +PAFHEHT +lVES+H:  ++ aHEHH + +3F Wibep + K+ +4RL nDia  ereqk+gd sSedreymetive e+A e 1 kired wkd
WP B e L L T L T e L
¥SEQ -
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 26 95 27 34 2 80 1592 42.1 7.5e-11 m
NHMH wgdvF11l:lkpgalfnspsataealeseask lkeevrkl Lkavpt vyphdeceklelidt L orlGisyhFekETheild
BMATCH  wgt  + 1 +354F B+ +er: kel thed errerrt L rlGrsyhFesED e L+
R 666666444444433 SSSEEHBRRGHSHLL44ATAL. .. STHARIEEENSS4LSLLLEELISIIIONNRE
¥5EQ - H |
TErers s Terpene synthase, N-terminal domain Domain 52 164 54 164 118 132 152 82.3 3.50-23 [ Hide |
KHHH dvmFkd&glfhuhmslfﬂmlshs&imhﬂrmkeslmlkdﬁpnuml
BMATCH +uF+kFikd F: 1
i GErEEERARE
¥SEQ LUFHKFKDSNGEFKKCHTADURGLLSLYEATFLEVHGEDTLDEALAFTROHL - IR

Gene I1D: 30169.m006314_RcTPS6

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all zlignments.

Envelope Alignment i Evalue Predicted Show hide
Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO613 225 458 225 433 1 267 267 370.6 4.0e-111 Hide
NHMH LeLtx1dFnllgsIhakELkelsrl. .. ... ey il ivtepeys aR i Lokl ] 1RLIADL g Tiedaukd
UMATCH  La+MkldFn lgslhesEl++lsr+ +1+La++14++RAr Luesy K- DOLyD=yRLLsEL+++L+as++r- sedet + +ates 454 mmnu"pmr»nqwnﬂyﬂA ----- WV SHPIVKET v+ EoRLe 0L eeqhr greassrecykerguseshscelsrirvankd
e EgHststens SAREBEAsS4RES PN e+ MRS +4400_ GRATAS, THEEEFEFEFRESRAEER PP HN KEARAAAH3444000000RERAEHAEERIAE PP PP F e
¥SEQ LK AKLDPARLOLLHKQEL ASLSRYxky Lan L LINEDLNLAKE L PYIRDRLVE TY L HATGANF EFQYAL SRATTAKYTTIVSAVDOTYCAYGTLOELQRF THAF QRCOIDATDEL POVHKVLYRAL LNF FOQTEDEVDE -
Terpene synth Terpene synthase, M-terminal domain Domain 17 194 25 134 16 192 152 181.4 1.4e-53 m
WHHH /| k. kT xaipt: kLelidiLgrlGisyhFekETkeildeiyrsweek kopepee dletvalaFril Lsedvkgllsl trihlkeslseelkoespnlaesvehal
KHATCH Fhotttt @ ++ ke+ur ++ ++  #kd  esr+i+ L rlGesyhFe+sED + L-ni- ++++ dl+twhe FeelRy kgllsl¥eAs lostgesilepassfir +L esttst  sipelas ++etl
e 1131344589 FAAAAAE 33 ABREQHAAHSAARIES NPT

¥SEQ

Ll b e el



Gene ID: 29827.m002614_RcTPS7

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i 3 Predicted Show/hide
Start End Start End active sites alignment

Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLOG13 231 455 23 435 i 267 267 312.9 1.6e-33

Terpene synth C

HHHH LeLAk 1dFn11g5IHaRELke1sribak1glask 1s FaRar lvecyfialg. WFIP-MH-DMEI!I! eilmmmﬂmm.ﬂmﬂlﬁl.kwﬁmml-lllﬂllh-elk-leklvlalt'llllﬂmimﬂelwmmm
BMATCH  L++AkldFn 10:1+++EL+ +srbwk+lilesslssaRdrsvetyualg v +pHt +++0DLYDAYEL+ El+++liaters +attelpeyns Lykatls Fieatessist +5 S+H HyHRerskEL+a 1+e HiH+ YWP FAEYLaNt +-ttllssaslipitt H +++ Wvit kvt + +HRLL3D+asseseqkrge v +etiteeikkiss sukd
pries BOMARAS SIS RRLERS T ARLERASAANAARSREREREERRNRA ARG AN SREREERAALALN S M ARANNORISEIND EREEEH. axsann AN DOGOUG, G7777GHFARFERAEERS KRR SRS AERERRERRLS g7
¥SEQ -

Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 3 24 200 25 200 2 132 152 181.0 1.5e-53 /3 m
HHHH lﬂwvﬂl!llﬂllFHSPSIae-!llkelh-l-Ptwllé-ﬁllltlw‘w*llilltllmlkts‘ ﬂllmﬂliflmiﬁylllﬂﬂklmﬁ-ﬂmll!lmﬂll!‘Hlllﬂlsf'.'Lkelllellkde!P-ﬂ-
MHATCH #r pgrrrmpie |l ey et Lt #ki#s #erpeis L rlGriyhFesEl++ L+ i+ & = #++ & dl+UvAl FrelRghG +urdvF+k+kdesgefkesetrdvkgllalVehs +
WP BCEESS. 133331, e e - e P I 1 T T OO A e - S -

Gene ID: 30156.m001703_RcTPS8

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i = Predicted Show/hide
Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOGE13 264 329 264 528 i 266 267 3246 4,3e-57 Hide
HHHH LeLak1dFnl1qsThakELkeLsrilui=1g1ask 15 FaRar LvecyFualgvyepeysrah i L1akuiv1E i 100tyDygtleE] ekl tealerhdesayeeL peynk  Iykallnt feledel skee . div. kylkeaikeLukay LkeakreekyvPsfeylenslussglp 1 11aslvggdes t ceafe -vplllkl!t-lllﬂlé-aqwilt!-'dsv*'klllm
WHATCH LeLakld+nl+gs++g Elkel riw  lg+++kl+fRdrlietytussgsifeptsRitl#e i+ +00HyDHyg+l4ELle++L astridd +a+eelpsymki+y a+lnt 4l #54 Keg  + HH+Hw tlesay P+f2EyL £ +  +1+ 5 HAL 404 48 krgdvisHoyn esgvsetel +k 1isdank
¥PP rren AR AR b AR s ErrEassans . PR 666G .—;.;.;.““.\.\.\.\..,..uuu..u.\.\u.\.....uu......\.\.\.\.\.....;555 SSGES1EAGEETFIEEEIIT IS I ST I NI R IR TSRS AT F SR
4sEQ TR TRDERVKLCQAYLVE ARWFNSGY TR TFDE YL ENANT SUGGHEATVHACALLGHER] -
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 66 233 84 233 28 1592 192 165.5 1.1=-48 /= m
HHHH eeaek lkeevrkllkovptiypkdes=kLelidtLarLGisyhFekETke Hrrlnltkk5éééélﬂ1ItIilaFFHWI!lFIfFIeI!IﬂMlIHImlﬂ'mImLml.lk&IIS-kﬂésmlelilal
WHATCH +++i Lray + +k+  #lelidesgriGroyhF++EIe * L FriLRghG+ +s+svFekFaretg+Ti sleeds pllsl¥ As+lesspesilopartfarteli +1 o+ ++ +uttal

i AR
WSEQ

e uuuuﬂﬂ-.,ggs;:tp

RTFT

B R PSS P PR P LA T}

.. 3677888887

Gene I1D: 30206.m000781_RcTPS9

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelopa Alignment HMM HMM Bit
Start End Start End length score active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLO613 225 458 225 433 4.0e-111
HHHM IS UARTAF TGS IRGRETKETEM. . ... .. wkelglasklsfaRdr lvecyfualgvfepeysrariilakvivIEtiI00tyDvygt 1eE Lek]tealerhdesaveelpeynkilykal Latfneledelkueksdry:kylk ﬂmfﬁﬂﬂlll!-lll“t-ﬂlil*lfk!-ilﬁmkrﬂnsletm!"!!ilm

BMATCH  L++AkldFn lgelh++El++lsr+ wetL+laL++Rdr Lvesy Feptys <R Leak DOLYD+ygL 1+E L+ 4atrsdssarselptymit LytallnsFerades + +H54e2 y yuPs+Ey+iel 355 +ECYMKE+EVSE+A F——

VPP EOtattesnssnsnnnrasans - ssrrrsssssas - T - srrsaasgg GRETAS Trerer senrsasans P ERREEEERRRRARARS 444 AR R SERRERA AR AAT]

HSEQ ERFAKLDFNRLQLLHKQELASLSAYky | aqi d INEDLNLAKE LPYTROR LVETYLWATGARF ERQYAL SRATTAKYTTTVSAVDOT YDAYGT LUE LQAFTHAF QRCDTDATDEL POYHK\LYRALLNFF QT EDEVDE - GRSTE] —

E-value Predicted Show/hide

Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 17 154 25 194 16 132 152 181.4 1.4e-53 a m
FHHH fiispsataes !Ielllmlwkadltr)IMEEe-lltLqﬂ-ﬁlﬂhHIEIkliLI!ISIeI ke EEEEE MF-Rmi-lFHmLMhlmimkhe-lkm
KMATCH 1ketvr ++ +4 it L rLGsyhFetEl + L++i+s + ++  +H++ dl+tvAs FrelRgretvHdeFekFkes+ptfktsttdekgllsiYeds ls+get+ilseas+fir +L est+++ + HHL
PP Aeasesng 33 4333;.“““““““,,,,““uuh““.ooq PR iR e - - P et D
seQ -5 KDL EMUQTIHLLYRL VS ENETTOQLMHTFETTPAME ST TToLYTVATLFOTLRQHGHVRCOAFAKF NSO XS TANDLKGLLS LYEASF LSVMGENTLOEATAFTRLL ESPAT- -




Gene ID: 30131.m007001_RcTPS10

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope

Alignment i _ Predicted Show /hide
Start End Start active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 272 337 272 337 &.8e-101

HHKK L=LAllI‘rHﬂﬂllu-lalklﬂﬂﬂrlle-hlen!ﬂmlmimmmllalam-kallrlulmksd-rlltlwillltlvlkuMlmm‘llm-_sulmiﬂ@m.ﬂhmw

MMATCH  LelAkl+Fnssqeshgeslis +Hekessl +k1 F4R g e & 448 Lasy +liLeelDnDaygIsELeslbosmerdtaretlpsyikoss Bl fabiets v+ kee  +reylihan slekoy] eakit +1ysPassEyleimrsstiiplllosans sopitlss thismsypesenet L BLisls + & eskigdubrescyimengisss fretittlivesike
¥PP B* sans - B PR . PR ,.,.,.,.,..5555 EGQessssssssannannans . g PR e rres 6
US70 DELACLNANATGAHOE LS TSHKNTNLGERLGrRSAPHETF LK TG VELPFGY SARTLARVGS L LTV T00YDTYGTLDELOLLTOAVERUS TRAVDQLPOVHLCFLALI S TNERLOVLKTT-

Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 68 241 71 241 4 132 152 180.8 2.3e-53 nfa m
KHHH IU'FIEJ-ansPsata!ﬂle-!lﬂt!evlkllkavptmslldlqrm*llllleirﬂ-kseeelﬂi-ﬂlIFfLmslvﬂkadmhllllYeﬂﬂlﬂsmleI!l*-hl-!-kl!sprlmlml-
MMATCH + FHsl+e42l & + +Haslke v+ £l dl+++AL+FrLLRg+Gy+ ++vF+ FRdetgnfks+l+ dekgllilYeds ls+sgesiletaifis Lastissi + ++ wihal
¥PP BETTTITITITSS E99ggtesssssanransg D T e WO v - T K
HSEQ ii- ‘ITi0LYSTALEFRLLRGGGYNANEVFNS FYDEQGRFKANL CGOTKGLLNLYEASFL SVKGESTLEDARE FATHNLRKYVSRTES - - - [ESHIVSHAR

