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RESUMO

Este trabalho de pesquisa se dedicou ao estudo de esteroides estrogenos, androgenos e
progesterona em organismos vegetais. Divide-se em dois capitulos nos quais é apresentado o
desenvolvimento da pesquisa. No primeiro capitulo, além de sintetizar informacdes de acao
fisiolégica e rota biossintética em uma revisdao bibliografica, o objetivo foi tracar um
panorama sobre a presenca destes esteroides em plantas, a partir dos dados disponiveis de
pesquisas que utilizaram metodologias de deteccdo e identificacdo quimica destas substancias.
No segundo capitulo, estudamos genes que codificam uma familia de proteinas de ligacao a
esteroides (MAPR), descritas para diversos eucariotos e presente em plantas, com objetivo de
tracar um panorama evolutivo desta familia génica nos clados vegetais e levantar pistas de sua
natureza funcional. A partir das estratégias de revisao bibliografica empregadas, foi possivel
reunir informacGes sobre a importancia destes esteroides no desenvolvimento primario e
reprodutivo de plantas, além da sua influéncia no metabolismo de tolerancia as condi¢des de
estresse abiotico destes organismos. Dentro dos limites de abrangéncia taxonomica dos dados
de deteccdo e identificacdo coletados, progesterona, estrogenos e androgenos parecem estar
presentes em grande parte das angiospermas (Magnoliophyta) e ha indicios de que possa estar
presentes em outros grupos de plantas terrestres como Monilophyta e Pinophyta. Se
considerarmos as proteinas de ligacado MAPR de plantas como indicadores da presenca e
sinalizagcdo endégena de esteroides, além de endossar a sua ocorréncia nos clados ja citados,
evidencia, também, a presenca destes esteroides nas plantas terrestres a partir de
Marchantiophyta e Bryophyta. Os resultados das reconstrucdes filogenéticas revelam que
entre as homologias desta familia génica, ha divergéncias exclusivas dentro dos clados de
plantas verdes. Trés agrupamentos foram revelados nas MAPR de Viridiplantae (Grupo Al e
A2 e Grupo B) e a distribuicao no nimero de copias foi diferente entre clados distintos. A
natureza bem conservada das sequéncias de aminoacidos desta familia génica e pouco
acumulo de variacoes e pode indicar uma forte pressao seletiva para a manutencdao dos
dominios e, possivelmente, das funcdes dependentes destes dominios conservados. Este
trabalho, no intuito de contribuir para o estudo destas substancias em plantas, oferece uma
visdo inicial, mais geral, para que possamos tracar hip6teses para novos estudos, necessarios
para compreender melhor o papel destas proteinas MAPR em plantas e sua relacdo com as
funcdes fisiologicas da progesterona e outros esteroides nestes organismos.

Palavras-chave: Fisiologia Vegetal, Fitoesteroides, Hormonios Esterdéides, MAPR, MSBP



ABSTRACT

This research effort was focused on studying estrogen, androgen and progesterone steroids in
plant organisms. It is divided into two chapters in which are presented the development of the
research. The objective of the first chapter was to synthesize information about the
physiological action and biosynthetic pathways of these steroids in plants, and to provide an
overview of the presence of these steroids in plants from the available research data on
chemical detection and identification for these substances on plant tissues. In the second
chapter, we study genes encoding a family of steroid-binding proteins (MAPRs), described
for several eukaryotes and present in plants, in order to draw an evolutionary picture of this
gene family in plant clades and to raise clues to its functional nature. From the literature
review strategies employed, it was possible to gather information about the importance of
these steroids on the primary and reproductive development of plants, in addition to their
influence on abiotic stress tolerance metabolism. Within the taxonomic range of the detection
and identification data collected, progesterone, estrogens and androgens, appear to be present
in most angiosperms (Magnoliophyta) and there is evidence that they might be present in
other terrestrial plant groups such as Monilophyta and Pinophyta. If we consider plant MAPR
proteins as indicators of the presence and endogenous signaling of steroids, besides endorsing
this occurrence in the clades already mentioned, it would also evidence their presence in land
plants from Marchantiophyta and Bryophyta. The results of phylogenetic reconstructions
revealed deep homology among the proteins in this gene family, our results corroborated
previous findings for the evolution of this family and also highlighted unique divergences
within the green plant clades. Three clusters were found in Viridiplantae MAPRs (Group Al
and A2 and Group B) and the distribution of copy numbers was different between distinct
clades. The low support of some tree branches and polytomies resulting from our
phylogenetic reconstructions highlight the well-conserved nature of the amino acid sequences
of this gene family.This low maintenance of mutations may indicate selective pressure to
maintain the domains and possibly the functions dependent on these conserved domains. This
work, in order to contribute to the study of these substances in plants, provides an initial
overview so that we can draw hypotheses for further studies, necessary to better understand
the role of these MAPR proteins in plants and their relationship to the physiological functions
of progesterone and other steroids in these organisms.

Keywords: Plant Physiology, Phytosteroids, Steroid Hormones, MAPR, MSBP
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INTRODUCAO GERAL

A histéria da humanidade sempre esteve intimamente vinculada a matérias primas
botanicas. Além de estar presente nas ferramentas, vestuario e de constituir a base da nossa
alimentacdo, durante muitos séculos os vegetais integraram as bases da medicina com ampla
aplicacdo no tratamento de doengas e enfermidades. O uso das plantas foi considerado de tal
importancia para as civilizagOes a ponto de ser transmitido de geracao em geracao e constituir
parte essencial da cultura e conhecimentos da humanidade. Os fundamentos e praticas do
emprego das plantas conforme os usos de cada lugar e culturas estd documentado em diversos
textos histéricos desde os seus primeiros registros na Mesopotdmia, China, India e Egito
(Aboelsoud, 2010; David, Wolfender e Dias, 2015) e bem descritos nos textos antigos de
Hipdcrates e Teofrasto.

O interesse cientifico pelos potenciais das diversas plantas tradicionalmente
utilizadas para tratar sintomas ligados ao metabolismo hormonal foi impulsionado pelos
avancos na area da satide. Por meados dos anos 1960, houve uma busca por fontes destas
substancias com foco na reposicdo e tratamento hormonal, em especial por parte da industria
farmacéutica, que recém comecara a fabricar e comercializar anticoncepcionais em larga
escala (Preciado, 2008). O interesse comercial dos hormonios esteroides, em especial os
estrogenos, androgenos e progesteronas, fomentou a procura por fontes de obtencdo destas
substancias, e ndo so levaram a descoberta em plantas de substancias analogas aos hormonios
esteroides de mamiferos, os agonistas (Fig. 1 a) chamados de “fitoestrogenos”(Setchell e
Cassidy, 1999; Desmawati e Sulastri, 2019), como também a descricdio da presenca de

substancias “idénticas aos hormonios esteroides animais” nos organismos vegetais (Fig. 1 b).
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Figura 1: a. Estrutura de fitoesteréides estrogénio-agonistas. b. Estruturas de horménios esterdides estrogenos.

Fonte: PubChem.

Além do interesse na utilizacdo destas plantas para reposicdo hormonal ou na
complementacdo de terapias hormonais, tem se discutido os possiveis efeitos da presenca
destas substancias nas espécies de uso cotidiano nutricional e medicinal. Mesmo em baixas
concentragoes, estes hormonios esteroides tém potencial de desencadear respostas sistémicas
em nosso organismo, logo, a importancia de reconhecer a presenca destes na dieta para um
consumo mais seguro e informado. Diversas pesquisas buscaram compreender a presenca e
atuacao destes esteroides em organismos vegetais (Young, Knights e Hillman, 1977; Simons e
Grinwich, 1989) e, com o aprimoramento das técnicas e metodologias experimentais, outros
trabalhos relataram resultados que corroboram com a presenca destes esteroides em plantas
(Iino et al., 2007; Kadam, Barnabas e Gaykar, 2017; Waman, Bohra e Sounderarajan, 2018).
Apesar dos avancos, os mecanismos de biossintese e as influéncias destes na fisiologia
vegetal ainda ndo estdao bem desvendados (Tarkowska, 2019).

No intuito de sanar algumas destas questdes, este trabalho de pesquisa se dedicou ao
estudo de esteroides estrogenos, androgenos e progesterona encontrados em diversos
organismos eucariontes, desde seres unicelulares a vertebrados e fungos. Mais recentemente
vem se confirmando sua presenca em plantas, destacando-se o nimero de ocorréncias entre as
angiospermas. O trabalho se divide em dois capitulos nos quais é apresentado o
desenvolvimento da pesquisa. No primeiro capitulo, além de sintetizar informacdes de acdo
fisiologica e rota biossintética em uma revisdao bibliografica, o objetivo foi tracar um
panorama sobre a presenca destes esteroides em plantas, a partir dos dados disponiveis de

pesquisas que utilizaram metodologias de deteccdo e identificacdo quimica destas substancias.



No segundo capitulo, estudamos genes que codificam uma familia de proteinas de ligacdo a
esteroides, descritas para diversos eucariotos, em especial vertebrados, e presente em plantas,
com objetivo de tracar um panorama evolutivo desta familia génica nos clados vegetais e
levantar pistas de sua natureza funcional.

O primeiro capitulo desta dissertacdo, na forma de uma revisao, aborda a presenca
de progesterona e esteroides derivados e a rota de biossintese destas substancias em
organismos vegetais. O texto segue para uma sintese de trabalhos que estudaram os efeitos
destes esteroides na fisiologia de organismos vegetais. Na descricio metodoldgica se
encontram as estratégias de busca booleana e de padronizacdo dos dados. A partir de
informacgOes inventariadas referentes a presenca de estrégenos, progesteronas e andrégenos
em tecidos vegetais, montamos um banco de dados com as informagdes levantadas, a fim de
analisar os padrdes de ocorréncia relacionado aos taxons botanicos e 6rgdos vegetais.

Ao encontro de algumas questdes levantadas durante os esforcos de pesquisa, o
segundo capitulo se dedica a fazer uma reconstrucao filogenética dos genes da familia de
proteinas MAPR em plantas, das poucas candidatas conhecidas em plantas terrestres para
receptor de progesterona. Na introducdao deste segundo capitulo, hd& um resumo sobre
pregnanos e derivados, a resposta dos receptores destes esteroides a fatores ambientais, 0s
trabalhos que descrevem esta familia de proteinas e alguns estudos evolutivos sobre esta
familia génica. Presentes em diversos organismos eucariontes, trés genes MAPR ancestrais
que originaram os homoélogos PGRMC (progesterone receptor membrane component),
Neuferricina (NENF) e Neudesina (NEUFC), foram identificados para opistocontes,
entretanto, ha poucos estudos de abordagem evolutiva sobre esta familia no reino vegetal.

A partir de uma isca selecionada MAPR descrita para A. thaliana, foi realizado
um BLASTp nas bases de dados Phytozome e Ensembl contra os genomas de espécies
representantes de algas vermelhas e de clados das Viridiplantae e Opistocontae. Na descricao

metodologica se encontram os detalhes do tratamento e analise dos dados.
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1. PROGESTERONA, ESTROGENOS E ANDROGENOS EM PLANTAS, UMA
REVISAO CRITICA

RESUMO

Estrégenos, andrégenos e progesterona sao esteroides encontrados em diversos organismos eucariontes, desde
seres unicelulares a vertebrados, fungos e mais recentemente vem se confirmando sua presenca em plantas,
destacando-se o nimero de ocorréncias entre as angiospermas. Uma revisdo bibliografica da literatura académica
foi realizada a partir de estratégias de busca booleana. A partir das evidéncias reunidas, geradas em diversas
décadas de estudo, vem se desvendando pistas da sua participacdao na regulacdo de diversos processos
fisiologicos de desenvolvimento e adaptacdo em organismos vegetais. Foram analisados um total de 72 artigos
dentro do escopo da investigacdo. A partir dos trabalhos encontrados, foi possivel categoriza-los em quatro
grupos, de acordo com as metodologias empregadas: Aplicacdo Exdgena (35), Deteccdo e Identificacdo (25),
Revisdo de literatura (9), Outras metodologias (3). Um banco de dados foi desenvolvido a partir do resultado de
25 artigos de deteccdo e identificacdo de androgenos, estrégenos e progesterona em tecidos vegetais. Os
resultados de presenca (positiva ou negativa) refletiram o esforco de amostragem, sendo as familias Asteraceae,
Fabaceae, Poaceae e Rosaceae as familias mais amostradas e com maior nimero destes esteroides identificados
em seus tecidos. Ademais, progesterona, estrégenos e androgenos parecem estar presentes em grande parte das
angiospermas (Magnoliophyta) e encontramos indicios que também possa estar presentes em outros grupos de
plantas terrestres como Monilophyta e Pinophyta. Em relagdo aos érgdos vegetais, diferencas significativas nas
médias de identificacdes de androgenos sugerem que possa haver maior probabilidade de encontrar estes
esteroides em tecidos florais do que nos tecidos do caule, além disso, progesterona, estrogenos e andrégenos
parecem estar presentes em todos os tecidos estudados. A partir dos dados levantados na revisao bibliogréfica,
um esquema biossintético simples foi montado. Apesar de os estudos nesse sentido terem avangado bastante,
ainda ha grandes lacunas no conhecimento do metabolismo, presenga e fungdes destas substancias em
organismos vegetais.