Gene ID: 30225.m001714_RcTPS11

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i Show/hide
End Start alignment
Terpens synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLOG613 242 508 242 507 1 266 267 319.3 1.8e-55 Hide

HHAM Lah!llinllﬂSlhqkilkelsrﬂlillslsiklS'F!Ml‘lbtmfenzylmlliWFMmlh«!ﬂﬂmm-lwk‘mwmm11-llevlk=-srli1-5|ﬂ-‘|-ll-lﬂa|v“sd"SSEEM s BB TERTRRL 8l

UMATCH  LeLAkl4Fn +qslhokEl e+ rbwk+lgl =kl FaRdr +ecy+w +lpeynkisy alentenes = k =+ st L LeeakbbsttyvPesely Larirts gis 4 trrttlies W

Family

L P

WP B sasssnsins sanss smsmsrssrssss sx5 TTTG srsssssns sssssrrssses srssssEETTRGGGASS 44445550005
HsEQ LELAKLEFNAVSLHOKELTETVRIWK QL GLVDKL GFARDRPLECYLKTVGTFFEFYNSTCRTELTKTTATL LVIDOTFOTVGSLRDLTLFTEAVRRNOLKARE SLPEYHKTCYHALYNTTNDTGFHILK - LY

Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 32 211 34 211 17 132 192 136.3 £.72-40 n/a m
A “Ie-eeadlke&wkllkavptvr-&“H-EIS!IFEIEl-Lﬂylsﬂksee&&Mléllll‘H-UlqIEIdvskalf-lfkeslIMsmellllle&ilwseelktlml
KEMATCH HpHt +4+ etl e rk +++  HHHLIdHrLGs yeFesETHHLdH + 4+ edl ++AL<FrLLR + +  sdvF kF++ fhesl+tdv gllsl¥eAs+l+t+e L eassflessliett + HlHHvHal
¥PP 23444443333, _ 44 B L P v Y T S TR Tt ]
sEQ - NI - A S TR G EEE TN T ORI DLLATALRF AL LRONCTPAMSOVF G MNKDGKF KESLRADUMGLLSLYEASYLGTKDEVELVEANEF Tk TCLEETEET- - I Srvsal

Gene ID: 27688.m000060_RcTPS12

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i Show /hide
Start End Start End ive si alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO613 263 527 263 526 1 266 267 342.56 1.42-102 Hide
HHEM LeLAk1dFallgsd Mﬂlkhﬂww!ﬂ!ﬂlwtlmkﬂlamwlI*Bllnflne-!le*e!-rlmml-kylﬂsm -MII!-!-M'“IN!-MMII!‘!IW%IH ik
WMATCH 1 I0+DVyELIELE +iarerdd 3V +1psiis + lintiietse 1 +aws+1skasl stHH1 & ¥
WPP . FERF Q= *ag . & ?
4SEQ —-_-_
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 58 232 58 232 1 132 152 149.1 1.1e-42
HHHH “ﬂ‘lﬁll'.lﬂ"spsatlﬁll‘lﬂlfllmr‘lllavpt-éell-elidllvl-ﬁlmekllkelh-%lk5éee-l-ﬂlaFle-Mhﬂ'llslﬂkalFln EsTaedvigllsLVelsh]s fegesil eeals st ilEs Seelide bl elehal
WHATCH Hatt Frslanss + ++esasklieevrdlit +i#444 tlelid +qrlGesy Fek+Ik +Ld+++ 4+ ++1+++A1 FrilRghGysy +d Fh+F+desgss seerrdvigtlodVeds + seger Letatt L2 2L + L+ + 4+ @ ++hal
uPP £89++++9908888 AGEAGOUIAEEAARNAAARE | JAAGTTIONERAANAR RS SRR EE SR RS e SROGRATEAT. | TAGH A SRR R RR AR AR AR AR REER RN S S SRR A AR RS ARRNRAAS A KA AR ARRRERS GECECES ) I6R0000000R
s550 L VB EEEVRRLT] - TEEMETTL ELIDGIORLGLAYLFEKDIKGALORFSHGGELT - -ETSLHATALSFRLLAQHGYEVYQLDFKDFNDQKGEL LKCFKKDVGGT LSFEASFCNLEGEDLL EXAKTETK\vL[SCTE -1 {IVESISHAE




Gene ID: 29842.m003696_RcTPS13

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

NHMM
HMATCH

¥SEQ

Envelope Alignment Show/hide
Start End Start End alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _.. Domain CLO613 251 517 252 517 2 267 267 250.0 1.6e-86 Hide
eLAkldFnllgslhigkELkels rimkelg Lask yFwalguvrepay: ilakyvivlitilDOty lekltesd kilykallntfreledel drvsky Lk ky 111 i IvkalstilRL1nDia gkrgd. 't ik 1iedankd
eLAkHIF+H+0s+ QHE+ +  Wek+lg ++L#FHRH Hytwsa +p #5+ RL 14K D420 L+DDHDVHEHLHEL++4te +rid +ave+lp yai++kal HHnet #+44 K +H0H H ltetertlakaslieatit HHP  eEyLEnHVEsEHHL++H+ B+ VIHE +H+ +4p +HHeHLLIRLHDE  ++beredlt  Stvecytkehd + @ A H +isdank+
N i L L A L LT
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 28 219 BE 207 33 178 192 144.5 2.2e-42 m
LkeevrkllkavptvypkoeeesLelidtlgrLGisyhFekETkeilde VALAFrLLRGHGydvss (vFRRFRdeegnfheslsedvkgllsl veashlstegee. ILeea 1sFtrkhLkes [seelk
+ket+ + #K++ +H+ + He L +Hidsgrd FHET+eil+ +++dl+  AL+FrLLRg Gy+vs vFKFkd+egnfitls+d+4

L¥eAst+ls+ e+ Dl+ea +++HHL+  +HH1+
EEREAAsSAAGEGUEsE s REEA ARG 400447

S5555555555545555667700 48 0ss

IKERRTRAFKHILRKEGEG

srssaessasssssns

Gene ID: 29842.m003692_RcTPS14

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

HHMH
MATCH

Envelope Alignment Evalue Predicted Show /hide
End Start End active sites alignment
Terpene synth © Terpene synthase family, metal binding d .. Domain CLO613 238 424 238 422 1 183 267 230.2 2.8=-68 Hide
LeLAx1dFnl K i epeysraRillakvivlitil leElekl s aveelpeyniilykal ledel .. kel Y enslyssglpll
L LAk++rissqes grelhersriertlgl +LeFRdrlveritsseg vieprys R +livsrsl +i000yDHYE+LeEL+++Lalriitt +etlpeyRkieshtl Hrt 843 Baitest  +HHt +lkesuriiisa HheaklbHrysPsrsbylt + +sstt 11
ST PN SRR P - - 15 TP PR A P P A P D P RS R o Al 4 PP g
fTeTpeneReynin Terpene synthase, N-terminal domain Domain 2 207 32 207 1 182 182 158.1 2.0e-46 [ Hide |
dwgdvillslkngsf 1 k. Kllkavpt elidtlyrLGisy d rLL kkFkdesgn 1sedvkgllsl h kB g smeyehal
i L prrvT—"——" de+ kLel+d + +

=ETkeslidel 4atesshiss 4+ + +AL+FrL
sresisddsiiiiigaToddd ARiiieesaasns

GrEEaia

ghGysvs+  ++F d

PP PP

F o+ 5 dukgelelead

PSPPI

EEESREEAAAAE

FEiHidsssssares srig

Gene I1D: 30206.m000792_RcTPS15

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i Show/hide
E-value 3
End alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain 164 4 164 24 152 192 172.2 9.8e-51 Hide
ealeeeaeklkecvrkllkavptvyokdeceklelidtlgrLGisy d 1:edvkgllslYehshlstegeeil ecalsftrihLkesseel
1 1+  + +:lelidtl 1 +

ile atf+t
P

TB5GgH s 633. . ...445599 6
ESVTRa TS T~ TETIOLELIOTLORLGLAYHFQOENKELNTVE T




Gene ID: 29647.m002075_RcTPS16

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment i Show/hide
Start End Start alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 272 478 272 478 1 192 192 177.3 2.7e-52 Hide
JHMM dwgdFl1SkAgifrispsatacalaagaek. ... .. Tkeevik1IK. . . Bup i yhi Tkeildei k! ....d1etwAl sFriLRghGydvasdvFkkFldeBprdie: 15 bd. . vkgllsl Yeashls 51 ked 1808l k. BSp . Rlaeavehal
HMATCH +HiH +Hl++ g5+ SPSHLa Al+ +i4+ 1 +Het++ P eH f0+RQrLGLSHFHRE Kedde+ reweet + H++ i+ FrLLR+GHvSSOVFk+Fkt + F + + +%  vHIHHLY#ASH +rgertlesati+ieilker + H d +H+ +1  evHral
WP Geasssssnsnsssarane s oA RRE , ALAAATEEEEE, . . SEEEEEEE S S et A SN S AR R R AR S AR S S SRR REEAAGE CEEEECEHGDT SRS S A A S S AR RS SRR A S AGGQEEEES ,  ATTTAGEHF A4S S SRR R SRR RS A44SR Rr00E40001TTIEATEEE0N SR 4G
¥SEQ -
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d .. Domain 522 748 522 673 1 148 267 78.9 3.8e-22 m
SHHH LelRETaRLE R < 8. Bynll i ya0i ERED AR P
EMATCH L LAkld4n #Q+lh+kE+ +HHHtessl ++ + + 1+ +#n + e Liranst
KPP R HARAAAAR AR LUER, 335 5066666606E66544444, 1333467777TTTTTES
#SEQ EDLAKLDVNNCOALHRKENSNF QRUVEECEL - STVEQR Q AIGILHIVSLOTL LEAHGKDT K

Gene ID: 28166.m001038_RcTPS17

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Predicted Show/hide
Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOE1Z 235 502 235 502 i 267 267 360.7 4,3e-108 Hide
HHMM LeLak1dFnllg=1 Lvecyfwalgvwfepeyss 100tyDvygt 1eEles Iykallntf N Lkeakhreeky 1 1RL egkr ikk e
MMATCH L++AkldFn+lg 1hgKEL+ ++Hiwk 1+ askl++aRdrivecyfussgvifepys aRi+K+l+a+++ 100tyD y+t eEle ltealerWd++a + lpeynki+y++llHne e+s+ikeeks +Hv tytkesskesviaylieriir+t yiPs+eEy+ +14++4+ pl g Pk L++Di+5+8 BOHrHVAs VECysK+E+oeee + K + +awkd
¥PP L LT T L L v
¥SEQ LBFAKCL D NL QL HKE LMV T SLDVATKL P ARDRVVE CYFWHVG YT EF Y SFARTMATKTTATT SLLOOTYOMYATGEEL ETLTEATERWDTKAKDAL PEYHKT TV TTLLDTYNEVEENT AKEEKS 1T - HYAK EVHKRVVTAY LAEVRKRDNCYTPTHEEVMGSAL LTTCSPHLATASFLGLXE TATKE AYENASEDPK T TRASS TVCR LMDDVSHEF EQTRYHVASGVECYIKGYGASE EEVIKLFRKEVTHANKD
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 32 204 32 204 1 192 192 187.2 2.4e-55 m
NHMM 1. Lkeevrklliavy s LaFrLLRghGydy 1 11sL i ek kes] seglk 1 o
MMATCH + Hete lkEvrk+ + +Hi P+ EIHH Ly 42 ghG +vs+ +F+kFkdsegnfk sl ++ g+lslyeAshls+sgetl+eal+fiss L #5+ +1
¥PP FERRAAAAGAL | JAGSEORREASSAEEESEESRSSRKRREREA SAGQEETI B P PP ERREARRAARAASARESRERRRRL AARSRRE AR RRRRE TTTTTTE. |
¥SEQ E . L

Gene ID: 29806.m000953_RcTPS18

Significant Pfam-A Matches

Shaow or hidz all alignments.