ABSTRACT

Estrogen, androgen, and progesterone steroids are widespread in eukaryotic organisms, from unicellular
organisms to vertebrates and fungi, and their presence in plants has recently been confirmed, especially in
angiosperms. A literature review of academic literature was carried out using Boolean search strategy. From the
evidence gathered, generated in several decades of study, clues of its participation in the regulation of several
physiological processes of development and adaptation in plant organisms have been unveiled. A total of 72
articles within the scope of the investigation were analyzed, and it was possible to categorize them into four
groups, according to the methodologies used:Exogenous Application (35), Detection and Identification (25),
Literature review (9), Other methodologies (3). A database was developed from 25 articles on detection and
identification of androgens, estrogens and progesterone in plant tissues. Presence results (positive or negative)
reflected the sampling effort, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae and Rosaceae families being the most sampled
families and with the highest number of these steroids identified in their tissues. Furthermore, progesterone,
estrogens and androgens seem to be present in large part of the angiosperms (Magnoliophytas), and we found
evidence that they may also be present in other groups of land plants such as Monilophytas and Pinophytas.
Regarding plant organs, significant differences in the means of androgen identifications suggest that there may
be a greater probability of finding these steroids in floral tissues than in stem tissues.In addition, progesterone,
estrogens and androgens seem to be present in all tissues studied. From the data collected in the literature
review, a simple biosynthetic scheme was created. Although studies in this regard have advanced a lot, there are
still significant gaps in the knowledge regarding metabolism, presence and functions of these substances in
plants.

1.1 INTRODUCAO

A histéria da humanidade sempre esteve intimamente ligada aos materiais de base
botanica. Além de estar presente em ferramentas, roupas e ser a base da dieta humana, durante
muitos séculos os vegetais integraram as bases da medicina com vasta aplicacdo no
tratamento de doencas e enfermidades. Varias plantas tradicionalmente usadas para tratar
sintomas ligados ao metabolismo de hormonios esteroides em humanos tém sido alvo de
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muitos cientistas devido a seus potenciais usos para induzir tragos e tratar sintomas ligados ao
metabolismo hormonal. O interesse comercial pelos hormonios esteroides, em particular
estrogénios, androgenos e progesterona, fomentou a busca de fontes vegetais para estas
substancias, e ndo apenas levou a descoberta de andlogos aos hormonios esteroides de
mamiferos, os agonistas (Fig. 1a) chamados " fitoestrégenos" (Setchell e Cassidy, 1999;
Desmawati e Sulastri, 2019), bem como a deteccdo de substancias "idénticas aos hormdnios
esteroides animais" em organismos vegetais (Fig. 1b).

Além do interesse no uso medicinal e terapéutico, temos o debate sobre a possivel
presenca dessas substancias em espécies de uso nutricional e medicinal diarios. Mesmo em
baixas concentracoes, estes hormonios esteroides tém potencial para desencadear respostas
sistémicas em nosso organismo. Portanto, é essencial reconhecer sua presenca em espécies
vegetais para um consumo mais seguro e bem informado. Varios estudos tém tentado
entender a presenca e acao destes esteroides em plantas (Young, Knights e Hillman, 1977;
Simons e Grinwich, 1989), e com o desenvolvimento de melhores métodos e técnicas
experimentais, os resultados dos estudos mais recentes corroboram a presenca destes
esteroides em varias espécies vegetais, especialmente em angiospermas (Ilino et al., 2007;
Kadam, Barnabas e Gaykar, 2017; Waman, Bohra e Sounderarajan, 2018). Apesar dos
avancos, os mecanismos de biossintese e as influéncias destes esteroides na fisiologia vegetal
ainda nao foram totalmente desvendados (Tarkowska, 2019).

Esta revisdo procurou abordar algumas questdes sobre a natureza da presenca,
distribuicdo e fisiologia dessas substancias nas plantas: quao abrangente (taxonomicamente) é
a informacdo que temos sobre a presenca desses esteroides até agora; em quais 6rgaos eles sao
encontrados; e se ha diferencas na presenca dessas substancias entre clados. Com base nestas
questoes, este estudo reuniu informagOes sobre a presenca de estrogénios, progesteronas e
andrégenos em tecidos vegetais para montar um banco de dados a fim de analisar os padrées
de ocorréncia relacionados a taxons botanicos e tecidos vegetais. A partir dos artigos
encontrados no ambito do estudo, também foi possivel organizar uma revisdao bibliografica
dos trabalhos académicos publicados até 2020 e organizar esquematicamente o conhecimento
atual da via biossintética.

1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Levantamento bibliogrdfico

A metodologia consistiu em uma busca, a partir de parametros preestabelecidos
com base em Cooper e colaboradores (Cooper et al. 2018), das ocorréncias de estrogenos,
androgenos e progesteronas em plantas. Foram utilizadas as bases de dados Scopus
(scopus.com), ISI Web of Science (isiknowledge.com), NCBI (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e
no programa de referéncias Mendeley, com técnicas de busca booleana através da combinagao
dos termos e palavras-chave: “Plants, Plant, Steroid Hormone, Steroid, Phytosteroid
associados a Estrone, Estrogen, Estranes, Estradiol, Progesterone, Testosterone,

Androsterone, Androgens, Androgen, Androstenedione”. As palavras-chave foram elaboradas
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com base em revisoes sobre o assunto e refinadas de acordo com o diciondrio de sinonimos de
vocabulario controlado, Medical Subject Headings (ncbi.nlm.nih.gov/mesh/) combinado com
a base de dados The Gene Ontology (geneontology.org/). Para compor o banco de dados da
presenca destas substancias nas plantas, foram selecionados artigos publicados no periodo de
1950-2020, que tenham utilizado algum tipo de deteccdo e identificacdo de esteroides em
plantas, disponiveis em inglés ou em versao digital, com resultados claramente apresentados.
Os detalhes da elaboracdao das estratégias de busca e palavras-chave estao disponiveis nas

informacgoes suplementares (Informacao Suplementar I).

1.2.2 Banco de dados

Dos artigos encontrados foram extraidas as informagOes: nome da espécie;
esteroides presentes na amostra; técnica de deteccdo; autor, ano de publicacdo; pais de
origem. Cada teste de esteroide (progesterona, estrogeno ou androgeno) realizado em um
orgao vegetal constituiu uma unidade amostral (UA). Os nomes das espécies foram conferidos
e atualizados utilizando o conector TPL do programa R com a base de dados The Plant List,
agora World Flora Online (http://www.worldfloraonline.org/), complementando com
informacdes das bases de dados do site da Flora do Brasil 2020

(http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/) e International Plant Names Index

(https://www.ipni.org/). As classificagdes taxondmicas das espécies em familias botanicas e
clados seguem as orientacdes da APG IV (Group et al., 2016). Os dados foram tabulados e
tratados no programa Excel 2013 e Google Sheets e as andlises foram realizadas utilizando os
programas RStudio (RStudio Team 2020) e Excel (2013). Os esteroides foram identificados e
classificados de acordo com as bases de dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
e KEGG Pathway Database (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). A revisdo foi

realizada seguindo os passos descritos no Quadro 1.

Quadro 1: Etapas da Revisdo Fonte

Etapa 1 Elaboragdo das questdes da pesquisa

Etapa 2 Elaboracdo de estratégias de busca booleana
Etapa 3 Identificacao de estudos relevantes

Etapa 4 Sintese das evidéncias

Etapa 5 Elaboragdo dos bancos de dados

Etapa 6 Interpretacdo dos dados

Fonte: elaborado pelo autor.
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1.2.3 Categorizagdo dos resultados para fins de andlise:

Dentre os estudos de deteccdo e identificagdo reunidos, foram identificados 14
metodologias e equipamentos diferentes para a deteccdo e identificagdo destas substancias.
Para homogeneizar resultados, para cada unidade amostral (UA) foi atribuido um valor de
presenca (1) ou auséncia (0) relacionado ao resultado positivo ou negativo das deteccdes.

Para fins de padronizacdo para andlise e visualizacdo dos dados, os esteroides
investigados nos artigos foram classificados em trés categorias: andrégenos, estrogenos e
progesteronas, de acordo com suas funcdes em mamiferos e posicoes na rota metabdlica
espelhando o método utilizado por Simons e Grinwich (1989), atualizado através da base de
dados PubChem (2021). Foram classificados como andrégenos os artigos que apresentavam
deteccoes de androstenediona (Saden-Krehula, Taji¢ e Kolbah, 1971, 1979; Saden-Krehula e
Kolbah, 1983; Hartmann, Lacorn e Steinhart, 1998), androsterona (Simersky et al., 2009),
dehidrotestosterona e testosterona (Saden-Krehula, Taji¢ e Kolbah, 1971; Simons e Grinwich,
1989; Hartmann, Lacorn e Steinhart, 1998). As amostras que apresentaram deteccdes de
estrogénios, estrona e 17p—estradiol (Bennett, Ko e Heftmann, 1966; Zhang, Yang e Tsao,
1991; Hartmann, Lacorn e Steinhart, 1998), foram classificadas dentro de estrogenos, e as
progesteronas, além da progesterona em si, foram inseridos no banco de dados também
algumas amostras com deteccdo de pregnenolona (Hartmann, Lacorn e Steinhart, 1998).

Além destes esteroides, ¢ importante citar que a presenca de esteroides
intermedidrios da rota da formacdo de testosterona como androstenediol e
dehidroepiandrosterona também foram identificados em diversas espécies vegetais (Simons e
Grinwich, 1989). Também foram encontrados artigos que detectaram o feromonio
androstenona em espécies de angiospermas (Saden-Krehula e Kolbah, 1983; Simons e
Grinwich, 1989); e também de Iso-androsterona (epiandrosterona) no rizoma de Curcuma
mangga Valeton & Zijp por Waman e colaboradores (Waman, Bohra e Sounderarajan, 2018).
Como foram poucas amostras e os esteroides ndo se enquadraram em nenhuma das trés
classificagdes (progesterona, andrégenos e estrogenos) estas amostras nao foram consideradas
nas analises.

Com relacdo aos tecidos estudados, ndo houve padronizacdo entre as pesquisas,
consequentemente, cada trabalho investigou extratos de uma ou mais partes da planta
diferentes e as padronizacdes variaram de artigo para artigo. No intuito de homogeneizar os
dados para os testes estatisticos, os tecidos foram separados em: caule (bulbo, estolao, casca,
caule, tubérculo), folha (Iamina foliar, peciolo), fruto (fruto verde, fruto maduro), semente

(6leo da semente, farinha da semente, semente), raiz, estruturas reprodutivas (flores,
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inflorescéncias, botao floral, estrébilos, pélen). Amostras em individuos juvenis, plantulas,
raizes, sementes e estudos com a planta inteira (Tab 1) ou ndo somaram amostras suficientes
para comparagao estatistica ou nao apresentaram homogeneidade suficiente nas amostragens e
ndo foram incluidos nas analises.

Para alcancar o mesmo numero de amostras por tecidos e clados para as analises
estatisticas, foram separados os tecidos e tdxons com mais amostras e desconsideradas as
duplicatas. Em caso de duas amostras no mesmo tecido e na mesma espécie com resultados
diferentes, foi escolhido o resultado mais recente e com métodos de identificacdo mais
precisos. Quando o niimero de amostras de tecidos de folha excedia o nimero de amostras de
tecidos florais, por exemplo, as amostras excedentes foram selecionadas a partir de um
gerador de numeros aleatorios e desconsideradas. Para as analises dos dados binarios, foram
utilizados os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis (Kruskal e Wallis, 1952) e Wilcoxon-
Pareado (Wilcoxon, 1945). Estes testes foram realizados quando havia homogeneidade nas

amostras e mais do que 5 espécies amostradas para cada 6rgdo, familia e clado analisados.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Progesterona e seus Derivados em Plantas

Os esteroides tém um papel fundamental na transmissao de sinais que mediam
processos fisiologicos cruciais em organismos pluricelulares. Sdo moléculas lipofilicas de
baixo peso molecular e baixa solubilidade em agua. Derivados de esterdis, sdao encontrados
nos organismos eucariontes como bactérias, fungos, animas e plantas. O produto final da
sintese de esteroides em animais, o colesterol, tem importante papel na organizacdo e
dinamica das membranas, e atua como um precursor lipossoluvel de vitaminas e hormonios
esteroides. Conhecemos, atualmente, diversos produtos da rota biossintética dos esterdis em
plantas, entre eles o sitosterol, stigmasterol, campesterol e, também o colesterol (Schaller,
2004; Vriet, Eugenia e Reuzeau, 2013).