Envelope Alignment i Show/hide
alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO613 452 716 452 715 1 266 267 229.8 3.7e-68 Hide
HMN LeLAs 1dFAL 1g1 ytwal 18K iv1iLi 100ty DvygtleE L k] s cifes | payki 1gKall Kaar iEy1 111 ke oF 1stilRL Lkrgdy .. kK15 daK
KHATCH L + dFn+ g EL +1l+ri+k+gl +kl++al+++ F +Feprs+aRi +a+ +v1+t++00+HD  gH+eEl + +H +lkea-HHHEHP +Ey+eiH+E+H] + +HHe + ++s+i+RLIAD +'E HEH Vi + + HEeeA eetr HH+
iy 7830994 8555 EARRSRRARAIREE SHERESFEEIERAIAR AN Mo 444355989905 55 BRR4GHHSH I 4xEE PPt SN ol 90+*35. 7656, B5TTA E8H8RsARRSSRERERIRRRINIGEE GUGOORATTALAETHH 4444444555 500BRT
HSEQ RS R RO N O SHHRE EL DL ERKKOYGL - DK LK Y ARG T TS AR ST TS 5L QPN DAR T SWANTLTTVVIF FOFSGSMEEL L NLTEL TERWDE [L{TTGFKSKEVETLFHALYGSVNDLADKAYT - QRSN ADL TOTWE TLLKTHLKEAEWARDKNVF GHOEYTENGYT SFAL GRVTLTSLVL MER - [E3 - [VENEY ONL F THASTTGRL LNDAVT AKREFAC(ETI- Shiga
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 230 421 230 413 1 188 132 146.7 6.42-43 m
FHMM LGLeyhrekETkeil . .d1BtwALaF rLLRGhGy (wssdvF<kFhdeegnfresls . edvkgllsL¥eAshlsteges . iLlegalsfirkhLkesl sgeladesp. nlasey
KHATCH Sd++ +F +Het 1+ +d+k+l+L+HAs+] + +42  L + HU+HLkesl + + 4 414 ey
KPP SELAGRRAT . . . 34440FXERRARARRRRREOQRRRTFH RS AR RRRRRRREQTTIRGS,  3IAISTTIVT
KSEQ - - - -GS NGERS




Gene ID: 29806.m000952_RcTPS19

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

— Description Entry Clan Envelope Alignment i -~ Predicted Show/hide

type Start End Start End From To length score active sites alignment
Domain CLO0613 455 719 455 718 266 267 203.4 6.1e-62

Terpene synth C

Terpene synthase family, metal binding d ...

HEM LeL8 dFallgsThokELkel s Wikelg lask1sFaRdrl e rﬁlsvlflr-lil-*li“vmlﬂ“:l ygtleElek]tealeride. = svee] peynii lykallntfneledeleheekad vakylkeanke1vkaylkeakhiveekyPsfebylenslvssglpl11L aalvgngdevEkeatew asypk Ik 2l sELIRLInD iasyer ckrgdys l"lr“ g seeetvealki] Ledauk
SMATCH L+ +0#++0shekEL L+ WHkHE  #+leeaRirt + T ++ +Fepetst RL +a+  VIFLIADDHD+ GHeEL sleerrtrlit  +  ++brllerarHUHIL0+++  + UtkHr +30 LKaslKeatiritk WPHs+ets IhHhaHtl +32leblirrt +rtea+  +oyekls D 4442 + HHEH HHURE 4 + 4 frovewy
I aaxa Rl PR aaan seses1096588309mes s e - gasss axsaannen aaxa - 3BIS08  T77744 457 r et s2s5a50e00000666 , 99990BTEEIGEETS =s22g00ET
¥SEQ [ SFQDACOSHTKELOY LEGUINNCG- G

Terpena synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain a 21 413 221 413 i 192 152 148.3 2.1e-43 n m
HHEM dugdvFIIsIkngsTfnspsatasalectaek ... . M*llﬁwdrpk.-éliﬂllﬁ -F-l.-'llmsaeeelﬂl WAL aFr LLRGhGy s SR KF i« deegnfes 1:dvkg] 1| VeAshil= Fegee Bl eealsFtrkhlkes] Eelkdesy. ilaeevehial
EMATEH  dwrhvressngslinsps+iatals +es 1+ +h savpbeyp orrrel +idelesliiess +++ +tldeiyrouss + o8 +d + +heaFrelRetly +5sdes +F +tes T & +dthe Lelenbsr + e +lerses tattlittl + = 44+ +1+ ey +al
¥PP TS a T TSR DT T O 44444407 SIS SR SRS 9T RS S, 4SS TSRS RSN SI ST SR S SR, , GOTES SSRGS R SR I00000TTS, 445759+ 308
¥SEQ i

Gene I1D: 29806.m000947_RcTPS20

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Famil P Envelope Alignment Predicted Show fhide
v Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLO613 451 755 431 754 i 266 267 221.1 1.6e-65 n/a Hide
M LeLAldFallgsThokELkelsrbidse | glaskIsFaRdrlvec yFualgyifepeysraRil myﬂ!ﬂmﬂﬂ-Ml“-ﬂmr'-lkﬁmhikwmhlﬂﬂ'e‘alelnllkmilylrltlslvalwlrﬂ g seeehveeikiliedak
BMATCH L+h +dFn+=qsshgkELl +1l+rb+ @ +1 selesaBits + yFesss +Fop + +2R1 + = vesrtesDDiev grle 1 slegsseridder v sesskilerartritntledes & oot vl om0 sekeslkeadd  +k v sosEyssibrbirg  +24 seleret +be + sopeele ++itd+BLIND #+ + & ++ +  +6ves & & +p +reeelytetessio +os
ep sERREERRE s5x_sanan axan aann EAEEASNASGAGROON0SSEEEEESRASAASSSEEEEEE BRATESAASSAASEEEERIEASAONNSSAASESSERAREESNAOANSANESESERORRRTE, DEET, G7TTR0F FEEEAAASAA 444 4RSS EEE00000 SEEO00000GERISETTAAN 44844458 RE0RRT
¥SEQ [T ACQDFHICOSHHOKEL DOL ERWVIERRL - SOLKYARQK\KYAYFATACRLFQPDF LOARTSKVONSVIL TVVIOF FEVEGSLEAL SNLIELVERWOE TTITWGYKSEEVK IL FHATYDTINDLALKAYR - §LSEER
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain a 257 443 257 448 1 191 192 135.1 1.42-40 nfa m
HHEM BwgdvFIISIkngSTfnspsatagalee Baek . ... DkBevik1IR ﬂmkﬂe-iﬂtllﬁi-ﬂﬂmklflem ﬂlltv-lli"ll'.ﬁ!w-nfkeslml-ele I8 SFETRRLKES] <Ee1 kBS) . il eha
KHATCH dwrdustttss nSps+iatat+ L+ 4k 4+ +  AeaFrLLRe+Gy =5 +irtrLkes] + #5+ +l+eey
[ THEAERASEEEREERRERREARIAAE, 09075 . 44455554629 3456 AEEEAAEAARE EEESERSARIATTTSSS 755393866
¥SEQ BKDVMEYORSHGSF FNSPSSTARAFT -

Gene ID: 28670.m000104_RcTPS21



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment i _ Show/hide
ive si alignment

Start End

Envelope
Start End

1.1e-73

254.5

267

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOE1Z 413 &78 413 &77
HHHH LELAx 1dF AL 1gSThaKELRELs by | BLaSk 1S FaRarL vec; -1°=é|!'elil-!ﬂlllll(\-i\i‘llilN-}\lI yEELeELek1tealerhd: . Save-]peymkiTykal IntFneldel e eksdivakylheaxelvkaylke N gek WPsFelylenslvssgl pIl1] calvgngevtke Fewva llﬂlsmnllia-m“ﬂ .
SLe++IEHE - HHERERLERRAL HUbHeE BHd B BibH b slekeelbe W bR $Pi+Ey rHbsHEL $34] Albeg HU + ¢ +eleket THALLAD +

f pets+alt +ak  vI+t++DDHDV gHeEl
. T L Lrr e 0. BEEG AEEEARARAA S 4RERRRA00N A 0000005544 AGTOM
5 - =

KHATCH L+LA  dFflsgs+hg+ElH] ri & 41 skl+Fall +

PP :
¥SEQ IKLAVEDTNLCOLTHOEEL QQLERIAWVERRL - NKLKF ARQKLGYC YT SAAATLFAPELSDARL SHAKNGVLTTVVDOF FOVEGSVEEL INLTQLTEXWO\TSTHFCSEQVETTFSALRSTISETGOKAFT - HOGECH
nfa 171 370 171 363 1 191 132 165.2 1.3e-48

Terpene synthase, N-terminal domain Domain
I'I-E!I'Flmemi‘ll&lklm - LetVALaFrLLRAGYdvSSvELkFkdBeguTike. . o1:edikgL1SLYEASHL -eil-llalll‘.llshleli esil.i. Mg
|J— L+A+aFr+lR +GydvssdvF +I'-H-H £+ +S+LHHL+

AaaasassanaggT

Terpene synth

HHn dwgdvEllslkngsLfnspsatasalesask
KMATCH dwt vHskngslfnsps+tatat ++
KPP FHSERIBIFTFTFESERRRNNNRINAG, F777T0BESAL. . . BT TTEETTT

L BEOORKNGSLASPSTTALAS AERMBGETTD

Gene ID: 30169.m006283_RcTPS22

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment HMM HMM Bit E-value Predicted Show /hide
Start End length score active sites alignment

280 267 344.4 4.1e-103

RIS RPN NSRRI . SEINNRY D - PN - < R R JET.

Envelope

End
545

Start

545

Domain CLO613

Terpens synth C Terpene synthase family, metal binding d ...