Dos esteroides derivados da rota do colesterol em animais, os hormonios esteroides
com a estrutura baseada em um esqueleto de 21 carbonos (C21) e seus derivados que este
trabalho trata sdo classicamente divididos em estrogenos, androgenos e progesteronas (Fig. 2).
Estas substancias sdo consideradas hormonios em animais pois sdo sintetizadas nestes
organismos e transportadas internamente para atingir células ou tecidos alvo onde se ligam a
proteinas receptoras especificas e desencadeiam respostas fisiologicas sistémicas. E

importante salientar que todo hormonio esteroidal é um esteroide, mas nem todo esteroide é
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um hormonio. Nas células procaridticas, por exemplo, esteroides tem uma funcao
importantissima na configuracdo da estrutura da membrana lipoprotéica (Murray et al., 2003;

Lednicer, 2011).

|/ p X / g |/
) Pregnenolona Androsterona Testosterona
Progesterona Estrona Dihyk’drotestosterona : Androstenediona

Figura 2. Estruturas de pregnanos, alopregnanos e estranos selecionados Fonte: PubChem, adaptado pelo autor a

partir de Tarkowska (2019).

Revisdes e trabalhos mais recentes vém chamando atencdo para a possibilidade
destes esteroides terem potencial para serem encarados como hormonios vegetais. Tarkowska
(2019) baseada em de Davies (2010) resume que para uma substancia ser incluida em uma
lista de hormonios vegetais, deve atender a trés critérios: influenciar processos fisiol6gicos em
baixas concentracdes; estar onipresente em todos os reinos das plantas; e que o receptor-
proteina para a sua percepcao seja conhecido. Por fim, Janeczko (2012) em sua revisdo sobre
a presenca e atividade da progesterona no reino vegetal discute que os dois primeiros critérios
ja estdo razoavelmente explorados, mas que o conhecimento que temos com relacdo ao
terceiro critério em organismos vegetais ainda é insuficiente e ndo nos permite classifica-los
como hormonios (Davies, 2010; Erdal e Dumlupinar, 2011; Janeczko, 2012; Tarkowska,
2019).

Nas buscas realizadas nos acervos de bibliografia académica ndo foram
encontrados registros de trabalhos que identificaram ou isolaram em plantas, receptores
nucleares de esteroides ou respectivos genes codificantes. Entretanto, Milanesi e Boland, em
2004, relataram observar sitios de ligacdo especificos ao esteroide 17p-estradiol, derivado de
pregnanos, em fracGes do citoplasma e niicleo, em amostras de Solanum glaucophyllum Desf.
(Milanesi e Boland, 2004). Janeczko e colaboradores (2008 e 2013) também observaram
sitios de ligacdo de progesterona no citosol e na membrana plasmatica de variedades de

Triticum aestivum L. (Janeczko et al., 2008, 2013). Ademais, alguns autores relatam
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identificar, em espécies vegetais, genes homdlogos aos que codificam proteinas de ligacao a
esteroides e associadas as membranas celulares de animais (Kao et al., 2005). Yang e
colaboradores demonstraram que o gene MSBP1 codifica uma proteina de ligacdo de
esteroides localizada na membrana plasmatica. Além disso, a partir de plantas alteradas para
super expressarem ou serem deficientes deste gene, demonstraram que a MSBP1 funciona
como um regulador negativo de elongamento celular em Arabidopsis thaliana (L.), afetando
genes especificos de elongacdo celular e também do metabolismo de esterdis.

Também observaram que a proteina MSBP1 se liga com alta afinidade a
progesterona e menor afinidade com outros esteroides, em ordem: 5-dihidrotestosterona, 24-
epi-brassnolideo e stigmasterol (Yang, Xu e Xue, 2005). A partir destes resultados, os autores
levantaram a hipotese de que, em organismos vegetais, as respostas fisiologicas e/ou
transcricionais desencadeadas por estes esteroides sdo provavelmente mediadas por
mecanismos alternativos citoplasmaticos (Kao et al., 2005; Yang, Xu e Xue, 2005; Janeczko

et al., 2008, 2013; Filek et al., 2017).

1.3.2 Biossintese de esteroides em plantas

Segundo Kreis e Miiller-Uri (2010), os esteroides presentes nas plantas podem ser
divididos em sete grandes grupos (Fig. 3), dentre os quais encontramos os “estranos” e 0s
“pregnanos e alopregnanos”, que abarcam os esteroides C21 e derivados. Apesar de
amplamente descritas em vertebrados, em especial nos mamiferos, as rotas metabdlicas destes
esteroides C21 e derivados em plantas ainda nao estdo totalmente elucidadas (Kreis e Miiller-
Uri, 2010). Nos vertebrados algumas destas substancias, derivadas do colesterol, como
estrogenos, androgenos e progesteronas, sao uma classe de metabdlitos biologicamente ativos
e sdo conhecidas como hormonios esteroides. A presenca destas substancias, em especial o
estradiol, ja vem sendo estudada em organismos vegetais desde meados de 1930 (Janeczko e

Skoczowski, 2005).
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Nas plantas, os esqueletos esteroidais sdo formados pelo encadeamento de
unidades de 5 atomos de carbono denominadas isoprenos. Derivados isoprenoides,
denominados de maneira geral de terpenos, sao encontrados na maioria dos seres vivos tanto
em eucariotos (plantas, animais e fungos), quanto em procariotos. Duas rotas biossintéticas
sdo conhecidas para a formagao de isoprenos, a rota do Acido Mevalonico (MVA) que ocorre
no citosol, e a via do Metileritritol Fosfato (MEP) que ocorre dentro dos plastidios. Ambas
rotas, MVA e MEP, ocorrem simultaneamente em animais e plantas traquedfitas, mas
somente a MEP esta presente em algas verdes e eubactérias (Murray et al., 2003; Tarkowska e
Strnad, 2018) (Fig. 4).

Estas unidades isoprenoides combinam-se para formar esqualeno, molécula linear
com 30 carbonos. Apos algumas reacoes de ciclizagdo forma-se uma substancia de 4 anéis
carbonicos, o cicloartenol, precursora de diversos metabolitos secundarios esteroidais. As
reacoes finais da rota de biossintese dos esteroides permanecem majoritariamente
desconhecidas, em especial para os esteroides C21 e derivados (Zhang et al., 2017). Alguns
pesquisadores acreditam que a pregnenolona, em vegetais, possa ser formada a partir dos
seguintes precursores esterdis: campesterol, sitosterol, colesterol, stigmasterol ou lanosterol
(Ginzberg, Tokuhisa e Veilleux, 2009; Ohyama et al., 2009; Kreis e Miiller-Uri, 2010;
Janeczko, 2012; Zhang et al., 2017; Tarkowska, 2019).

A pregnenolona é a substancia precursora dos esteroides androgenos (C19) e
estrogenos (C18). Diversos trabalhos citam a presenca e metabolismo de pregnanos em
tecidos vegetais (Pollio et al., 1996; lino et al., 2007; Janeczko, 2012). Em animais, as
progesteronas, estrogenos e androgenos interligam-se biossinteticamente e geralmente
compartilham dos mesmos precursores (Fig. 5). Ha diversos estudos mais antigos que citam a
conversdo entre colesterol, progesterona e pregnenolona em tecidos vegetais (Bennett e
Heftmann, 1965; Sauer, Bennett e Heftmann, 1967; Bennett, Sauer e Heftmann, 1968;
Furuya, Hirotani e Kawaguchi, 1971; Stohs e EI-Olemy, 1971; Yagen, Gallili e Mateles,
1978), e entre diferentes androgenos e derivados (Schneider, 1970; Hirotani e Furuya, 1974;
Lin, Proebsting e Heftmann, 1979; Lin, Palevitch e Heftmann, 1983).

Mais recentemente, com o avanco das técnicas de PCR e sequenciamento, os
estudos em relagdo as rotas metabodlicas se debrucaram na busca e identificacdo de enzimas
capazes de realizar estas reacOes em organismos vegetais. Um dos fatores que instigou estes
estudos foi o aumento do interesse comercial e nos glicosideos cardiacos, conhecidos também
como cardenolideos (Fig 3). Além da descoberta e descricdo dos brassinosterdides (Fig. 6) e

no seu reconhecimento como hormonios vegetais (Janeczko, 2012; Vriet, Eugenia e Reuzeau,
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2013). Ambos derivam das rotas metabdlicas dos compostos derivados do mevalonato, ou os
isoprenoides e, assim, compartilham precursores em comum (Kreis e Miiller-Uri, 2010;
Lindemann, 2015). Levando em conta a ndo especificidade de algumas enzimas, o
compartilhamento de precursores e a similaridade entre as substancias, diversos autores
estudaram a hipdtese de que, nos organismos vegetais, a esteroidogénese pode compartilhar
diversas enzimas com a rota dos fitoster6is (Ohyama et al., 2009; Sonawane et al., 2016) e

brassinosterdides (Rosati et al., 2003; Yang, Xu e Xue, 2005; Bauer et al., 2010).
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Figura 4. Rota simplificada de biossintese em organismos vegetais de pregnanos e derivados. Fonte: Adaptado

de Lindemann (2015), Janeczko (2005), Ginzberg (2009), Kreis e Muller Uri (2010), Tarkowska e Strnard

(2018), e Tarkowska (2019). (Para mais informag¢des quanto aos genes envolvidos na regulacdo e enzimas chave

destas rotas , ver: Vriet, Eugenia and Reuzeau, 2013; Sonawane et al., 2016; Zhang et al., 2017; Qiao et al.,

2018)
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Figura 6. Estruturas de precursor e sintese de esteroides brassinolideos selecionados. Fonte: PubChem e KEGG.

1.3.3 Agdo dos esteroides no desenvolvimento primdrio e reprodutivo em plantas

Entende-se o metabolismo primario das plantas como as reagoes fisiologicas e
bioquimicas que envolvem o desenvolvimento primario e reprodutivo, desde a germinacdo até
o crescimento e desenvolvimento de orgaos vegetativos e reprodutivos (Taiz et al., 2017). O
conhecimento das fungbes metabolicas das progesteronas, estrogenos e androgenos, em
organismos vegetais, ainda possui lacunas. Evidéncias indicam que estas substancias
influenciam o desenvolvimento primario, tendo acdo estimulante na germinagdo, no
crescimento vegetativo e reprodutivo. Uma das metodologias mais utilizadas para tentar
inferir a acdo destes esteroides em plantas é a aplicacdo exdgena destas substancias nos
tecidos destes organismos.

Janeczko e colaboradores observaram resultados que indicam que a aplicacdao de
um androgeno teve impacto na fotossintese através de geréncia de dgua e na resposta ao
estresse hidrico por meio da expressdao genética relacionada com as aquaporinas e suas
atividades. Os autores também concluem que possa ter acao estabilizadora nas membranas
celulares (Janeczko, Kocurek e Marcinska, 2012; Janeczko et al., 2015). Os resultados de
Mohareb e colaboradores (2017) corroboram com estas hipoteses ao relatarem que a
concentracdo de androstenediol, androsterona e androstadienediona na casca e aciculas de
Pinus halepensis Mill. varia de acordo com a altitude (Mohareb et al., 2017).

Diversos pesquisadores encontraram indicios da acdo estimulante destes
esteroides, quando aplicados em baixas concentracdes, na germinacao, no crescimento e
desenvolvimento vegetativo (Iino et al., 2007; Dumlupinar et al., 2011; Erdal e Dumlupinar,
2011) e reprodutivo (Gawienowski, Cheney e Marsh, 1971; J Kopcewicz e Porazinski, 1974;
Ylstra et al., 1995; Janeczko et al., 2003). Upadhyay e Maier (2016) observaram além de uma

inducdo do crescimento priméario e rendimento de siliquas (fruto) em Arabidopsis thaliana



23

(L.) Heynh. quando aplicadas baixas concentracdes de 17f3-estradiol, um efeito de inibicao
fotossintética, do crescimento e do rendimento das siliquas com a aplicacdo de altas
concentracoes. Iino e colaboradores (2007) obtiveram resultados similares quanto as respostas
de inducdo e inibicdo fisiol6gica a baixas e altas concentracoes respectivamente. Este efeito
estimulante em menores concentragdes e de inibicao ou toxidez em altas concentracdes indica
que esta substancia pode ter um efeito regulatério similar a um horménio (Iino et al., 2007;

Upadhyay e Maier, 2016).

1.3.4 Relacdo de esteroides com a tolerancia a condigoes de estresse abiético em plantas

O metabolismo protetivo e adaptativo, ou a resposta a condi¢des ambientais, é
essencial as adaptacoes fisioldgicas necessarias para a sobrevivéncia das plantas as mudancgas,
perturbacdes e estimulos ambientais. Existem diversas evidéncias de que pregnanos e
alopregnanos podem atuar regulando mecanismos metabolicos de adaptacdao a condicGes de
estresse ambiental.

Ha indicios que a aplicacdo de progesterona e 17beta-estradiol diminui o tempo de
vernalizacdo (florescimento ap6s exposicdo a baixas temperaturas) de uma variedade de trigo
de inverno, Triticum aestivum L., em até 30 dias (Janeczko e Filek, 2002). Filek e
colaboradores, ao estudar membranas celulares de duas variedades de trigo com tolerancias
diferentes ao frio, observaram que a aplicacdo de progesterona desencadeou adaptacoes
essenciais relacionadas a tolerancia aos efeitos negativos do estresse por baixas temperaturas
(Filek et al., 2017). Além disso, aplicacOes exogenas destas substancias em organismos
vegetais submetidos a condi¢cOes de estresse salino atenuaram significativamente os efeitos
destrutivos deste estresse (Erdal, 2012), e apresentaram acdo protetiva nas sementes e
plantulas de Lens culinaris Medik.(lentilha) submetidas a contaminacdo por metais pesados
(Chaoui e El Ferjani, 2013).

Em dois trabalhos, Janeczko e colaboradores (2008 e 2013) identificaram, em
variedades de Triticum aestivum L., sitios de ligacdio de progesterona no citosol e na
membrana plasmatica. Além disso, observaram mudangas na quantidade e distribuicao destes
sitios em resposta ao estresse por baixas temperaturas e ao estresse de seca. Estas mudancas
variaram também de acordo com a maior ou menor resisténcia da variedade a estes estresses.
Concluiram que as mudangas ambientais sdao refletidas nas mudancas nas concentracdes de
sitios de ligacdo celulares de esteroides, e que estes estdo provavelmente envolvidos na
regulacao dos metabolismos celulares (Janeczko et al., 2008, 2013). Janeczko neste trabalho

de 2013, seguindo o modelo de Yang e colaboradores (2005), sugere que a regulacdo negativa
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de crescimento celular observada em ambos experimentos pode ser parte de mecanismo de
resisténcia ao stress nestes organismos (Yang, Xu e Xue, 2005). Por fim, Salimi, Maroufi e
Majdi (2005) observaram diferencas nos niveis de transcricdo do gene que codifica a enzima
3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3-HSD), que catalisa reacdes entre pregnenolona e
progesteronas, em resposta a estresse hidrico (seca) e de temperatura (frio) (Zhang et al.,
2017; Salimi, Maroufi e Majdi, 2018).

Ja existem diversas evidéncias de que esterdis e brassinosterdides derivados sao
essenciais para o crescimento, desenvolvimento e resisténcia ao stress abiotico; e evidéncias
recentes sugerem um papel regulatério de ester6is em diversos processos fisioldgicos,
independente do seu papel como precursores de brassinosteroides (Vriet, Eugenia e Reuzeau,
2013). Evidéncias apontam que pregnanos e alopregnanos também podem estar envolvidos
em processos de resisténcia a stress abidtico, crescimento e desenvolvimento vegetal. Ao
considerarmos estudos a nivel proteico-molecular que sugerem que estas substancias
compartilham enzimas da rota biogénica e proteinas de ligacdo, com diferentes graus de
afinidade, podemos considerar que estas rotas estejam intimamente interligadas a partir deste

compartilhamento de proteinas.

1.3.5 Banco de Dados

Os resultados foram gerados a partir das informagOes disponibilizadas pelas
investigacOoes com relacdao a presenca de estrogenos, androgenos e progesteronas em tecidos e
espécies botanicas. Algumas consideracdes sao importantes, antes de apresentar e discutir os
resultados. E evidente que h4 uma gama de investigacdes e publicacdes sobre o assunto além
do que foi reunido neste recorte, que, afinal, limitou-se majoritariamente a trabalhos
publicados na lingua inglesa e em bancos de dados especificos, ainda que abrangentes. Apesar
destas limitacdes, o intuito é contribuir para as discussoes sobre o tema.

Os esforcos da busca retornaram um total de 72 artigos dentro do escopo da
investigacao, a partir dos trabalhos encontrados, foi possivel categoriza-los em quatro grupos,
de acordo com as metodologias empregadas: Aplicacao Exogena (35), Deteccdao e
Identificacdo (25), Revisao de literatura (9), Outras metodologias (3), é importante apontar
que alguns artigos empregaram mais de uma metodologia. Para a montagem do banco de
dados, somente os estudos de Deteccdo e Identificacdo foram utilizados, os demais integraram
a revisao.

A partir dos dados reunidos dos 25 artigos de Deteccao e Identificacdo,

resgatamos o resultado de 740 UA (frequéncia absoluta) em 154 espécies vegetais
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pertencentes a 53 familias botanicas diferentes que foram amostradas para estas substancias.
Os testes se mostraram bem distribuidos entre as trés classes de esteroides, em parte, isso
pode ter se dado pelo fato de que o artigo com maior esfor¢o amostral (509 UA), buscou
substancias pertencentes as trés classes hormonais (Simons e Grinwich, 1989).

A maior parte dos estudos foi feita em espécies de angiospermas
(Magnoliophyta), pertencendo a este grupo 146 das 152 espécies amostradas (Fig. 4b). Dentre
as outras espécies, foram encontradas amostras de uma espécie de Monilophyta, Equisetum
hyemale L. e cinco espécies de Coniferophyta. Entre as angiospermas, as familias das
espécies mais amostradas (frequéncia absoluta) foram Poaceae e Asteraceae, seguidas de
Fabaceae, Apiaceae, Rosaceae e Brassicaceae. Um maior nimero de amostragens nestas
familias pode estar refletindo ndo s6 o fato de que estas sdo familias que comportam uma
grande diversidade de espécies, como também um grande interesse de estudo devido a
diversas espécies de consumo e uso cotidiano humano (alimenticio, medicinal, ecolégica-
restauracdo) estarem inseridas nestas familias. Um resumo dos dados levantados pode ser
encontrado na Tab. 1.

Tabela 1: a. Tabela com dados de espécies amostradas (E), nimero de amostras (UA), e frequéncias absolutas
(Fa) e relativas (Fr) de presencas (P) por 6rgdos vegetais (incluidos testes em juvenis e nos extratos de planta

inteira)
a. Progesterona | Andrégenos | Estrégenos
Tecidos E UA P P E UA P P E UA P P
Vegetais | (Fa) | (Fa) | (Fa) | (Fr) (Fa) | (Fa) | (Fa) | (Fr) (Fa) | (Fa) | (Fa) | (Fr)
Raiz 5 5 5| 100,00 3 4 2 | 50,00 6 6 2 33,33
Caule 33 36 27 75,00 30 32 11| 34,38 29 30 5 16,67
Folha 77 96 69 71,88 75 99 37 | 37,37 72 83| 39 46,99

Estruturas 27 35 29 82,86 25 39 29 | 74,36 28 37 16 43,24
Reproduti
vas

Fruto 7 8 7 87,50 6 6 3| 50,00 6 8 3 37,50
Semente 22 27 25 92,59 20 23 22| 95,65 21 23 11 47,83
Juvenis 3 3 3| 100,00 1 1 0 0,00 1 1 0 0,00

Individuo 45 46 36 78,26 45 46 35 76,09 45 46 23 50,00
Inteiro
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Tabela 1: b. Tabela com dados de espécies amostradas (E), nimero de amostras (UA), e frequéncias absolutas
(Fa) e relativas (Fr) de presencas (P) por clados botanicos selecionados.

b. Progesterona Andrégenos Estrégenos
Clados Botanicos | E UA | P P E UA | P P E UA | P P
(Fa) (Fa) | (Fa) | (Fr) (Fa) | (Fa) | (Fa) | (Fr) (Fa) | (Fa) | (Fa) | (Fr)
Magnoliophyta 120 | 249 | 194 77,91 96 | 236 | 125 52,97 73 | 228 94 | 41,23
Monocotiled6nea 25 55 41 74,55 27 53 31 58,49 14 49 17 34,69
s
Eudicotileddneas 94| 192 | 151 78,65 68 | 181 92 50,83 58 | 177 75 | 42,37
Asterid 45 98 78 79,59 24 89 42 47,19 24 78 31 39,74
I 16 34 28 | 82,35 4 27 14 | 51,85 8 22 1 4,55
II 24 59 45 76,27 15 56 23 | 41,07 12 51 16 31,37
Rosid 43 78 67 | 85,90 35 75 42 56,00 30 83 39 | 46,99
I 31 57 50| 87,72 26 52 34 | 65,38 20 56 29 51,79
I 11 20 16 | 80,00 8 22 7 31,82 9 26 10 38,46
Pinophyta 4 6 6 | 100,00 5 13 13 | 100,00 2 5 4 | 80,00
Monilophyta 1 1 1| 100,00 1 1 1| 100,00 1 1 1| 100,00

Fonte: elaborado pelo autor.

Progesterona

Das 256 UA, 201 tiveram resultado positivo para presenca de progesterona em
algum tecido vegetal, a frequéncia relativa de aproximadamente 78,52% (Tab. 1 a). Com
relacdo aos tecidos, de acordo com as frequéncias relativas, dentre as progesteronas, os
resultados parecem indicar que ndo ha diferencas evidentes na deteccao da presenca desta,
entre os Orgdos analisados. Para andlise estatistica, 9 espécies com testes em tecidos do caule,
estruturas reprodutivas e folha foram utilizadas. Tanto o teste Kruskal-Wallis (p-value =
0,2725) quanto Wilcoxon (p-values: estruturas reprodutivas-caule=0,14; estruturas
reprodutivas-folha=0,36; folha-caule=0,58) nao identificaram diferencas significativas entre
as deteccOes nos trés orgaos estudados (Fig. 7a).

As familias com mais espécies amostradas para progesterona foram Poaceae e
Asteraceae com 16 espécies cada e Fabaceae com 11 espécies. As familias botanicas com
maior numero de amostras (UAs) para progesterona foram a monocotiledonea Poaceae e
eudicotiledoneas core Fabaceae, Asteraceae, Apiaceae, Brassicaceae e Rosaceae. Dentro das
familias as frequéncias relativas de presenca mantiveram-se acima de 50%, e a maioria acima
de 70%, o que indica uma boa taxa de sucesso deteccdo comparada aos estrogenos e
androgenos. No intuito de testar diferencas na detectabilidade de progesterona entre os taxons
botanicos, separamos as familias mais amostradas para folha (10 espécies cada), Poaceae e

Asteraceae. Segundo os resultados, ndo ha diferencas (Kruskal-Wallis p-value = 0,3458;
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Wilcoxon p-value = 0,3415) na detectabilidade de progesterona nas espécies destas duas
familias.

Os resultados indicam que ha pelo menos uma deteccdo de progesterona em
espécies de diversos clados distintos de angiospermas (Tab.1 b). A presenca de progesterona
detectada no caule e folhas de Persea americana Mill. (Lauraceae), testados por Simons &
Grinwich (1989) indica a presenca destas substancias nas angiospermas mais basais. Além de
ser detectada em diversas espécies de monocotiledoneas e eudicotiledoneas, os resultados
positivos para deteccdo de progesterona também em 4 espécies de Pinaceae (Pinophyta) e em
Equisetum hyemale L. (Monilophyta), sugerem que possa estar presente amplamente nas
plantas terrestres. Apesar de caracterizado metabolismo de exdgeno progesterona em
organismos mais basais como em espécies do género Chlorella (Della Greca et al., 1996;
Pollio et al., 1996), ndo foram encontrados trabalhos de deteccdo destas substancias
endégenas nestes organismos.