HHHH LeLAkc 1dFn11qs1hakE L kels kel glask1staRdr lvecyfwalgyvfepeysreRiilakyiv] iEA10DEyDuygt LeF Le | tealur s cveelpeynkiLykal Int felede Lekeeksdry: ky Lkeenke vk«
MMATCH LetAkld+n +g+lhg+El ++s-Hiwk+1slas+ rettfuatrifep vy Rtitakve 1i+++00UHDHy+U+eE + L+ea+ rild & tetlpsymke+yk llnUfteterelsreskettv Ry +easielvd ¥+ 22 WrtetHPsfeeyl e HHELPl+ +a++p+et +0 Hfesssipkl 2+ +HRLHD+4S+  BOHCEHVAS HCOyn++hgvsHelve +ks+ denk+
¥PP grees srns smsssssns P P sessss snssssssses ssrsrEagTg, sans ssssnsss *rr00 GEEE A srsssss srnn *g
HSEQ -EVGREAFQELVRGYYLEAVWADEGH TP SFODYLYNGSHTTGLPLVSTASFMGVE - AT E

Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 73 248 74 248 2 132 192 179.1 7.6e-53 nfa m
FHHK bgdvE LLs LifigS 1Fnspseeeale e IkBBVPREL Kl vy pikd lelmm-l-slswellleltlllu»elkkslelaeulltvslaFrlw-ssuvFlkikﬁlﬁulleaIkdlnleum-sleheeallﬂﬂulsleemuesnnl-nl-
KHATCH Wit £+ ns + &+ e+ lkievitl + d L rlGtsyhFer+I+etli+it+s +  +e+e dl+t A+ FresRghGr dvF+kFkd++g+fkesl+ dikgtlil+eAshli+egetileea +Ft++il +5++ &€ pilidedes

AEREEALARERSSRER AR A A GORETS TALL44F I AR SRS AR R P PPN B T La T ] _4-,133-\““._093
-

MPP 77773223333,
WSEQ SLTFHPS

Gene I1D: 30169.m006276_RcTPS23

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment HMM HMM Bit Evalua Show fhide
Start End length score ive si alignment

Envelope
Start End

1.3e-106

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 279 544 279 544
EHHM Lelﬂlldluﬂlhtlil-!ﬂﬂdlﬂ-lln-nw“ﬁﬂ-h LIEEN00LyDvygtleE ek tealerhoes sveelpeyniilykal IntFeledelekeek sdrv-ky lkesukelvkayl E-P!wllﬂslnl-.-ellk eIFIl-nklealst“DlaSI rul-slmsl kehgvseeetvee il ledaukd
MMATCH  LetAkld+n +qelhgeEl++s Wwk+l+la epry R ais i searerlits +ipsynkesyk LIntitetess Lekesksrty +y +eastelys y+ ea Wrtet+PsfsEyssnt +asglpls ++ HRHADL : Steelteiesdakd
¥ep i . s Pt R PP PP S - ) i A a7
(7 EEPAKLDYNAVGLLHOQE QTS TUIDLNLASE YA DAE T FHAY AV EPKYAQART LAV LLLSLVOOTFOAYAT EETHLLAEATERUOKSC LOQLPUYMRVIYKLLLNTF SEFENDLAKEGKSTEY:FYGAEAF GELVRGYYLEAMIRDEGKTPSFOEVIIGS LSSGLPLWTAS HGHEE- T
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 71 248 72 248 2 152 152
:H:Ecu WA 1 D= 1kngs1fnspSHEA elel-!ld-r‘lukivpt-ileeklﬁlidtlﬂfl-gl!ﬂﬂllleilli.*kkSI=leﬂ1IM\1iFl'I‘qhﬂ!!I'FIkwﬁlihukdhllﬂﬂlhmllmlﬂ-ﬂﬁls-lkd!m_ii
L& i -l
wep RSP - PP ) g
¥SEQ

Gene ID: 30169.m006286_RcTPS24



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment Predicted Show/hide
Start End Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLO613 278 543 278 543 i 267 267 344.4 4.1e-103 Hide
HHMH LeLtk1dFnl1qslhokELkel gl lgvwfepeysraRiilakvivlitilnDtyDyygtleE lac1teal 1 1ede y 81 iSEg1pI1L eaf 1vkalst TIRLINDEAsyereqkr KK T1dawkd
EMATCH  LetMkld+n +q+lhgsEl +rsthiwk+lslassss2aRdrstersfuassssfop yt Reitakvs Lseas thd 5 +e+lpsynkesyk LintF+atesalesesksty ky +oasselvs ys oa WreattsPsfeeyl n+ +glple sasesgest +1 ++itusssspkl BOHIEHAS +ecyneshgustrelut ++kes u-.k-
e PR i e FRARSRARREEERLLS PRI AV o P e PP AL St o FPPTPPN 7R, JHH444ERERERRRE PITTTRD S PPN . Sssﬁgg{{ ,,,,,,,,, M- A - M
¥SEQ LEF A% LOYNRYOLLHOQEL COF KWK DLNLASD P Y AR DANAE TR FHAVANYF EPLYANTAMT TAKVVL LTSLIDOTIDAYATMEE THILAEAVARKONMSC LEKLPOYMKVIYKL LLNTF SEFEKEL TAEGKSYEY - HYGREAF QELVRGYYLEAVWADEGK IPSFODYLYNSSHTTGLPLYS TASFMGUQE -3
Terpene synth Terpene synthase, M-terminal domain Domain 71 246 72 245 2 192 192 181.6 1.3e-53 m
NHHH mﬂuﬂlslkngslfn:.p:.ataealeeenﬂalkamllkavptm;kﬂaeeil.elldtl.urh.... il LetvAlaFr 1sedvkgllsl eealsFtrkhlkesl
KHATCH ++ lke+v++ll + + #d+ e++ 1id L rlGrsyhFes+I+etl+itts +  +ede dl4+0 A+ |'|——thG———;:nI’-ﬂI’td——b +Fhesl+s dtkgtlsl+eAshls++getileca +Ft+4+l +5
PP seagl, . 34THEERERR PP i i $454 4300075 T44444% 44+ 45 8RB RRRRRRES PhT-S vl esbasddsssans
¥SEQ A

LEVDEKEC

Gene ID: 30156.m001700_RcTPS25

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment _ Show/hide
Start End ive sil alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 271 533 271 534 i 266 267 219.2 1.9e-55 Hide
NHMM LeLAx1dFnllgslhokELkel sribweelglasklsfaRorlveyFualgyfepey:rRi11akvivlitl v ki lyk allnt Frelsd Pt 111aal fe. klvkalsti1RLInDL kg kishy liedank
MMATCH LLAk1+Fr+sg++hokEHHL rivw +1g1 +k+ faRdrlve ytwisg++fept R + tKel+lit++D0+yDvyg+leEle++ts il + H+lps +++++ it ne+ + + + ek 1+t +l+kaylreaki++y Prie YLHmvE+Hplil ++4++ dH+L ga++ ++4+ prlist+s +1RLHND+ #4448 +r00  $SHCYRFEREVE + AH+i+Hl+s+ank
¥PP L B T - Ll T S P Y P R P
NSEQ ERLAKLEFNHVATHOKEVSKLARMWHEL GL - HKHAF ARDRLVEHY YKCCGHAR EFQFGLF RENGTKT T CLTTT 00N YDVY G LEELEL FTDFVDRWOUNGTDKL FOPTRT TFLAMYNTGNE TGYTIIR -
erpens syn erpene synthase, N-terminal domain main . Sa-
Ten th Terp ynth M-t | d D &7 240 69 240 183.9 2.58-54
NHHM L. 81k g1 Frsps R 10R et 14 il delyraveeks 1aFrL.....‘.._,
KHATCH 1 \uﬂlﬂl +RghGy
uRP
¥SEQ

Gene I1D: 29233.m000032_RcTPS26

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Show/hide
Start End Start End ¥ i alignment

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 84 345 24 345 i 267 267 231.2 1.4e-68 Hide
EHHH LeLAx1dFall 151 Lvecyfuslgeefepey ilakviv]itiID0tyDvygtleElek]teale 1peynkilykal IntFneledslskask kyl Ry 111 £ TIRLINDE asyeregkryd fig 1 £ Akl
EMATCH L LA +e4hs+gsleqeE kilerbikirss s:Lefall rlite + 2335+ perr+aRi +ak v CeiDDHD+ gt Bl slisiiarhl @ Stu  +iiis Trital +HHels & kb AL dhusilekerkeatiis + 4P HEYRERHHSHL 253 45 SRR 4+ 4+ lekirs HRLIADS S 4 Beb + HREVSE + + 2 vieealiee Rk es thi
PP JEASASAASEEESRERRO RN ORS SNBSS BEREEAR RSN SRS AEEEEERRRRENR S SN S AEESEERRRRES RSN OAS A SR EESREENRS S AGETQASSEEREERREN SO AASASAR00O000, TTTEEHS4HS A HESSEEARLEONONSASSNSSEESERERRES AN OAsAS 4558050 RR000REEANY DAGEEGTTO0RS 44404404 ABSSEERRILINS CECQ0O0URRTTISETONH 44444 4558 5200REE
¥SEQ = TLPEKEVMAGRE NS HLRVIHS eV TEEEATEE TRKETERVRIC

Gene ID: 30206.m000787_RcTPS27



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Predicted Show/hide
E-value o =
End Start active sites alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 17 181 17 181 i 132 152 135.7 1.5e-39 Hide
FHMM g F1TsMkng sl frisps 2t 2Bl rrllkavpt eligtlgrlGisyhFekETkell {d1etvalaFrl LREHGY kdesgniiesl-povkgllcl YeAchls tegeeil eral sFUrihlkes |suelkdesprilaseyehal
MMATCH +Ha+ FHElkns + eHeilke vHHL v + ldtlgrics+yhFe+EIHHILHIyHT 4k +hGy++s++F+ F d+ gnfk ++ ed+gllslyeAs+ls egetile a+s +LH++ + + d+ p 1+ bl

¥PP e STV T- - L ERRRAAAAEES . o9 PP T LT e Y]

50 HOYSPRSUANERTE---- - ESVIRAEIQESVRTALTCT ier

BEE77E553

44456787 TRTTTE
F

Gene I1D: 30206.m000791_RcTPS28

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Evalua Predicted Show/hide
Start End active sites alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 1 58 4 58 136 192 192 38.9 6.9e-10 Hide
VHHM edvkgllsl¥eAshlsiegeeilesalsfirkhlkeslpelkdespnlaseyvehal
BMATCH ed+tgllslspfssls pretile a+tfes slesst +++ + p le seshel
[ BOQHHHATRIERERRLS PR EAITIIERS 93095774, . 556799099987

(S0 EDLEGLLSLFEASVLSEEDENILEVARKFATIVLQRIIVELS - TTRLSMATSHS]

Gene ID: 30156.m001716_RcTPS29

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Predicted Show/hide
Start End active sites alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal demain Domain &4 233 24 233 28 192 192 167.5 2.7e-49 Hide
KHHH wveaeklkeevrkllkavpivypkdescklel idtLgrLGisy adletwAlaFrLl lsadvegllsl h 1aftrkhlkes] el y| h
BMATCH ik Lireyrall + +k+  #lelidesgriGrsyhF++ETkeils + + + =dl+t+ALl FrilRghG+ #vFekF+rerg+Th sleads SLY As+leesep pEatrfardrl 45l smes o+ e pudral
VR e e PO PR A 2085412 Faissen rass RPN

EEERERERRRR 77776652 . . 23A6TTRARBRT
IR

Gene I1D: 29917.m001932_RcTPS30

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Show fhide
E-value =
End alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal domain Domain 134 401 156 385 3 179 132 142.3 1.4e-41 Hide
WHHH gdvfllslkngslfaspsatacalescaek. ... Lkeevekllkavptvypkdee. ekLelidtlgrlGisyhFekETkeil delyraweekk-peece. . . . . . dletvAlaFrLLRghGydvssdvFRKF wdeegrifkeslsed. . . vkgllslYeAshlstegesileealsftrihlkeslseelkd
WMATCH v+ +hepslf +k de  kLr+HarlGershFETHerL Hyresees ++ + 1++ +1aF+LLRHGY+Vs+ +F+5F +6+ + +++4d  + +tlitlislessge Letatsfer +lees  estd
(1] 577EAEEG" 909955555 R0RRTTREETTTTTTH S sasdanss BEESRESRAAIAIE 3,232, 2356780000000+ 54484834 433355355854 GERACS  SEEEEEETREEEE #3343 858 OB7EEES511
WSEQ ILgD