Como havia poucas espécies amostradas para progesterona em Pinaceae, ndo foi
possivel inclui-las nos testes estatisticos e estes foram realizados somente com as amostras de
angiospermas. Para testar se ha diferencas na presenca destas substancias entre clados
botanicos, amostragens de folha de 17 espécies de monocotiledoneas, eudicotiledoneas
rosideas e eudicotiledoneas asterideas foram testadas, os resultados ndo significativos
(Kruskal-Wallis p-value=0,6725; Wilcoxon p-values> 0,39) indicam que ndo ha diferenca na

presenca e detectabilidade desta substancia dentre as angiospermas (Fig. 7b).
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Figura 7. a. Frequéncia relativa da presenca de progesterona em tecidos do Caule, estruturas reprodutivas e
Folha de espécies de angiospermas b. Frequéncia relativa da presenca de progesterona em amostras de tecidos da
folha de espécies de asterideas, rosideas e monocotiledoneas (letras nas barras: letras iguais: P>0,05; letras

diferentes: P<0,05). Fonte: elaborado pelo autor.
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Andrégenos

De 250 amostragens em tecidos (UA), 139 amostras retornaram resultados
positivos para a presenca de andrégenos, com uma frequéncia relativa total de 51,23%. Com
relacdo a sua presenca nos 6rgaos, ao observar as frequéncias relativas, parece haver uma
maior chance de androgenos serem detectados em estruturas reprodutivas e sementes
comparados aos tecidos vegetativos folha e caule (Tab. 1 a). Para analise estatistica, 9
espécies com testes em tecidos do caule, estruturas reprodutivas e folha foram utilizadas. Os
testes apontaram diferenca significativa (Kruskal-Wallis p-value = 0,01832; Wilcoxon
estruturas reprodutivas-caule p-value =0,0066) entre as amostras de caule e estruturas
reprodutivas , uma diferenca marginal (Wilcoxon folha-caule p-value =0,0588) entre folha e
caule (Fig. 8a), sugerindo que a detectabilidade destas substancias é maior nas estruturas
reprodutivas do que nos caules, o que pode indicar presenca destas em maiores quantidades
nos tecidos reprodutivos. Ylstra e colaboradores (1995) demonstraram como andrégenos
aplicados exdgenamente no poélen de Nicotiana tabacum L. estimularam a germinacdo e
crescimento do tubo polinico in vitro, o que pode indicar que estes desempenham papel nestes
processos reprodutivos.

As familias botdnicas com mais espécies amostradas para a presenca de
andrégenos foram Poaceae com 12 espécies, Asteraceae com 11 espécies e Fabaceae com 8
espécies. As familias mais amostradas (frequéncia absoluta) para estes esteroides também
foram a monocotiledonea Poaceae e eudicotiledoneas core Fabaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Brassicaceae e Rosaceae.

Dentro das familias, as frequéncias relativas de presenca foram em geral menores
que nos testes para progesterona, ficando abaixo de 60%. E importante pontuar que, entre as
familias mais amostras, a frequéncia relativa foi relativamente mais baixa no caso das
Apiaceae, (Fr de presenca = 13,34). Levando em conta os resultados das analises de
amostragens por orgao, este resultado pode ter sido influenciado pela maior parte dos testes
nas espécies desta familia ter sido realizados em tecidos vegetativos (folha e caule). Os testes
estatisticos para as familias mais amostradas para folha, Poaceae e Asteraceae, nao retornou
resultado significativo para diferencas entre as médias de deteccao (Kruskal-Wallis p-value =
0,1888; Wilcoxon p-value= 0,233).

Foi detectado algum tipo de androgeno em pelo menos uma espécie dos principais
clados das angiospermas (Tab. 1 b). Assim como a progesterona, os andrégenos parecem estar
presentes pelo menos desde angiospermas basais e em diversas espécies de monocotiledoneas

e eudicotiledoneas. Fora das angiospermas, foram encontrados resultados positivos para
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presenca destas substancias em tecidos das 4 espécies de Pinophyta e também na
Monilophyta, Equisetum hyemale L., sugerindo que estas substancias também estdo presentes
em outras divisoes das plantas terrestres.

O resultado da andlise das amostragens de folha de 9 espécies de
monocotiledoneas, de rosideas e de asterideas ndo retornou valor p significativo para
diferencas nas médias de deteccdo entre estes clados (Kruskal-Wallis p-value = 0.5778;
Wilcoxon p-values> 0.32) (Fig. 8b). No entanto, ao comparar amostras de tecidos florais das
espécies de Pinophyta, Rosideas e Asterideas (Fig. 8c), parece haver diferencas significativas
entre as deteccdes de Asterideas e Pinophyta (Kruskal-Wallis p-value = 0,04629; Wilcoxon
Asterides-Pinaceae p-value=0,032), mas nao encontrou diferencas entre rosideas e as outras
duas classes (Wilcoxon p-values>0,14). Estes resultados podem estar refletindo uma diferenca

na detectabilidade entre os tecidos florais destes clados.
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Figura 8. a. Frequéncia relativa da presenca de esteroides andrégenos em tecidos do Caule, estruturas
reprodutivas e Folha de espécies de angiospermas; b. Frequéncia relativa da presenca de esteroides andrégenos
em amostras de tecidos da folha de espécies de asterideas, rosideas e monocotiledoneas c. Frequéncia relativa da
presenca de esteroides androgenos em tecidos florais de representantes de Asterideas, Rosideas e Pinophyta

(letras iguais: P>0,05; letras diferentes: P<0,05). Fonte: elaborado pelo autor.
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Estrégenos

Para estrogenos, o numero de amostras foi menor, 233 UA das quais, 99 com
resultado positivo para presenca destes. Foi das classes de esteroides estudadas a que
apresentou menor frequéncia relativa de presenca, 40,64%. O 6rgao com menor frequéncia de
deteccdo de presenca deste esteroide foram os tecidos do caule (16,67%), e as frequéncias
relativas ndo variam muito entre os outros tecidos (Tab. 1 a). Para andlise estatistica, 9
espécies com testes em tecidos do caule, estruturas reprodutivas e folha foram utilizadas. Os
testes ndo apontaram diferenca significativa (Kruskal-Wallis p-value=0,1518) entre as
amostras (Fig. 9a). No teste de Wilcoxon, entre as amostras de caule e estruturas
reprodutivas(p-value=0,144), e estruturas reprodutivas e folha (p-value=0.693) a diferenca
ndo foi significativa, mas apontou uma diferenca marginal entre caule e folha (p-
value=0.064).

Zhang e colaboradores (1991) demonstraram a presenca e variacdo da quantidade
de estrogenos endogenos no polen, estiletes e pistilos em diversas etapas da polinizacdo de
nove espécies de angiospermas, ginkophyta e pinophyta, e associam estas variacoes a uma
relacdo destas substancias no desenvolvimento reprodutivo destes organismos. Corroborando
com estes resultados, no trabalho de Ylstra e colaboradores (1995) estrogenos aplicados
exogenamente no polen de Nicotiana tabacum L., assim como androgenos, estimularam a
germinacao e crescimento do tubo polinico.

As familias com maior nimero de espécies amostradas para a presenca destes
esteroides foram Fabaceae, Asteraceae e Rosaceae com 12, 9 e 8 espécies respectivamente.
As familias mais amostradas para estrogenos foram as mesmas monocotiledonea e
eudicotiledoneas também mais testadas para progesterona e androgenos. Assim como para
progesterona e androgenos, os testes estatisticos para as familias mais amostradas para folha,
Poaceae e Asteraceae, nao retornou resultado significativo para diferencas entre as médias de
deteccdo (Kruskal-Wallis p-value= 1; Wilcoxon p-value= 1).

Além de ter sido detectada em pelo menos uma espécie dos principais clados
dentro das angiospermas, também ha registros de presenca em duas espécies de Pinophyta,
uma espécie de Equisetaceae (Tab.1 b) em uma espécie de Ginkgophyta (Zhang, Yang e Tsao,
1991). Assim como a progesterona e os esteroides andrégenos, existem evidéncias de que
esteroides estrogenos também podem estar presentes amplamente nas plantas terrestres, mas
ao contrario das outras substancias, parece haver uma dificuldade maior na detectabilidade
destes, o que pode ser consequéncia de estar presente em menos quantidades nestes

organismos ou de uma maior dificuldade na purificacdo das amostras e identificacdo das
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substancias estrogénicas, em especial técnicas imunobaseadas, devido a similaridade dos
sitios de ligacdo e reatividade com outros fitoestrogenos presentes em plantas (cross-reactivity
e imperfect validation) (Wang, Prasain e Barnes, 2002; Iino et al., 2007).

O resultado da andlise das amostragens de folha de 17 espécies de
monocotiledéneas, rosideas e asterideas, assim como para as outras substancias analisadas,
ndo retornou valor p significativo para diferencas nas médias de deteccdo entre estes clados
(Kruskal-Wallis p-value =0.4994; Wilcoxon p-values> 0.32) (Fig. 9b). Nao houve amostras
de estruturas reprodutivas de Pinaceae suficientes para integrar as analises estatisticas, a
comparacdo entre estruturas reprodutivas de asterideas e rosideas para estrogenos nao

retornou valor p significativo para diferencas (Kruskal-Wallis p-value = 0.1693).
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Figura 9. Frequéncia relativa da presenca de esteroides estrogenos em tecidos do Caule, estruturas reprodutivas
e Folha de espécies de angiospermas b. Frequéncia relativa da presenca de esteroides estrégenos em amostras de
tecidos da folha de espécies de asterideas, rosideas e monocotiledoneas (letras iguais: P>0,05; letras diferentes:

P<0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

1.4 CONSIDERACOES FINAIS

As informacdes que dispomos com relagdo a presenca, metabolismo e acdo destes
esteroides na fisiologia das plantas vém sendo construidas a partir do esforco de diversos
pesquisadores e grupos de pesquisa. A partir das estratégias de busca empregadas, foi possivel
reunir pistas sobre a importancia destes esteroides no desenvolvimento primario e reprodutivo
de plantas, além da sua influéncia no metabolismo de tolerancia as condicoes de estresse
abiotico destes organismos. Apesar destes indicios, o conhecimento atual na drea é
insuficiente para afirmar que atuam como hormonios no reino vegetal, ha muito a se
investigar ainda. Uma das lacunas encontra-se nas reagoes finais da rota de biossintese destes
esteroides, que permanecem majoritariamente desconhecidas em organismos vegetais,

entretanto pesquisas recentes sugerem que provavelmente compartilham enzimas com a rota
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dos fitosterdis. Outra lacuna estd nos poucos dados que temos sobre receptores celulares,
apesar de que ja tenham sido observados sitios de ligacdo de 17[-estradiol em fracdes da
membrana e nucleo de amostras de S. glaucophyllum, e proteinas de ligacdo com alta
afinidade a progesterona e associados a membrana plasmatica de A. thaliana.

A partir da abrangéncia taxondomica dos dados de deteccdo e identificacao
coletados, progesterona, estrogenos e androgenos parecem estar presentes em grande parte das
angiospermas (Magnoliophyta), alguns dados menos abundantes ddo indicios de que possa
estar presentes em outros grupos de plantas terrestres como Monilophyta e Pinophyta. As
diferencas significativas nas médias de identificacoes de andrégenos entre tecidos indica que
possa haver maior probabilidade de encontrar estes esteroides em tecidos florais do que nos
tecidos do caule. Parecem haver, ainda, diferencas na detectabilidade e presenca de
androgenos em tecidos florais de espécies de Pinaceae e asterideas. Dentre as classes
estudadas, os estrogenos parecem ser o grupo com maior dificuldade na deteccdo e

identificacdo em tecidos vegetais.
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Informacao Suplementar I: Estratégias de busca detalhadas.

Estratégias de busca:

Conceito | Termos livres MeSH GO Palavras-chave:
Plant Plant, Plants, Plant, Plants,
Steroid Hormones, Steroid Steroid Plant,
Steroid, Hormones, Hormone, Steroid
Plant steroid, Steroid Steroid, Hormone,
Phytosteroid, Phytosteroid, Steroid,
Phytosteroid,
Steroids | Mammalian sexual Estrone Estrone Estrone
hormones, Estrogen Estrogen Estrogen
Estrone, Estranes Estradiol Estranes
Estrogen, Estradiol Progesterone Estradiol
Estrane, Progesterone Testosterone Progesterone
Estradiol, Testosterone Androsterone Testosterone
Progesterone, Androsterone Androgen Androsterone
Testosterone, Androgens Androstenedione | Androgens
Androsterone, Androstenedione Androgen
Androstenedione, Androstenedione
Androgen,

Quadro SII: Quadro da elaboracdo de termos chaves para busca booleana. MeSH - Medical
Subject Headings (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/), GO - Gene Ontology
(http://geneontology.org/).

Palavras-chave: Plants, Plant, Steroid Hormone, Steroid, Phytosteroid + Estrone, Estrogen,
Estranes, Estradiol, Progesterone, Testosterone, Androsterone, Androgens, Androgen,
Androstenedione.