Gene ID: 59739.m000007_RcTPS31

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment

Show fhide
Start End alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLO613 24 142 24 142 i 119 267 181.8 1.6a-53 Hide
NHHH Lelak1dFnllgslhakElkel sriwselglasklsfaRdrlvecyfuwal gvvfepeysraRiilakvivliti10DtyDvygtleElekl 1ykalln
BHATCH  LelAkldenlegsesq Elkel rhiw  lgeesklefeRirlietysuesgeefopersstfiel s lores <D0eyDeyg+l+Eloent amrridd +aseelpaynkl
T ELALOMILNOSIYOTELELABUHTAL G REKLHFSADALAENYLASHGHTFEPHFSKCATYLTFICTLSSTIOMYDIYGS LOELELFTSALKAUOPHALEELPDWKTCYLATLN

Gene ID: 29771.m000074_RcTPS32

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Show/hide
E-value =
Start End Start End alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d .. Domain CLO613 1 152 1 192 75 267 267 238.5 8.3e-71 Hide

NHMM 10DtyDvygtleEleklteaierkd ssavesl peymkilykal IntFnelsdelukeeks Y ylenslvssglpllllaalvgngdeythesfewvasypklvkalstiIRLIND] ssyeregkr kk1ivdawkd
WMATCH  +DD+yDuygLleElessLeatorid +assslpoynkess 1 ndtfies soe & 44+ uttyliosaueslokbyl+oakis sopsPessEy+tn peslesasst g+ ¥ 11Re2nDs s+t K +45eecyn egrse +hsetis 11 sauks
¥PP e oy T N MG N PN SN N NAPIAS-PPD SN AR-D DA
NSEQ FOOTVOUYGTLOEL GLFTOAVERKDANANDL PEVHKLCF LALHNS THE TGYDUL - BNV TP YLK AN AD L CKS YLV A Gy TP TH Y MO S TS APV TLVHAYFLEGSPASNE ALKSLKEYPDT TRWS SHTLRFANDLGT SSEL KRGDNPKS T YHYETGAS EAKARERTQYLTGEAK]

Gene ID: 27716.m000050_RcTPS33

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Show/hide
Start alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOS13 84 345 g4 343 i 267 267 231.3 1.2e-68 Hide
WHHH LeLA:1dFnllns1hokE IkelsriwkelglasklstaRor lvecyfualgvvfepeysraiiilakvivlitil wygtleElek] 1peymkilykal 1 k Ky ylensl 111 seaf k 15 tLIRLInDE asyereok hg. . 1Kk 1 De Sukd
BMATCH L LA +d4n++gqslegeE ktlerhitkasss ++1eFaR  Ltcyss +o++  pestraRl +aK vl U++[0+Dv g+ eElesl tral fHELE + K # AL Heslikierkeath + P HEyre HHESHL +35 +5 R 4 e+ ¢ dlikir HHRLIAD: SEEPE 4+ + HSHEE + b breeehbre kk der tki
PP SRR bl R N P, o e e e EESASASASAI2GOGOGD, TTTGTHHER R AREREREREESASRSRSRSRERRERRIRRRSN SN AR 4SS EEIBROO0REA . AACEEGE57THOUITYS A4 444 $REREEIRIRIS CECIGUGOURTTIEEATEAS 44448 4555 ILOURRE
L0 DALATQOVAHCOSLYQEEVHOLERMANCCRE - D i TS : sget

Gene ID: 27394.m000360_RcTPS34

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope Alignment Show/hide
E-value =
Start End alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOS13 24 288 24 288 1 267 267 311.5 4,3e-93
NHHH LeLak1dFnllgslhgkElkels 1 1 peysraliilafvivliiti leElakl ilykall kHreeky 1 1pllllaal fe k 11 i1RL 1nDi i
UMATCH  LelAsldenlegsesq Evkel s sgleskl artrbids a+eelpeynkesy s+ nels ++Lokeylenathbt +HHPrtBEyL frhs R lessis S + ++s 1L 4D+ pdv++stcyn es,
i PP S TP % it S P 5500000909, GRasrAEes MDD S M- EESRARREASARE Tartssssssas

¥sEQ LELARL VNSV BV EL ABMHSHF GLRKKL OFSADRLA ENY LAMGHLFEFHF S CRT L IKFVC L TATOOM VDT GYLOELELFTDAVNRNOTAALEEL FEVMKLCYFAMYNFANE LAYDUMK - TGATLLYLAG- STNLCKS YL AR ARMTCSGH TR L EEVLGHANTSGOGR VL HSFUMSENASHOSLOSLKNANEL TVCSS LTTRLSDDLGTSAAESRRGOVTHS I0CYHT EKGATEVEAGERTKGLESHSHIT



Gene ID: 28359.m000286_RcTPS35

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

E-value Show/hide
alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLOR13 1 123 1 123 145 267 267 165.0 2.1e-48 Hide
lenslvesglpllllaal lvkalstilRLl egkr h 1iedawkd

+RLe+Di+s+e eqkrgevassvecymkesgusens ssesek | dawkd

t
pLL+++++ugigdes Ls Fespkrusa

y
#kelytaylenash sesyuPsrtEytees

Gene ID: 29233.m000033_RcTPS36

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment Show fhide
Start End alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Daomain CLO613 52 158 56 156 14 114 267 5E.5 1.62-27 Hide
NHHH 1hgElkelsriukelgl ssklstaRdrlvecyfuslgvefepeysraRiilakvivl i tilDDtyDvygt leElek 1teaierbde . saveslpeynkily
EMATCH e E ktlerd 1+fal 1. P 1 C++D0+ letletsiorh & sey i

EODtesssns

p
#SEQ [HLTEYXDLERWVKDCRF -

Gene ID: 29673.m000927_RcTPS37

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment i Predicted Show fhide
Start End active sites alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d _. Domain CLO613 4 227 9 211 23 240 267 253.1 2.9e-75 Hide
NHMM sriwkelglaskl-faRdrlvecyfwalgvwiepeysrahiilakvivlitilo0tyDvygtleEles ] 1 lykal 1 1 Ly lenslvesglpllll xed IvkalstilRLl gl
KMATCH Hihik+1+1a+- drlvetytwa+g +fepiy+ HR K + #L4a+ + 4 +a+ tpeymkilyksllHfe & 42+ r+ HHeatkelvkayreatiHyvP £ LHsg+ +1 2 £+ Hav+s+pk I+RL+nDiasse+egkrg+s+e
WP Egtesssns srsssssasas srsssssasns S4444QQRTTT. . 4,56, GIGIeeses srssssssssssinn . FEOEEEEEEA SRS R E R RS AR AR ean segg
¥5EQ -

Gene ID: 29842.m003698_RcTPS38



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all zlignments.

Alignment = [

alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO612 1 93 3 88 13 98 267 86.9 1.42-24 Hide
KHHH S1NgRELice - Huke | glask] sFaRdr lvecy Fual vy epeysraRi 1 1aKvivlit 1100ty Dvygt 1eE Lokl teate

KHATCH +H+tk 1+ + +Wwke glt +1+falde vesyewet+ +prts+ RL 1 K b4+ ++DD++Dwygtl I:_ ++ +H+ +

I PRt PP AERARARASAEEEE ERIEE FEEAsRAAIEE *5444309765

¥SEQ

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO612 85 180 50 180 128 219 267 65.4 4.92-18 m

WHHH 1 eekasfeEylmslussglpllllanlwnknfm.:;ypklmhulu

EMATCH 1+ +wrtltatlteasis ++ +P+ eEylnttvssgessslirrrtt g+ +tkessers +p +H+01RL

e $0909905 S SRR R R KRS $AEARR AR ATTRE g

¥SEQ

Gene ID: 29878.m000240_RcTPS39

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope
Start End
Terpene synth Terpene synthase, N-terminal doemain Domain 32 126 32 126 i 100 152 a87.0 1.3e-24 Hide
HHMM g dVEL ST gE 1Fns ps it LTk vy By e1i0tLqrLGisyhFekETKeLL delyrsheeks seooeed et vALBFrLLR
WHATCH HgdtTlisss ++ + +H+ etsde Lkievr IFHEL+HHLHY+ +H4+ erdl+t Al+FrLLR

PP G443 33FTTEESS T T ErTrr e

Gene I1D: 29917.m001933_RcTPS40

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments,

Show/hide
alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d .. Domain CLOS13 i 1358 i 137 63 266 267 152.7 5.82-45 Hide
WHHH iilakvivlitilDDtyDvygtleElekl Hilesaveslpeynkilykal lnt freledelskeeks drvskyl lukayl lussgl.pllllaalw mkeaf-x:wuypklwahtllnllwmwreqkrgﬂvahvecyukeng vieeelverikk 1iedank
HHATCH +i+ak +++it+ DDeyD++g+l I:l-HlL—d L + HEH 4 A G L W L +Ps +Eyle l ————— +h+HH+1 RLINDE+s+e+eqk+gv + v Hike+t HHeHH Hh HH

WFP ERGHHHesnnnns .

ERaaaassanggg ??? JTEAR AR L RS AR
Sk rNLN --

EOOEEAASEEEASOORT

Gene ID: 30065.m001152_RcTPS41

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 1 225 1 225 38 267 267 280.9 9.2e-84 Hide
HHM aRdrlvecyfualgvvfepeysrafiilakvivlitil leElekit Ipeynkilykal 1 1 1 yuPsfelylenslvssglpllll TvkalstilRL eqir i e mikd
BMATCH  #Rdrlvesysuasg +Fepys 4 +K HODLyD4ygte+El+ +tea+ © d +a+s +peymksl k Ll++fnse & +2  + r+ +rreaskelvkayreastrtyvP FEystiltsgs <1 e & +uvasspk i+ALanDiassesaqkr+asttecynssspusertitenitkes  aukd
wep PATTIIK AN B -l FEEREARAS e L T O PR M- PN EERRERERIRIRES -0l AN ra7
¥sEQ AL VXY EVE QT SDGYPLF OEVA RSP EGHENTUGA DA GSHE T TGRLAND A/ EDEQRGHCAS TECYAN QY SERRATEE TR TC VAN

Gene ID: 30065.m001155 RcTPS42



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Alignment
Start End
Terpens synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLO613 &9 156 &3 156 1 as 267 135.2 2.6e-39 Hide
HHHM LeLAklﬂFnllqslnqkElm_srmelglasklﬁamrlmymlg\-wepeysramiluvhtllmtmmll&l
SKATCH  LbHdildfn 1gsLessEL+1stinitls Lass L R0r Lvetyhuasg +Fepsyt [DtyD+ygLH+EL

VPP ERtisiiiss PP AFIEERERERERE APPTFPPTN $iiiesieT

¥SEQ —

Gene ID: 29878.m000241 RcTPS43

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Envelope i Predicted Show/hide
Start End active sites alignment
Terpene synth Terpene synthase, N-tarminal domain Domain ] 82 1z 82 i1i8 152 152 65.3 3.3e-19 Hide
lopdykgllsal eeahftrkhlkeslsuelkdespnlaeuehal

++la

B
++F+kFkdengnfk sl +d+ g+lsl¥e +hls

Gene ID: 30156.m001715_RcTPS44

Significant Pfam-A Matches

Shaw or hidz all alignments.

Alignment i E Show /hide
Start End ive sil alignment
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLOB13 23 233 30 232 63 266 267 214.7 1.5e-63 Hide
WHHH dilakvivlitilDDtyD leElekl ilykallntfhel edelckeessdrvakyl 1 dvssglplil txeafew. vasypklvkalst i1RL A0, ey kr sxliedank
KHATCH i+14E+i++++ +DD- gtl+Elet+t as+rid lptynki+y arlmt +el +++ kee  ++ ++++w +l+sayl y1 gt t e f+ +H+ +1+ se ed +1 lit+rawk
PR 78044444 FARAEAARIEEEE STT04H AR AR ARTR IR RRRS 55 EREES1GAGEES Ry
¥SEQ LK F ICTLSETO0MY DT YGSL DELELFTSALKRWDPHAL EEL PDVHKTCYLATLNFASELUVDALK TIE1 - [NIIPF TADEWK L CQAYLVEARNF NS CYTR TFDEVL ENANT SVGEHEATVHACAL L GHIET] T LT 3  TYWSSLL VAL KDDL GTSPAETKRGDVVNS TOCYMT EKGUSEREAKDHTGEL TSHAKK

Gene ID: 30206.m000785_RcTPS45

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d . Domain CLO613 43 120 44 114 176 246 267 55.7 2.82-16 Hide
wisglpllllaal 11RL1ADA ek Ef

+eeerIRrDe +aete K
sEskbanARSAIRES

ey 3
sasanan

B e

Gene ID: 30206.m000786_RcTPS46



Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.

Show fhide

alignment

Envelope Alignment i Predicted
Start End Start End active sites
Terpene synth C Terpene synthase family, metal binding d ... Domain CLOs13 1 184 1 182 43 226 267 2119 1.1e-62
NHMM vecyfwalgewfepeysraRillakvivlitiloDtyDvygt lefleklteal 1§kl Ledel T 1111aal 1RLInDE:sy
BMATCH  +etrtwhg  eps & R+ 04 +HLALEDDsyOvygUl+Eles+t2aserd +art+lpHynks + Al (et k +2055 1kt +lakeyleeakhis +y Ey pHl+Hi44 gt 4t P LIR++HID+ ++
VPP EEGHSA ST B ERERERRSASASASRATEEEEERREASASAASASAEERERRERERASASASAASREREERRREEASARSASASAES QUOROOUAI RIS GTQRERETEEEREARSASAIASRETERRREESASALIAIAIRTERERRTES A8 AIAISARRTRELEEEES RS SASAITHE

NSEQ LEWF LWSVGGHS EFQTGYFRRMS T TNSLITTTODTVIVYGTLDE LELFTDAVERNOVDAMOGLPDYHKL GF LALHHS TNEAYDVLK - KQGRHTTRHLYK -

Hide



Tabela Suplementar S2: Relacdo das localizagdes subcelulares das RCTPS e seus respectivos

valores de confiabilidade apontados no CELLO v.2.5.

Nome do gene ID L. subcelular Indice de confianca*
RcTPS1 29771.m000073 Citoplasma 2.733
RcTPS2 29840.m000603 Citoplasma 2.287
RcTPS3 29910.m000951 Citoplasma 3.494
RcTPS4 30169.m006289 Citoplasma 1.523
RcTPS5 29910.m000944 Citoplasma 3.704
RcTPS6 30169.m006314 Citoplasma 1.507
RcTSP7 29827.m002614 Citoplasma 2.310
RcTPS8 30156.m001703 M. Plasmatica 1.554
RcTPS9 30206.m000781 Citoplasma 1.507

RcTPS10 30131.m007001 Citoplasma 1.365
RcTPS11 30225.m001714 M. Plasmaética 1.579
RcTPS12 27688.m000060 Nuclear 1.347
RcTPS13 29842.m003696 Citoplasma 1.430
RcTPS14 29842.m003692 Citoplasma 2.646
RcTPS15 30206.m000792 Citoplasma 2.330
RcTPS16 29647.m002075 Citoplasma 2.832
RcTPS17 28166.m001038 Citoplasma 2.162
RcTPS18 29806.m000953 Citoplasma 1.398
RcTPS19 29806.m000952 M. Plasmatica 1.274
RcTPS20 29806.m000947 M. Plasmatica 1.765
RcTPS21 28670.m000104 M. Plasmatica 1.937
RcTPS22 30169.m006283 Citoplasma 1.782
RcTPS23 30169.m006276 Citoplasma 1.509
RcTPS24 30169.m006286 Citoplasma 1.938
RcTPS25 30156.m001700 Citoplasma 1.611
RcTPS26 29233.m000032 Citoplasma 4.091
RcTPS27 30206.m000787 Citoplasma 1.399
RcTPS28 30206.m000791 Nuclear 1.496



RcTPS29
RcTPS30
RcTPS31
RcTPS32
RcTPS33
RcTPS34
RcTPS35
RcTPS36
RcTPS37
RcTPS38
RcTPS39
RcTPS40
RcTPS41
RcTPS42
RcTPS43
RcTPS44
RcTPS45
RcTPS46

30156.m001716
29917.m001932
59739.m000007
29771.m000074
27716.m000050
27394.m000360
28359.m000286
29233.m000033
29673.m000927
29842.m003698
29878.m000240
29917.m001933
30065.m001152
30065.m001155
29878.m000241
30156.m001715
30206.m000785
30206.m000786

MitocoOndria
M. Plasmatica
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Nuclear
M. Plasmatica
M. Plasmatica
Nuclear
Citoplasma
Citoplasma
MitocoOndria
Extra celular
M. Plasmatica
Nuclear
M. Plasmatica

1.890
1.755
1.412
2.196
3.675
1.472
1.659
1.632
1.556
2.358
1.901
1.845
1.577
1.435
1.720
2.469
2.525
2.118



Figura suplementar S4: Duplicagdes em tandem das RcTPS

W eS| e SWE L sed 60 | ewer M T a7
20771.m000073 20771.m000074
gﬁﬂi i —4 a4
36377-80807
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R commuriss 29233.m000032 29233.m000033
29233 I s SR
B6T1-18874
S SISH4  SIE0S SIS 4ISAN 5B 46047 S57  Sana $52678
ye—— 30206.m000735 30206.m000786
-a -

30206
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Query ID
29771.m000073
29771.m000074
30206.m000791
30206.m000792
29806.m000952
29806.m000953
30169.m006283
30169.m006284
29233.m000032
29233.m000033
30206.m000785
30206.m000786

Subject ID
29771.m000074
29771.m000073
30206.m000792
30206.m000791
29806.m000953
29806.m000952
30169.m006284
30169.m006283
29233.m000033
29233.m000032
30206.m000786
30206.m000785

% identity A.Length Q.start Q.end S.start S.end

87.6
87.6
82.29
82.29
72.69
72.69
98.44
98.44
77.32
77.32
68.18
68.18

250
250
96
96
791
791
64
64
97
97
110
110

302
1
4

551
220
99
205
778
775
601
64
197
156
95
183

Tabela suplementar S3: Caracteristicas gerais sobre 0s genes duplicados em tandem das RcTPS.

1
302
110

4

1

1

1
538

60
101
74
16

250
551
205
99
775
778
64
601
156
197
183
95

E-Value
8.00E1%
3.00E1%
6.00E-°
2.00E-38

0

0
2.00E%2
1.00E3
1.00E%°
2.00E40
5.00E3°
1.00E3

Scores
467
467
154
154
1191
1191
137
137
160
160
142
142



Figura suplementar S5: Estrutura dos genes RcTPS
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Figura suplementar S6: Motifs conservados dos genes RCTPS

Name p-value Motif Locations

29771.m000073_RcTPS1 86de23s — [N | CENENCIETT] [N
29840 m00DE03_RcTPS2  1.852-192 [ N M .

29910.m000951_RcTPS3  4.86e-131 I M ]
30169.m006289_RcTPS4  1.358-139 O e 0000
29910.m000944_RcTPS5  3.60e-127 (1M ] s

30169.m006314_ RcTPS6 273e219 — [N M) (TN BRI [0 DO
39327 m002614_RcTPS?  9.19e-167 M M 1 .

30156.m001703_RcTPSE  2.26e-225 O] (TS .
30206.m000781_RcTPS9  273e-20 — I M) I W] ] DO
30131.m007001_RcTPS10  1.08e-214] I CeEeCreT e
30225.m001714_ReTPS11  4.752-161 [ 1 ]
27686.m0000G0_RcTPS12  4.52e-196 O] [ eeeereer) e

29342 m003696_RcTPS13 & 68e-147 O reeeerers 0

29842 m003692_RcTPS14  4.668-152 O] e .
30206.m000792_RcTPS15 2.84e-95 — [T 1N

29647.m002075_RcTPS16  5.65e-61 M . [ .
28166.m001038_RcTPS17  1.44e-186 ] e - .
29506.m000953_RcTPS18 5.22e-106 Om 1[I
29506.m000952_RcTPS19  2.84e-102 MAm [N
29306.m000947_RcTPS20 2.57e-100 e I T —
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30169.m006276_RcTPS23  4.69¢-203 ] CEEEnr T .
30169.m006236_RcTPS24 1.596.209 ) -] o s
30156.m001700_RcTPS25  7.128-206 M CEErETT .
29233.m000032_ReTPS26 17%e7o — BT

30206 mOD0787_RcTPS27  1218-61 I I

30206.m000791_RcTPS28  1.41e-10 —L1—

30156.m001716_RcTPS29  2.74e-73 [

29917.m001932_RcTPS30  7.29e-22 0w

59739 m000007_RcTPS31  &94s65 NI
29771.m0000T4_ReTPS32 546e-179 L1001 ] [N
27716.m000050_RcTPS33 02880 —  BEEMCIENT
27394 mO0D360_RcTPS34 745e-131 BN [N
28359 m000286_RcTPS35 220e55 L1 N
29233.m000033_RcTPS36 1.41e26 — W]
29673.m000927_RcTPS37 41261 BRI [
29842 m003698_RcTPS38 259e-47 — B[]
29578.mD00240_RcTPS38  6.5%e-13 — [
29917.mD01933_RcTPS40  4.96e30 L1 [
30065.m001152_RcTPS41 135e107 HECT] [T [
30065.m001155 RcTPS42  7.64e55 — [ | NI

29575.m000241_RcTPS43 145832 1 [
30156.mD01715_RcTPS44 204s99 — [ 10011 [N

30206.m000785_RcTPS45  1.56e-19 L
30206.m000736_RcTPS46 240e79 — [ 1]

Motif Symbol Motif Consensus
GTHEDEQHRGIVAIAT ECYMEE VGV 3EEERAREE TQRI T SDRWETTHEE (0
LCEAYLVEREWFN3GYVFTFDEYLENRLISS

ARDALVECYLWAVGMLEE BOYSDARLSIANT
FIVALATRLLRAQHGYHVASIVE
ELALYNT INELAYDVLEHQEENI IFYLEFAW
QISKALELFL! HWALPRLEARWY

Dllmnq

DD00 LA 0 fd =
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Tabela Suplementar S4: Motifs conservados dos genes RCTPS que apresentaram dominios

no Pfam
N° Motif Dominio registrado no HMM
Pfan
1 Sim syeregkrgdvassvecymkehgvseeeAveeikkliedawkd
2 Sim IvkaylkeakWreekyvPsfeEylenslvss
3 Sim IDDtyDvygtleEleklteaierWdesave
4 Sim LeLAkldFnllgsihgkElkelsrWwk
5 Sim FkdeegnfkeslsedvkglIsLYeAshlstegeeilL
6 Sim LelidtLgrLGisyhFekElkeiLdeiyr
7 Sim aRdrlvecyfwalgvvfepeysraRiilaKv
8 Sim aRdrlvecyfwalgvvfepeysraRiilaKv
9 Sim ykallntfneledelekeeksdrvskylkeaw

[ERY
o

N&o encontrado
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Tabela suplementar S5: Caracterizacdo das subfamilias (TPSa — TPSg) em Ricinus
communis .e seus possiveis produtos previstos apresentada pelo software Terzyme.