Estratégias:

phytosteroid AND (estrone OR estrogen OR estranes OR estradiol)
phytosteroid AND Progesterone
phytosteroid AND (Androsterone OR Androgens OR Androgen OR Androstenedione)

(plant NEAR steroid) AND (estrone OR estrogen OR estranes OR estradiol)

(plant NEAR steroid) AND Progesterone

(plant NEAR steroid) AND (Androsterone OR Androgens OR Androgen OR
Androstenedione)

(plant NEAR “steroid hormones™) AND (estrone OR estrogen OR estranes OR estradiol)
(plant NEAR “steroid hormones”) AND Progesterone
(plant NEAR “steroid hormones”) AND (Androsterone OR Androgens OR Androgen OR

Androstenedione)
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2. EVOLUCAO MOLECULAR DO RECEPTOR DE PROGESTERONA ASSOCIADO
A MEMBRANA (MAPR) EM PLANTAS, UM ESTUDO INICIAL

RESUMO

A familia génica MAPR é proposta como sendo originada de um ancestral citocromo-b5 comum, as proteinas
desta familia possuem um dominio conservado Cytb5-HSb (cytochrome b5-like heme/steroid-binding domain).
Estdo presentes em diversos organismos eucariontes e estudos apontam trés genes MAPR ancestrais que
originaram os homoélogos PGRMC (progesterone receptor membrane component), Neuferricina (NENF) e
Neudesina (NEUFC), para opistocontes, entretanto poucos estudos debrugaram-se no estudo da presenca destas
no reino vegetal. As proteinas MAPR sdo das poucas candidatas conhecidas em plantas terrestres para receptor
de progesterona. Este trabalho se prop0s a avaliar as relagGes evolutivas da familia génica MAPR em plantas. A
partir de testes com as quatro copias descritas para Arabdopsis thaliana, foi selecionada a sequéncia at2g24940
(AtMAPR2) como isca para realizar um BLASTp nas bases de dados Phytozome e Ensembl em espécies
representantes de algas vermelhas e de clados das Viridiplantae e Opistocontae. Os resultados das reconstrugdes
filogenéticas revelam que entre as homologias desta familia génica, h4 divergéncias exclusivas dentro dos clados
de plantas verdes. Apontam uma possivel perda génica de homélogos PGRMC em plantas, pois os homoélogos de
Viridiplantae encontram-se mais proximamente relacionados com os homoélogos de NENF e NEUFC.
Evidenciam que a divergéncia dos pardlogos ancestrais NENF e NEUFC parece ser anterior a diversificacdo
exclusiva que vemos nos homélogos vegetais que foram agrupados em Grupo Al, A2 (similares ao NENF) e B
(similares ao NEUFC). A natureza bem conservada das sequéncias de aminoacidos desta familia génica indica
um baixo actimulo de variagdes e uma possivel pressdo seletiva para que os dominios sejam mantidos, assim
como as fungdes. Mais estudos sdo necessarios para que possamos compreender a natureza e funcdes destas
proteinas de ligacdo a progesterona e outros esteroides em organismos vegetais.

ABSTRACT

The MAPR family is proposed to originate from a common cytochrome-b5 ancestor. The proteins in this family
possess a conserved Cytb5-HSb (cytochrome b5-like heme/steroid-binding domain) domain. They are present in
several eukaryotic organisms and studies point to three ancestral MAPR genes that originated the homologs
PGRMC (progesterone receptor membrane component), Neuferricin (NENF) and Neudesin (NEUFC), for
opistocons, however few studies have looked into their presence in the plant kingdom. MAPR proteins are
among the few known candidates in land plants for progesterone receptor. This work was designed to evaluate
the evolutionary relationships of the MAPR gene family in plants. From tests with the four copies described for
Arabdopsis thaliana, the sequence at2g24940 (AtMAPR2) was selected as bait to perform a BLASTp on
Phytozome and Ensembl databases on species representing red algae and clades of the Viridiplantae and
Opistocontae. The results of the phylogenetic reconstructions reveal a deep homology among the proteins in this
gene family and uniques divergences within the green plant clades. The results point to a possible gene loss of
PGRMC homologs in plants, as Viridiplantae homologs are more closely related to NENF and NEUFC
homologs. The results also show that the divergence of the ancestral paralogs NENF and NEUFC seems to
predate the unique diversification that we see in plant homologs that have been grouped into Group Al, A2
(similar to NENF) and B (similar to NEUFC).The well-conserved nature of the amino acid sequences in this
gene family indicates low maintenance of mutations and possible selective pressure to maintain domains as well
as functions. More studies are needed before we can understand the nature and functions of these
steroid/progesterone binding proteins in plant organisms.

Figuras:

Figura 1: Pregnanos, alogregnanos e estranos selecionados, suas relagdes biossintéticas e seus
possiveis precursores em plantas.

Figura 2: Relacdes filogenéticas e tempos de divergéncia estimados para as espécies

estudadas gerados pela base de dados Timetree (Kumar et al. 2017). Cores a direita indicam
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espécies pertencentes a Viridiplantae (verde), Opistonkontes: holomycota (roxo) e holozoa
(azul), e as algas vermelhas (vermelho).

Figura 3: Reconstrucdo filogenética das proteinas MAPR em Viridiplantae e Opisthokonta.
AbreviagOes das espécies estdo de acordo com os materiais suplementares 1 e 2. A arvore foi
gerada pelo método de maxima verossimilhanca (ML) no servidor IQTree com 10.000.000 de
réplicas de bootstrap. Cor verde dos ramos da arvore indicam homdélogos de plantas terrestres
e algas verdes, cor vermelha indica homologos de algas vermelhas. Cores dos clados
(destaque) representam homdlogos pertencentes aos trés genes ancestrais descritos por
Hehenberger et al (2020). Legenda: Azul claro: homélogos PGRMC; Azul escuro: homoélogos
NENF; Laranja: homdlogos NEUFC;

Tabelas:

Tabela 1: Genes homologos do agrupamento Al, de acordo com resultados apresentados na
Figura 3 e Material Suplementar 3.

Tabela 2: Genes homoélogos do agrupamento A2, de acordo com resultados apresentados na
Figura 3 e Material Suplementar 3.

Tabela 3: Genes homdlogos do agrupamento B, de acordo com resultados apresentados na

Figura 3 e Material Suplementar 3.

Material Suplementar:

Material Suplementar 1: Sequéncias de homélogos de organismos Viridiplantae utilizadas nas
analises resgatadas das bases de dados Phytozome e EnsemblPlants:

Material Suplementar 2: Sequéncias de homologos de organismos Opisthokonta utilizadas nas
analises resgatadas das bases de dados EnsemblFungi e EnsemblMetazoa.

Material Suplementar 3: Reconstrucao filogenética das proteinas MAPR em diferentes
Viridiplantae e Opisthokonta. Abreviacdes das espécies estdo de acordo com os materiais
suplementares 1 e 2. As arvores forem geradas pelo método de Inferéncia Bayesiana (BAY)
no programa MrBayes 3.2 com 10.000.000 de geracOes, amostradas a cada 500 geracoes e
burn-in de 25%.

Material Suplementar 4: Arvores Radiais a. Estimacdo de Méaxima Verossimilhanca (Figura
3) e b. Inferéncia Bayesiana (Material Suplementar 3). Legenda: Azul claro: homélogos
PGRMC; Azul escuro: homologos NENF; Laranja: homoélogos NEUFC; Verde: homdlogos

de plantas verdes.
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Lista de siglas:

Cyb5-HSb: Dominio conservado de ligacdo a esteroides similar ao citocromo b5 (cytochrome
b5-like heme/steroid-binding domain)

MAPR: Receptor de progesterona associado a membrana (membrane-associated progesterone
receptor)

MSBP: Proteina de membrana de ligacao a esteroides (membrane steroid binding protein)
ML: Estimacdo Maxima Verossimilhanca (maximum likelihood estimation)

BAY: Inferéncia Bayesiana (bayesian inference)

2.1 INTRODUCAO

Pregnanos, alopregnanos e estranos em plantas

Os esteroides desempenham papéis fundamentais na transmissdao de sinais que
mediam processos fisiologicos cruciais em diversos organismos eucariontes (Ferreira-Guerra
et al., 2020; Hehenberger et al., 2020). Apesar de amplamente descritas em vertebrados e
outros organismos, as rotas metabdlicas dos esteroides Pregnanos, Alopregnanos e Estranos
(Fig. 1) em plantas ainda ndo estdo totalmente elucidadas (Kreis e Miiller-Uri, 2010). Ha
evidéncias de que a pregnenolona, precursora da progesterona em vegetais, possa ser formada
a partir dos seguintes precursores esterois: campesterol, sitosterol, colesterol, stigmasterol ou
lanosterol (Fig. 1) (Ginzberg, Tokuhisa e Veilleux, 2009; Ohyama et al., 2009; Kreis e
Miiller-Uri, 2010; Zhang et al., 2017; Tarkowska, 2019).

Diversos trabalhos demonstraram a presenca e a acdo fisiolégica, em espécies
vegetais, da progesterona e seus derivados alopregnanos e estranos. Alguns estudos reunem
evidéncias de que diversos passos chave do metabolismo destas substancias estdo presentes
em tecidos vegetais e algumas enzimas envolvidas na sua biossintese foram identificadas. O
conhecimento sobre a origem de pregnanos, alopregnanos e estranos em plantas ainda possui
algumas lacunas. Assume-se que a rota de biossintese destes esteroides é similar a de
mamiferos e outros vertebrados nas quais a pregnenolona é precursora da progesterona e
ambas sdo precursoras de alopregnanos e estranos, ademais, diversas reagoes finais da sintese
de testosterona e progesterona em tecidos vegetais foram demonstradas (Lindemann, 2015;
Zhang et al., 2017; Tarkowska, 2019).

A partir das evidéncias reunidas em diversas décadas de estudo, vem se
desvendando pistas da participagdo destes esteroides na regulacdo de diversos processos

fisiolégicos de desenvolvimento e adaptacdo em plantas. Como, por exemplo, a acdo
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estimulante da progesterona no crescimento em estagios iniciais de plantulas de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh quando aplicada em baixas concentragdes, e a supressao do crescimento
em altas concentracoes (Ilino et al., 2007). Também ha evidéncias de que a progesterona e
outros esteroides induzam alteracoes no contetido de componentes inorganicos como potassio,
cloro, manganés e ferro, a partir de aplicacdes exdgenas (Erdal e Dumlupinar, 2011a). A
aplicacdo de progesterona exégena também induziu o florescimento de variedades de trigo de
inverno e A. thaliana, diminuindo o tempo de vernalizacao médio (exposicdo de plantas a
fotoperiodos longos, requeridos normalmente para o florescimento destas espécies)(Janeczko
e Filek, 2002). E por fim, a acdo estimulante da aplicacdo exdgena de progesterona e outros
esteroides na atividade de enzimas citoprotetoras antioxidativas como a catalase, indicando
um possivel papel na resposta a estresses ambientais (Erdal e Dumlupinar, 2011b). Mais
recentemente, foi demonstrado que a progesterona estimula a respiracdo celular e acelera a
germinacdo das sementes gracas a ativacdo de vias relacionadas a respiracdo mitocondrial
(Turk 2021).

Janeczko e colaboradores (2013) identificaram, em variedades de trigo (Triticum
aestivum L.), proteinas de ligacdo de progesterona no citosol e na membrana plasmatica.
Além disso, detectaram mudangas no nimero e distribuicdo destas proteinas em células
vegetais em resposta ao estresse de seca: na variedade sensivel a seca, o nimero das proteinas
de ligacdo a progesterona localizados nas membranas intracelulares e plasmatica aumentou
significantemente, enquanto na variedade resistente ndo houve alteragdes nas membranas.
Com relagdo as proteinas de ligacdo citoplasmaticas, seu nimero aumentou na variedade
resistente, mantendo-se estavel na variedade sensivel. Os autores concluiram que as mudangas
ambientais sdo refletidas nas mudancas nas concentragoes das proteinas de ligacdo de
esteroides, e que estes estdo provavelmente envolvidos na regulacio de metabolismos
celulares de resposta ao estresse de seca (Janeczko et al., 2013). Algumas outras pistas da
interacdo destes esteroides com diversos processos fisiologicos de desenvolvimento e
adaptacdo em plantas em diferentes condi¢cGes ambientais vem sendo desvendadas, e alguns
autores conjecturam que a progesterona pode ter papel importante na sinalizacdo celular

(Janeczko e Skoczowski, 2002; Iino et al., 2007; Janeczko, 2012; Tarkowska, 2019).



it '\
= G

e | : ™~ "
‘ P J
Lanosterol Colesterol
g

Pregnenolona

/

Desidroepiandrosterona

|/

L

/ Testosterona

PO
N Di—Hi’drotéstosterona

v P
!