Gene Subfamilia Score E-Value N° de dominios Atividade predita
RcTPS1 b 863.0 2.0E-262 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS2 a 830.5 5.4e-252 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS3 a 721.3 5.1e-219 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS4 g 759.3 6.2e-231 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS5 a 4315 1.5e-131 3 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS6 a 691.1 6.6e-210 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS7 a 618.0 7.4e-188 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS8 b 741.8 1.1e-225 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS9 a 691.1 6.6e-210 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS10 b 811.0 1.2e-246 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS11 g 662.2 1.6e-201 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS12 b 775.4 7.3e-236 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS13 g 810.0 2.7e-246 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS14 b 634.9 2.4e-193 2 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS15 b 285.4 1.8e-87 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS16 c 1225.3 0 1 Diterpeno Sintase
RcTPS17 a 783.6 7.7e-238 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS18 elf 928.9 5.5e-282 1 Diterpeno Sintase
RcTPS19 elf 985.1 5.5e-299 1 Diterpeno Sintase
RcTPS20 elf 912.5 5.2e-277 1 Diterpeno Sintase
RcTPS21 elf 11115 0 1 Diterpeno Sintase
RcTPS22 a 644.1 1,00E-195 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS23 a 679.2 2.6e-206 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS24 a 646.2 2.4e-196 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS25 b 750.6 2.3e-228 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS26 e/f 445.2 1,00E-135 1 Diterpeno Sintase
RcTPS27 b 252.3 1.8e-77 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS28 b 116.2 2.9e-36 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS29 b 260.8 4.9e-80 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS30 e/f 397.5 2.8e-121 1 Diterpeno Sintase

RcTPS31 b 235.9 1.6e-72 1 Monoterpeno Sintase
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RcTPS32 b 416.2 4.3e-127 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS33 e/f 458.8 8.4e-140 1 Diterpeno Sintase

RcTPS34 b 4715 7.6e-144 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS35 a 262.9 1.2e-80 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS36 e/f 136.1 3.2e-42 1 Diterpeno Sintase

RcTPS37 a 240.7 6.1le-74 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS38 g 268.8 2.1e-82 2 Monoterpeno Sintase
RcTPS39 a 103.5 1.6e-32 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS40 e/f 322.2 1.7e-98 1 Diterpeno Sintase

RcTPS41 a 329.2 1.2e-100 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS42 a 182.9 1.7e-56 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS43 a 104.2 9.4e-33 1 Sesquiterpeno Sintase
RcTPS44 b 342.5 8.6e-105 1 Monoterpeno Sintase
RcTPS45 b 115.0 6.7e-36 2 Monoterpeno Sintase
RcTPS46 b 297.5 3.7e-91 1 Monoterpeno Sintase
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Tabela suplementar S6: Relacdo das RcTPS e existéncia (sim) ou auséncia (ndo) de padrbes de motifs conservados rastreados no alinhamento.

Nome do Gene ID AA DDXXD DXDD NSE/DTE RRX8W Score E-Value Putative function
RcTPS1 29771.m000073 551 Sim Né&o Sim Sim 11155 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS2 29840.m000603 550 Sim Né&o Sim Né&o 1145.2 0 (+)-delta-cadinene synthase isozyme A, putative
RcTPS3 29910.m000951 547 Sim Néo Sim Néo 1101.7 0 (+)-delta-cadinene synthase isozyme A, putative
RcTPS4 30169.m006289 563 Sim Né&o Sim Né&o 1156.7 0 1,8-cineole synthase, chloroplast precursor, putative
RCTPS5 29910.m000944 476 Sim Néo Sim Néo 989.2 0 Terpinolene synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS6 30169.m006314 552 Sim Né&o Sim Né&o 1124.8 0 Casbene synthase, chloroplast precursor, putative
RCTSP7 29827.m002614 551 Sim Néo Sim Sim 1145.2 0 Casbene synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS8 30156.m001703 584 Sim Né&o Né&o Sim 1166.8 0 (R)-limonene synthase, putative
RCTPS9 30206.m000781 555 Sim Néo Néo Néo 1154.8 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS10 30131.m007001 599 Sim Né&o Né&o Né&o 1250.7 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS11 30225.m001714 572 Sim Néo Néo Néo 1124.0 0 1,8-cineole synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS12 27688.m000060 587 Sim Né&o Né&o Sim 1226.9 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS13 29842.m003696 572 Sim Néo Néo Néo 1165.2 0 1,8-cineole synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS14 29842.m003692 521 Sim Né&o Né&o Né&o 1083.9 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS15 30206.m000792 222 Néo Néo Néo Néo 420.2 5.8e1%0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS16 29647.m002075 800 Sim Sim Sim Né&o 1670.6 0 Ent-kaurene synthase A, chloroplast precursor, putative
RcTPS17 28166.m001038 558 Sim Sim Sim Nao 11594 0 (+)-delta-cadinene synthase isozyme A, putative
RcTPS18 29806.m000953 775 Né&o Né&o Sim Né&o 1579.7 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS19 29806.m000952 778 Sim Né&o Sim Né&o 1616.7 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS20 29806.m000947 816 Sim N&o Sim N&o 1649.8 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS21 28670.m000104 808 Sim Né&o Sim Né&o 1650.2 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS22 30169.m006283 601 Sim N&o Sim N&o 1141.7 0 Casbene synthase, chloroplast precursor
RcTPS23 30169.m006276 614 Sim Né&o Sim Né&o 1287.7 0 Casbene synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS24 30169.m006286 599 Sim Né&o Né&o Né&o 1167.1 0 Casbene synthase, chloroplast precursor, putative
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RcTPS25 30156.m001700 596 Sim Né&o Sim Sim 1246.9 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS26 29233.m000032 408 Sim Né&o Sim Né&o 808.9 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS27 30206.m000787 226 Nao Nao Sim Sim 427.9 6.3e1% (R)-limonene synthase, putative
RcTPS28 30206.m000791 99 Né&o Né&o Né&o Né&o 201.1 1.5e°%7 geranyl-diphosphate cyclase, putative
RcTPS29 30156.m001716 275 Né&o Né&o Sim Sim 528.9 0 D-cadinene synthase, putative

RcTPS30 29917.m001932 411 Né&o Né&o Né&o Né&o 860.5 0 Alpha-bisabolene synthase, putative
RcTPS31 59739.m000007 143 Sim Nao Sim Nao 294.7 5.9¢108 (R)-limonene synthase, putative

RcTPS32 29771.m000074 257 Sim Né&o Sim Né&o 533.1 0 (R)-limonene synthase

RcTPS33 27716.m000050 408 Sim Néo Sim Néo 850.9 0 Ent-kaurene synthase B, chloroplast precursor, putative
RcTPS34 27394.m000360 351 Sim Né&o Sim Né&o 734.9 0 (R)-limonene synthase, putative
RcTPS35 28359.m000286 178 Néo Néo Né&o Néo 374.0 3.6e1% D-cadinene synthase, putative

RcTPS36 29233.m000033 161 Sim Nao Nao Nao 308.5 6.2e108 Ent-kaurene synthase, putative

RcTPS37 29673.m000927 271 Néo Néo Sim Néo 571.6 0 casbene synthase, putative

RcTPS38 29842.m003698 180 Sim Nao Sim Nao 369.8 1.8e13 (R)-limonene synthase, putative

RcTPS39 29878.m000240 126 Sim Néo Néo Néo 264.6 1.2e D-cadinene synthase, putative

RcTPS40 29917.m001933 335 Sim Né&o Sim Né&o 699.5 0 ent-kaurene synthase, putative

RcTPS41 30065.m001152 282 Sim Néo Sim Néo 588.6 0 Casbene synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS42 30065.m001155 156 Sim Nao Nao Nao 327.0 2.3et15 cashene synthase, putative

RcTPS43 29878.m000241 98 Néo Néo Néo Néo 204.1 7.5¢% D-cadinene synthase, putative

RcTPS44 30156.m001715 288 Sim Né&o Sim Né&o 593.6 0 1,8-cineole synthase, chloroplast precursor, putative
RcTPS45 30206.m000785 123 Néo Néo Néo Néo 258.1 2.9¢% (R)-limonene synthase, putative

RcTPS46 30206.m000786 192 Sim Nao Sim Nao 400.2 5.4¢143 (R)-limonene synthase, putative
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Figura suplementar S7: Alinhamento mdltiplo utilizando sequencias TPS das espécies
Ricinus communisL (29771.m000073), Arabidopsis thaliana (AT3G25810.1), Populus
trichocarpa (Potri.T0O00300), Solanum lycopersicum (Solyc01g105960), Oryza sativa
(LOC_0s01g23530) e Selaginella moellendorffii (412139 _SmTPS) com destaque nas
similaridades entre as sequencias de amino&cidos.

29771.m000073 1 0
AT3G25810.1 e 0
Potri.T000300 1 ]
Solyc01g105960 1 o - - o
LOC 050123530 1 0
412T39_SmTPS 1 MSKVLLISFQRIGSGSLOLEGGINLKSNAQPNRFRKVSSCASKPAZALEVKGWLMKLASG €0
29771.m000073 1 - 0
AT3625810.1 1 - o
Potzi.T000300 1 - MAL 3
Solyc01g105960 1 0
LOC_0s01923530 1 -- 0
412739_SmIPS €1 KGKISPSTYDTAWVARIPSDSDSSLPEFPEZALEWIINSQLPDGSWDDDCTKELRENMIKL 120
28771.m000073 1 - MIDP 4
AT3625810.1 1 ---GSAPI--YQNACIHN---FRL---QRPRRFISKAMIXTIP 38
Potri.T000300 ¢ THFA----SSF-CTLPTLASPSRAL--AGEVSSKN---Y--------RSLB-TKVRCH 44
Solyc01g105960 1 - M TMSISK: NLI-SKLEVP-XK 23
LOC 0801923530 1 -MPADHMEKIVP 11
412T32_smIPS 121  NHDDGDFLSGFEVIFPMMLHEAKRVGLKLEYDTEFTRLLEISTTEKLAKIPLORLHSTET 180
29771.m000073 5 -YRPPIWDFDEY 46
AT3625810.1 32 80
Potri.T000300 45 86
Solyc01g105960 24 €5
LOC 0801923530 12 59
412T39_SxmTPS 181 '.‘“.LYSI.“G'.QG'.‘.‘I:X'IQKI_:(LQSK- SLESSPSSTACVY] 231
29771.m000073 47 27
AT3G25810.1 81 134
Potri.T000300 87 137
Solyc01g105960 €€ 114
LOC 050123530 €0 107
€12T39_SmIPS 232 291
29771.m000073 8 152
AT3G25810.1 135 189
Potri.T000300 138 192
Solyc01g105960 115 162
LOC 0301923530 108 157
€12T32_SxIPS 292 350
29771.m000073 153 207
AT3G25810.1 190 242
Potri.T000300 193 RLEKYVRACNE- 248
Solyc01g105960 170 ’==Y..r.:>on‘-mdsrm\ 228
LOC 0301923530 158 3 211
412T3¢_SxTPS 351 408
29771.m000073 208 255
AT3G25810.1 249 226
Potri.T000300 249 296
Solyc01g105960 229 271
LOC 0301923530 212 259
412T39_SaTPs 409 462
29771.m000073 256 311
AT3G25810.1 297 352
Potri.T000300 297 352
Solyc0lgl059é€0 278 333
LOC 0301923530 260 315
412T39_SaTPS s€2 528
29771.m000073 312 367
AT3G25810.1 353 408
Potri.T000300 353 408
Solyc019105960 334 3e9
LOC 0301923530 316 363
412T738_SzTPS s29 586
29771.m000073 368 427
AT3G25810.1 403 468
Potri.T000300 409 468
Solyc019105960 390 WISISAF 449
LOC 0501923530 364 ws»&sscar‘m D 423
412139 _SmTPS 587 YMERAKVSIAIATHVIMGILFCGDPLTEELLN €46
29771.m000073 428  SLK-EYPDIIQWSSMILEE EYET-GVSELKAREHIGY 42
AT3625810.1 469 /RCSATV ARTHVOQ 527
Potri.T000300 469 526
Solyc01g105960 450 508
LOC_0s01¢23530 424 482
412T39_SmTPS €47 704
29771.m000073 486 537
AT3625810.1 528 583
Potri.T000300 527 577
Solyc01g105960 509 560
LOC_ 030123530 483 $33
412T39_SmTPS 705 754
29771.m000073 538 551
AT3G25810.1 $84  VDRNOTLLVDPIPLD--momnmmmmmmmmmmemoome 598
Potri.T000300 578 KORWKSLLIKPL 58
Solyc019105960 561 MALLFESVPLGHKHSSAEZKEDHSMVNYREKENI 597
LOC 0s01923530 534 XEMISSIYVVPIQV* 548
412T39_SmTPS 755  QSMIEFCLET* 765
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Figura suplementar S8: Alinhamento mudltiplo utilizando sequencias TPS das espécies
Ricinus communisL (29771.m000073), Arabidopsis thaliana (AT3G25810.1), Populus
trichocarpa (Potri.T0O00300), Solanum lycopersicum (Solyc01g105960), Oryza sativa
(LOC_0s01g23530) e Selaginella moellendorffii (412139 _SmTPS) com destaque no padrdo
de motif candnico conservado DDXXD entre as espécies.