. T

17B-Estradiol

42

N .
| X \’, A<
o o
B-Sitosterol Campesterol
_— |
<k
Progesterona
v
Hidroxiprogesterona
v 7P
— - ]
Androstenediona
<
Androsterona
v °
—_—
C———

Estrona

Figura 1. Representacdo esquematica de alguns pregnanos, alogregnanos e estranos presentes em organismos

vegetais, suas relacdes biossintéticas e seus possiveis precursores em plantas. A pregnenolona, em vegetais, pode

ser formada a partir dos seguintes precursores esterdis: campesterol, sitosterol, colesterol, stigmasterol ou

lanosterol. A pregnenolona (C21) é a substancia precursora da progesterona (C21) e dos esteroides androégenos

(C19) e estrogenos (C18) que se interligam biossinteticamente. Fonte: Adaptado de (Hartmann, Lacorn e

Steinhart, 1998; Janeczko e Skoczowski, 2005; Ginzberg, Tokuhisa e Veilleux, 2009; Lindemann, 2015; Zhang

et al., 2017; Tarkowska, 2019).
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Receptores e proteinas de ligagdo

Os componentes para a transducao de sinais podem ser divididos em dois grupos
de proteinas: Enzimas que sdao responsaveis pela biossintese de moléculas sinalizadoras ou
horménios; e proteinas que sdo responsaveis pela percepcao dos hormonios ou receptores
celulares. Nos tltimos anos uma boa parte dos estudos com relacdo a esteroides derivados de
pregnanos em plantas esta focado em trabalhos a respeito das enzimas chave da biossintese.
Entretanto, os receptores e proteinas que podem se ligar a estes esteroides ainda sdo
majoritariamente desconhecidos (Iino et al., 2007; Janeczkoet al, 2015; Tarkowska 2019).

No que se refere aos animais, ha evidéncias de que os horménios esteroides, como
a progesterona, androgenos e estrogenos, sinalizem através de membros da superfamilia de
proteinas receptoras nucleares (NR) (Weikum, Liu e Ortlund, 2018). Um novo modelo de
conjunto conformacional de receptor para diversos esteroides e mediado por receptores
ligados a outras membranas celulares (ndo-nucleares), foi sugerido. Este tipo de sinalizacao
ndo é bloqueada por inibidores transcricionais e é descrita como "a¢des nao-genomicas"(non-
genomic actions) de esteroides (Norman, Mizwicki e Norman, 2004; Kao et al., 2005). Pouco
é conhecido para receptores nucleares ou ndo, de progesterona em plantas e alguns autores
consideram a hipétese de que as respostas fisioldgicas e/ou transcricionais desencadeadas por
este esteroide sao provavelmente mediadas por mecanismos citoplasmaticos alternativos
(Milanesi e Boland, 2004; Yang, Xu e Xue, 2005).

Alguns autores identificaram, em espécies vegetais, genes homélogos aos que
codificam proteinas de ligacdo a esteroides associadas a acdes nao-gendmicas e que sdo
encontradas tanto no citoplasma como associadas a membranas plasmaticas celulares (Kao et
al., 2005; Yang, Xu e Xue, 2005). Estas proteinas compartilham entre si um dominio
conservado de ligacdo a esteroides similar ao citocromo b5 (cytochrome b5-like heme/steroid-
binding domain) e regioes N terminais conservadas de ligagdo a membranas em comum com
diversos organismos eucariotos (Cahill, 2017), constituindo a familia de proteinas MAPR
(Membrane-Associated Progesterone Receptor) (Ohta e Itoh 2012), que possuem
propriedades fisiolégicas multifuncionais (pleiotropicas) relacionadas a biossintese de
colesterol e esteroides, metabolismo energético, regulacao do ciclo celular, processos de
autofagia e apoptose, migracdao celular, fungcdes neurais, entre outras (Ryu, Klein e Zanger,
2017).

Yang et al. (2005) levantam evidéncias de que a proteina MSBP1 (Membrane
Steroid Binding Protein) de A. thaliana, que compartilha este dominio conservado com outras

proteinas MAPR de opistocontes (Mifsud e Bateman, 2002) e que se liga com alta afinidade a
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progesterona, atua como mediador de ligacdo de alta afinidade com hormonios esteroides e
pode ser responsavel por respostas rapidas nao-genomicas (Yang, Xu e Xue, 2005). Guo et al.
(2009) mapearam a expressdo génica do homoélogo MSBP1 em variedades de cevada
(Hordeum vulgare L.) tolerantes e sensiveis ao estresse por deficit hidrico. Os autores
observaram que este gene é abundantemente expresso nas duas variedades tolerantes a seca
comparado a expressao na variedade sensivel, tanto em condi¢Oes hidricas normais, quanto de
estresse de seca induzido, o que indica que este gene pode ter uma maior expressao
constitutiva nas variedades resistentes.

Zenda et al. ao estudar a protedmica comparativa entre variedades de milho (Zea
mays L.) resistentes e sensiveis a seca, identificaram uma regulacdo positiva de MSBP1, em
resposta a tratamento de insuficiéncia hidrica (Zenda et al., 2018). Além disso, evidéncias
apontam para uma possivel relacio de MSBP1 com a regulacdio da sinalizacdo de
brassinosterdides (acelera a endocitose de receptores BAK1, responsavel pela endocitose de
BRI1), que tém papel crucial em diversos processos de crescimento, diferenciacao celular e

tolerancia a estresses bidticos e abioticos (Song et al., 2009; Shi et al., 2011; Gruszka, 2018).

MAPR em Viridiplantae

Kao et al. (2005), utilizando como isca (BLAST) as sequéncias de aminoacidos
das proteinas de ligacdo de progesterona associadas as membranas plasmatica e intracelulares
de vertebrados 25-Dx/IZAg/Hpr6.6 e que possuem os dominios conservados caracteristicos
das MAPR, identificaram quatro homdlogos (M)SBPs putativos em A. thaliana: at2g24940
(AtMAPR?2), at3g48890 (AtMAPR3), at4g14965 (AtMAPRA4), at5g52240 (AtMAPRS ou
MSBP1). Apesar de suas fun¢des ainda ndo estarem totalmente elucidadas, os autores
sugeriram estas como integrantes da familia proteica MAPR, a partir de suas similaridades,
majoritariamente na regiao média das sequéncias, onde encontra-se 0 dominio conservado de
ligacdo a esteroides, e nas regioes N-terminais codificando possivel aderéncia a membranas
(exceto por atMAPR2 que provavelmente tem papel de proteina livre soluvel) (Kao et al.,
2005). Analises de sequéncia demonstraram que MAPR possui um dominio conservado
similar ao citocromo b5, Cyb5-HSb. Do ponto de vista evolutivo, autores sugerem que este
dominio conservado Cyb5-HSb, pode ter sua origem a partir de um citocromo ancestral que
foi modelo de sitio de ligacdo a esteroides (Mifsud e Bateman, 2002; Kao et al., 2005).

Yang et al. (2005) dedicaram-se a elucidacdao da proteina codificada por MSBP1,
que é sinonimo do AtMAPRS5, citado anteriormente. Os autores demonstraram que este gene

codifica uma proteina de ligacdo de esteroides localizada na membrana plasmatica e se liga
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com alta afinidade a progesterona e menor afinidade com outros esteroides, em ordem: 5-
dihidrotestosterona, 24-epi-brassnolideo e stigmasterol (Yang, Xu e Xue, 2005).

lino et al. (2007) identificaram genes homdlogos as proteinas de ligacdo de
progesterona humanas da mesma familia (HPR6.6) em A. thaliana, nomeando-as: SBP,
MSBP1 e MSBP2; e em Oryza sativa L.: 0sSBP, osMSBP1 e osMSBP2. Neste trabalho os
autores investigaram a expressao desses genes em diferentes 6rgaos vegetais demostrando que
0S genes sdao expressos tanto em Orgdos vegetativos quanto reprodutivos. A expressao de
MSBP1 e MSBP2 foi similar em todos os tecidos. No entanto, o gene SBP, que codifica uma
proteina soltvel (ndo ancorada as membranas celulares) em A. thaliana, demonstrou
expressao diferente, sendo mais expresso nas inflorescéncias e folhas, o que indica que pode
ter funcGes distintas das proteinas de membrana (Iino et al., 2007). Em sintese dos resultados
descritos por estes autores, nesta familia putativa em A. thaliana e O. sativa, os autores
identificaram entre 2-3 genes com regioes N-terminais de aderéncia a membranas e um gene
que codifica uma proteina que ndo se adere a membrana, todos apresentando o dominio
conservado Cyb5-HSb que apresenta um sitio de ligacdo da progesterona e outros esteroides.

As proteinas utilizadas como iscas dos BLAST nestes trabalhos de Kao et al
(2005), Yang et al (2005) e IIno et al (2007), mencionados anteriormente, pertencem a
familia de proteinas MAPR. Existe um esforco de pesquisas para reconstruir as relacées
filogenéticas e caminhos evolutivos desta familia de proteinas, que compartilham este
dominio com proteinas de ligacdao de progesterona de membrana putativas de leveduras
(Daplp e AL133225), moscas de fruta (AY061163 e NM135806), e ratos (25- Dx, Nenf e
Pgrmc2) (Iino et al., 2007). Desta forma, diversos estudos se debrucaram sobre os caminhos
evolutivos do surgimento, duplicacOes e divergéncias da familia MAPR, e tentam atualmente
tragar suas origens, levando em conta sequéncias de organismos ndo-bilaterais e opistocontes
em suas reconstrucoes filogenéticas (Smith, Mark Welch e Snell, 2011; Cahill, 2017; Ren et
al., 2019; Hehenberger et al., 2020).

Mifsud, e Bateman, (2002) hipotetizam que o dominio Cyb5-HSb pode ter servido
como template para evolugoes mais recentes de novos sitios de ligacdo (ao ligante) como os
sitios de ligacdo presentes em MAPR. Ademais, trés genes MAPR ancestrais, PGRMC
(progesterone receptor membrane component), Neuferricina (NENF) e Neudesina (NEUFC),
foram identificados em opistocontes (Hehenberger et al., 2020). As evidéncias apontam que
todos os trés ja estavam presentes no ancestral comum de opistocontes (animais, fungos e
taxons unicelulares relacionados), e hipotetiza-se que a divergéncia que originou os ancestrais

NENF e NEUFC se deu mais recentemente em relacio ao PGRMC (Ryu, Klein e Zanger,
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2017; Hehenberger et al., 2020). Entretanto, estes estudos tiveram como foco os vertebrados,
e os homdlogos presentes em plantas terrestres ndo foram inseridos nas andlises filogenéticas.
Até o momento, as possibilidades evolutivas desta familia de proteinas homologas
identificados em organismos vegetais ainda foi pouco explorada.

Considerando que estas proteinas de ligacdo a esteroides putativas sdao um dos
poucos candidatos conhecidos em plantas terrestres e inico com maior afinidade para com a
progesterona, este trabalho se propds a recuperar sequéncias dos homologos MAPR em
individuos representativos de Viridiplantae (plantas verdes) e de Opisthokonta, para a
comparagdo, e realizar reconstrucoes filogenéticas utilizando o método de maxima
verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (BAY), a fim de realizar uma andlise prévia da
evolucdao molecular da familia génica e as relacdes de seus membros com os homologos de
vertebrados e outros opistocontes. A identificacdo destes homologos de plantas verdes e a
desvelagdo de sua relacdo evolutiva com homdlogos de outros organismos é um primeiro
passo para posteriormente identificar processos e eventos evolutivos de perda e ganho de
genes entre as linhagens de plantas, variacdao esta que pode ter consequéncias funcionais

relevantes e dar pistas de adaptacdo a ambientes particulares (Ames et al., 2012).

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Obtengdo dos dados

Para estimar os niveis de variacdo e a selecao da (as) iscas mais adequadas para
realizar a recuperacdo das sequéncias, inicialmente realizamos um BLASTp utilizando as
quatro sequéncias CDS e aminoacidos dos genes descritos por Kao et al (2005) em A.
thaliana (L.) Heynh.: at2g24940 (AtMAPR?2), at3g48890 (AtMAPR3), at4g14965
(AtMAPR4), at5g52240 (AtMAPRS5), contra o genoma de A. thaliana, e espécies
representativas dos grandes grupos de Viridiplantae (Chlorophyta, Marchantiophyta,
Bryophyta, Pinophyta, Magnoliophyta) no banco de dados de genomas de plantas Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). Recuperamos as sequéncias homologas resultantes da
pesquisa e os resultados foram tabulados para observacao dos valores estatisticos de E-value.
Todas as copias CDS e peptidicas das sequéncias encontradas foram salvas em formato fasta.
A partir deste teste inicial, pdde-se observar que no geral todas as cépias recuperavam as
mesmas sequéncias nos diferentes organismos, exceto quando a sequéncia do gene AtMAPR?2
foi utilizada como isca, e uma copia a mais foi recuperada em algumas algas, todas com E-

value acima de 17°. Também observamos que todas as sequéncias recuperadas apresentavam
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o dominio conservado. Dados estes resultados, a sequéncia de aminoacidos do gene
AtMAPR?2 foi selecionada para ser utilizada como isca nas buscas subsequentes.