29771.m000073 1 0
AT3G25810.1 S I et et 0
Potri.T000300 1 ]
Solyc01gl05960 1 e e 0
LOC 0501923530 1 0
4127338 _SmTPS 1 MSKVLLISFQRIGSGSLQLEGGTNLXSNAQPNRFRKVSSCASKPAEZALEVXGWIMKXLASG 60
29771.m000073 1 0
AT3G25810.1 1 0
Potri.T000300 1 3
Solyc01g105960 1 0
LOC 0=01¢23530 1 0
‘.J.ZTSB_S.T:PS 61 ’(G(;SPS“{DIAHVAR PSDSDSSLPEFPEALEWIINSQLPDGSWDDDCTKEL. R...TMu(' 120
29771.m000073 1 4
AT3G25810.1 1 8
Potri.T000300 4 44
Solyc01g105960 1 23
L0C 03501923530 1 1
-‘21'39 SmIPS 121 NHDDGDFLSGFEVIFPMMLHEAKRVGLKLPYDIEFTRLLEISTTEXLAK 180
29771.m000073 S I I YRPPIWDFDEVQSLE 46
AT3G25810.1 39 DL -YQPSSWBHSYLLS 80
Potri.T000300 45 T QTSIWEYDFVQSLT 86
Solyc019g105960 24 C I 3 (. &5
LOC_0s01g23530 12 T P -’" KSIN--FHPSLWGDFFLNYEPPTA 59
41213 9_SmIPS is GSLESSPSSTACVYLXIKDX 231
29771.m000073 47 97
AT3G25€10.1 8 134
Potri.T000300 87 137
Solyc01g105960 €¢ 114
LOC 0s01¢23530 €0 107
élZI39_S::TPS 232 291
29771.m000073 98 152
AT3G25810.1 135 189
Potri.T000300 138 El t L 192
Solyc01¢105960 115 L Runurr\ vau_;:wz uh_.;ru 1 (L 169
LOC 0s01923530 108 YNDKDLNLVSL KNGYNM-SSGIFLSFKDNEGNF-- IVDDIRSLLNL 157
4121’39_5::'.'?5 292 WeS CIVNDIEZDTAMAFRI R.‘dHC'x*V-SPDAELCFWLr DKFCCEVG E..Sh._VSm‘ﬂ.ls.. 350
| SHE B 2 b i 3 S

29771.m000073 153 YERSYLLEEGENI -"Vn.R...E" A - DQLLSMIVSHSLEVPLHWRMER 207

AT3G25810.1 190 NIMLREMATIHALEIPYHWRMRR 248
Potri.T000300 193 248
Solyc01gl05960 170 22¢
LOC 0=01g235390 158 211
412139_SmTPS 351 408
29771.m000073 208 LETRWFIDIYEXXQ-GM 255
AT3G25810.1 249 LETRWYIDAYEKKH-DM: DENIVQITAHQEDVKYVSCWWKE 296
Potri.T000300 249 "‘*\'HF*NVYS‘K?-:H-- EPVLLEL DENMVQAIHQEDLKHSSRWWKR 286
Solyc01¢g105960 229 ¥ KXRQDH DENIVQAAHIE 277
LOC 03501923530 212 V“WYIPI‘!""“ TR-~ EFAXLNFNLLQLLYC 259
41213 9_SmIPS 409 1 ...A!'RYAGQ"QS YQP 468

DDXXD
29771.m000073 256 RDRLMENFLWIVGVNFPPQFGYFRRISTXVNSLITVIDDIYINYGT 311
AT3625810.1 297 RDRIVENYFWIVGMIYEPQFGYIRRIVAIVAALITVIDDIYDEYGT 352
Potri.T000300 297 RDRLVENFLWIV [DDVYINVYGT 352
Solyc01¢1052€0 278 RDRLVENFEWI IGVNELPQYGYER u 333
LOC 0501923530 260 RORIVEMYFWMNGA DDIFDEYGT 315
412?39_5:\‘2?5 469 SHFED -PS.RFM NMLPYIYYVICAT EFGPLRIFETKICCMT DDELIPAKS s2¢
29771.m000073 312 EL KLCFLALHNSINEMAYDALRE { IPYL 367
AT3G25810.1 353 1 408
Potxi.T000300 353 408
Solyc01g105960 334 389
LOC Cs01¢23530 316 AIGLLPEYIRGFYAY! FD 363
612T39_S:r:PS 52 SWDISFL <QKE—-Y-(AIFQ:.FYN VMT: I 586
. .
29771.m000073 3¢ée 427
AT3G25810.1 409 468
Potxi.T000300 409 468
Solyc01gl05960 390 449
LOC 0s01g23530 364 423
élZTaS'_S:c:PS 587 ._ARWKIL.GV Puf’E‘ﬂClb‘d(V“’;\I;\T 'V'.MS:I.‘."C\:EP €46
L st ‘

29771.m000073 428 SLX-EYPDIIQWSSMILRFADDLGISSDELXRGDNPXSI 48

AT3G25810.1 469 SLVQQQQDVVRCSATVLRLANDLATSPDELARGDVLX 527
Potxi.T000300 469 LRLADDLGTSTDELXRGDISH 526
Solyc01g105960 450 ILRLANDLGISSDELXRGDVPH? s0&
LOC 0501923530 424 EWILSYPSL F’CE‘D WR-SNDIVS!\-(R.C'.'SD‘!.»-.IQ-‘.’.“IKEH- F 482
-‘leT.‘sS_S:rZPS 647 GSIISRI 704
28771.m000073 486 LIGETWKKIN 5§37
AT3G25810.1 528 "I’SH‘WD‘r_V.N _AR-V ses3
Potri.T000300 527 L 577
Solyc019105960 509 560
LOC 0s01g23530 483 $33
412T39_saTPS 705 754
29771.m000073 538 KDHVLSLLVKPIFM-==-=e=ececccccccccccene S$51
AT3G25810.1 584 VDRVQILLVDPIPLD 598
Potri.T000300 578 KDRVKSLLIKPL- sSg9
Solyc0lgl05960 561 597
LOC 0s01g23530 534 S48
412139 _SmTPS 755 765
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Tabela suplementar S7: Lista de elementos cis- reguladores associados aos genes RCTPS relatados neste estudo e seus respectivos quantitativos de
elementos cis. Acido abscisico (AA), auxina (AX), giberelina (GB), metil jasmonato (MeJa), respostas a luminosidade (L), MYB, MYC, inducéo
anaerobica (1A), resposta de defesa ou estresses (DE), expressdo induzida por restricdo hidrica(ES), baixas temperaturas (TB), acido salicilico (AS),
expressdo de meristema (EM), AT-rich, expressdo de zeina (EZ), controle circadiano (CC) e Respostas a feridas/herbivoria.

Gene name ID gene Subfamilia AA AX GB Mela Luz MYB MYC 1A DE ES B AS EM  ATrich RZ WR CcC
RcTPS1 29771.m000073 b 2 1 0 0 9 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
RcTPS2 29840.m000603 a 1 0 1 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RcTPS3 29910.m000951 g 0 0 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
RcTPS4 30169.m006289 b 0 1 0 0 7 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
RcTPS5 29910.m000944 elf 3 0 1 1 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
RcTPS6 30169.m006314 g 4 0 0 2 6 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
RcTPS7 29827.m002614 a 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
RcTPS8 30156.m001703 b 0 1 0 2 7 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0
RcTPS9 30206.m000781 g 1 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
RcTPS10  30131.m007001 b 0 0 0 0 5 0 0 1 2 0 0 2 0 0 0 0 0
RcTPS11  30225.m001714 b 0 1 0 0 8 0 0 2 0 0 0 1 1 0 1 0 0
RcTPS12  27688.m000060 elf 3 1 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RcTPS13  29842.m003696 a 1 0 0 0 11 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
RcTPS14  29842.m003692 a 1 0 0 0 10 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
RcTPS15  30206.m000792 b 0 0 0 0 5 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
RcTPS16  29647.m002075 c 2 0 1 3 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
RcTPS17  28166.m001038 a 1 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
RcTPS18  29806.m000953 c 0 0 2 0 6 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2 0 0
RcTPS19  29806.m000952 c 0 0 0 1 6 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
RcTPS20  29806.m000947 a 0 0 0 2 5 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0
RcTPS21  28670.m000104 b 0 0 0 0 4 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0
RcTPS22 30169.m006283 a 5 1 0 2 16 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
RcTPS23  30169.m006276 a 1 0 1 0 9 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0



RcTPS24
RcTPS25
RcTPS26
RcTPS27
RcTPS28
RcTPS29
RcTPS30
RcTPS31
RcTPS32
ARCTPS33
RcTPS34
RcTPS35
RcTPS36
RcTPS37
RcTPS38
RcTPS39
RcTPS40
RcTPS41
RcTPS42
RcTPS43
RcTPS44
RcTPS45
RcTPS46

30169.m006286
30156.m001700
29233.m000032
30206.m000787
30206.m000791
30156.m001716
29917.m001932
59739.m000007
29771.m000074
27716.m000050
27394.m000360
28359.m000286
29233.m000033
29673.m000927
29842.m003698
29878.m000240
29917.m001933
30065.m001152
30065.m001155
29878.m000241
30156.m001715
30206.m000785
30206.m000786
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