Para a reconstrucdao filogenética nos selecionamos pelo menos um organismo
representativo das diferentes linhagens evolutivas de Viridiplantae: Chlorophyta, Charophyta,
Marchantiophyta, Bryophyta, Lycophyte, Monilopyta, Pinophyta, Magnoliophyta basal,
Monocotiledonea, Eudicotiledonea (basal, Rosideas e Asterideas). Amostramos também
organismos representantes de Rhodophyta, de maneira aleatoria dentre as sequéncias
genomicas disponiveis na base de dados Phytozome e Ensembl Plants
(https://plants.ensembl.org/index.html) (Mat. Suplementar 1).

No6s também incluimos neste trabalho as sequéncias dos genes de espécies de
opistocontes. Para isso, selecionamos pelo menos um organismo representativo de cada grupo
com base no trabalho de Hehenberger et al. (2020): vertebrados; cordados basais; arthropoda;
nematoda; annelida; mollusca; cnidaria; ctenophora; placozoa; Fungi: basal, ascomycota,
basidiomycota; de maneira aleatoria dentre as sequéncias genomicas disponiveis nas bases de
dados Ensembl Metazoa (https://metazoa.ensembl.org/index.html) e Ensembl Fungi.
(http://fungi.ensembl.org/index.html). No total foram amostradas 48 espécies, sendo 22
espécies representantes de plantas verdes e algas vermelhas e 26 espécies representantes de
opistocontes (Material Suplementar 2). Uma ilustracdo das relacdes filogenéticas entre as
espécies estudadas, disponivel na Figura 2, foi gerada a partir das informacdes da base de

dados Timetree (Kumar et al, 2017).
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Realizamos os BlastP contra genomas dos organismos selecionados, sem alterar
os parametros padrao das bases de dados e utilizando como isca a sequéncia de aminoacidos
de AtMAPR?2. Recuperamos as sequéncias CDS dos genes que apresentaram E-value<le™.
Organizamos as informacGes em tabelas compartilhadas no servidor Google Sheets, que
incluiram: cédigo de acesso, outros nomes, e-value, score, tamanho da proteina, dominios e
localizacdo. Ao encontrar copias alternativas do mesmo gene, levamos em conta sO 0s

transcritos primarios. As sequéncias codificantes (CDS) foram salvas em formato fasta.

2.2.2 Tratamento, andlise e alinhamento miiltiplo de sequéncias

As sequéncias foram inspecionadas no programa MEGA 7.0 (Kumar, Glen e
Koichiro, 2016), quando houve sequéncias de notacdo parcial, repetimos o BLASTp contra o
genoma do mesmo organismo na base de dados do NCBI e resgatamos as sequéncias
completas, quando devidamente anotadas. Por fim, resgatamos 168 sequéncias de 48 espécies,
22 de plantas verdes e algas vermelhas e 26 espécies de opistocontes. O programa MEGA
também foi utilizado para realizar o alinhamento multiplo de sequéncias utilizando o
algoritmo Muscle considerando os cédons. Apos a conferéncia, submetemos os alinhamentos
no servidor G-blocks v.0.91b (Castresana, 2000), que sugere blocos e regides (dominios) mais
conservadas para analise filogenética selecionando as defini¢des menos estringentes.
Salvamos o alinhamento final em formato fasta e inspecionamos novamente no programa
MEGA para a presenca de “stop cédons” possivelmente derivados de artefatos do
alinhamento. Utilizamos o bloco de notas para editar eventuais gaps, que foram poucos e
pouco regulares e ndao foram considerados nas analises para evitar que os programas

superestimassem os eventos de delecdo.

2.2.3 Seleg¢do de modelo evolutivo e reconstrugdo filogenética

Submetemos o alinhamento de aminoacidos codificado ao programa de teste de
selecdo de modelos evolutivos de aminoacidos ProtTest 3.4.2 (Darriba et al., 2011) e o
modelo com menor residuo (-LnL) foi LG (Le e Gascuel, 2008) com os parametros +G (gama
discreto) e +I (proporcdo de sitios invariaveis), para calcular a heterogeneidade das taxas de
mutacdo (Gu, Fu e Li, 1995).

O alinhamento multiplo das sequéncias de aminoaciods foi aplicado para
construcao da arvore filogenética utilizando o método de maxima verossimilhanca (Maximum
Likelihood estimation ML), utilizando o teste ultrafast bootstrap (Minh, Nguyen e von

Haeseler, 2013) no servidor web IQTree (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) com 10.000 cadeias
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MCMC (Markov Chain Monte Carlo). Para fins de comparagdo, realizamos também uma
analise de inferéncia bayesiana (bayesian inference - BAY) no programa MrBayes 3.2.7
(Ronquist et al., 2012), com 10.000.000 geragdes, amostradas a cada 500 geracdes. Para gerar
a arvore consenso, utilizamos o burn-in de 25%. Os modelos e parametros foram fixados nas
analises de acordo com os melhores resultados sugeridos pelos programas de selecdo de
modelo evolutivo de aa acima citados. Utilizamos o programa Tracer v.1.7.2 (Rambaut et al.,
2018) para conferir a qualidade dos resultados a partir dos valores de ESS (Effective Sample
Size) maior que 200. As primeiras 5.000 geracdes foram descartadas como burn-in e a arvore

consenso foi examinada no programa FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2012).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Identificagdo de genes MAPR em diferentes linhagens de plantas

Para abordar os processos envolvidos na evolucdo das proteinas MAPR em
plantas, noés realizamos uma pesquisa nos bancos de dados genémicos de 20 espécies de
Viridiplantae, incluindo: Ostreococcus lucimarinus e Volvox carteri (Chlorophyta); Chara
braunii (Charales); Marchantia polymorpha (Marchantiophyta); Physcomitrium patens e
Sphagnum magellanicum (Bryophyta); Selaginella moellendorffi (Lycophyta); Ceratopteris
richardii (Monilophyta); Thuja plicata Donn ex D.Don (Acrogymnospermae); Nymphaea
colorata Peter e Amborella trichopoda Baill. (Magnoliophyta basal); Oryza sativa L.
(Monocotiledonea); Aquilegia coerulea E.James (Eudicotiledonea basal, Ranunculales);
Kalanchoe laxiflora Baker e Amaranthus hypochondriacus L. (Eudicotiledonea,
Caryophyllales); Solanum lycopersicum L. e Olea europaeae L. (Eudicotiledonea, Asteridea);
Vitis vinifera L., Cucumis sativus L. e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Eudicotiledénea,
Rosidea); bem como duas espécies de Rhodophyta, Porphyra umbilicalis e Galdieria
sulfuraria. O numero de paralogos variou entre as espécies de Viridiplantae (3-10), sendo a
espécie Olea europaea a que apresentou o maior numero de pardlogos (10), seguida por
Kalanchoe laxiflora (8) e Thuja plicata (7) (Material Suplementar 1). O menor ntimero de
copias foi observado nas espécies de Rhodophyta (2) seguido das plantas verdes Volvox
carteri (3), Marchantia polymorpha (3), Ceratopteris richardii (3), Aquilegia coerulea (3);
Vitis vinifera (3).

As analises apontaram para diversas sequéncias idénticas: Smol e Atr3 de
Selaginella moellendorffi Hieron. e Amborella trichopoda Baill.; Smo2 e Smo3 de S.

moellendorffi; Kla3 e Kla4, Kla5 e Kla6 de K. laxiflora; e Oeul, Oeu2 e Oeu3 de O.
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europeae. Este fendmeno pode estar indicando uma pressao seletiva forte para a manutencao
destes dominios de ligacdo, além de poder sugerir, também, duplicacGes recentes que nao
tiveram tempo para acumular mutacdes. Estes resultados ainda sido muito incipientes para
rejeitar ou aceitar as hipéteses, mas podem servir para termos um panorama inicial sobre
possiveis processos que permeiam a evolucdo destes genes. Os resultados sugerem as essas

proteinas estdo presentes em todas as linhagens de plantas.

2.3.2 Andlise filogenética das proteinas MAPR

Os resultados da reconstrucao filogenética utilizando o método de ML indicam
que os homélogos das proteinas MAPR em plantas se encontram divididos majoritariamente
em pelo menos trés agrupamentos distintos. O resultado da analise filogenética (Fig. 3) aponta
uma duplicacdo e divergéncia ancestral que originou os PGRMC dos eumetazoarios
(incluindo genes homdlogos humanos, de insetos e de cnidarios). Aponta também uma
duplicacdo posterior que origina dois grupos divergentes de homologos onde estdo inseridos
genes NEUFC e NENF de organismos eumetazoarios.

Nas plantas, os genes estdao presentes nestes dois agrupamentos de divergéncia
mais recente, e em ambos, a arvore indica divergéncias exclusivas de organismos vegetais que
inclui genes de Charophyta e plantas terrestres, configurando um ramo de homoélogos NENF
(Grupo A) com uma maior diversificacio e outro de homoélogos NEUFC (Grupo B),

relativamente menor, detalhados a seguir:
Grupo A ou Homélogos NENF-like

Os resultados indicam uma grande diversificagdo neste agrupamento que
concentrou mais paralogos dentro dos genomas das espécies vegetais. A arvore filogenética
(Fig. 3) indica uma provavel duplicacdao antiga que deu origem a dois subgrupos divergentes
dentro deste agrupamento: Al e A2.

Estdo presentes no subgrupo A1, genes de todos os clados das plantas
representados na andlise, exceto algas verdes (Chlorophyta e Charophyta) e vermelhas
(Rhodophyta). Chama atencao que seis dos sete paralogos de T. plicata (Acrogymnospermae)
se encontram neste agrupamento, assim como quatro dos dez paralogos de O. europeae
(Asteridea). Entretanto, apenas um dos seis paralogos de Oryza sativa (Monocotiledonea)
encontra-se em Al. Neste agrupamento também se encontra o gene Ath2 de A. thaliana,

utilizado como isca no resgate de sequéncias (Tab. 1).
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Quanto ao subgrupo A2, assim como o anterior, abarca pelo menos um homélogo
presente de cada clado estudado a partir de, pelo menos, Marchantiophyta, exceto pelas algas
verdes e vermelhas (Tab. 2). Nas Caryophyllales estudadas, quatro de seis paralogos de K.
laxiflora e trés de quatro paralogos de Amaranthus hypochondriacus L. estdo neste
agrupamento. Em O. sativa, quatro dos seis pardlogos encontram-se neste agrupamento.
Chamo atencdo, também, que a maioria dos paradlogos (entre 3 e 4) das espécies de briofitas
estudadas, Physcomitrium patens (Hedw.) Mitt. e Sphagnum magellanicum Brid., esta neste
agrupamento. Entretanto, somente um dos sete paralogos de T. plicata foi inserido neste
clado. Aqui também se encontram os paralogos de A. thaliana, Ath5 e Ath3, também

conhecidos como MSBP1 e MSBP2 respectivamente.
Grupo B ou Homologos NEUFC-like

Este grupo possui uma menor diversidade comparada aos agrupamentos
anteriores, e um menor nimero de pardlogos nas espécies estudadas. Os resultados indicam
que possa estar presente de algas vermelhas até Monocotiledonea, rosideas e asterideas,
apresentando maior nimero de paralogos (2) nas espécies de Bryophyta e Caryophyllale
estudadas. Ademais, parece estar ausente na Acrogymnosperma estudada, T, plicata (Tab. 3).

O gene Ath4 de A. thaliana encontra-se neste grupo.
Algas (Rhodophyta, Charophyta e Chlorophyta)

Dentre as algas Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes),
alguns homdlogos das espécies estudadas estdo incluidos no grupo dos homoélogos NEUFC,
apesar de fora do grupo especifico B, sendo os genes homologos Gsu2 e Pum?2, das algas
vermelhas Galdieria sulphuraria e Porphyra umbilicalis respectivamente, mais
proximamente relacionados dos homologos NEUFC de eumetazoarios. Os trés homologos
presentes na alga verde Chlorophyta, Volvox carteri f. hazenii (J.Metzner) H.Nozaki,
encontram-se neste agrupamento, Vcal e Vca2 mais relacionados aos homologos de fungos e
Vca3, relacionado com os genes de insetos FFLY3 e APIS2, de Drosophila melanogaster
(mosca de fruta) e de Apis mellifera (abelha europeia) respectivamente.

Os outros dois homologos de algas vermelhas, Gsul e Pum1 localizam-se em um
ramo a parte na topologia da arvore, entre os homélogos PGRMC e NENF estdo relacionados
mais proximamente ao gene FFLY4 de Drosophila melanogaster.

Os resultados gerados pela analise de BAY (Material Suplementar 3) foram

congruentes com o padrdao geral observado na arvore de ML, com algumas diferencas



53

pontuais. Estas diferencas se ddo majoritariamente pelo fato de que a topologia da arvore de
BAY retornou varias relacdes nao resolvidas entre genes, resultando em politomias. Isto pode
ter se dado pela natureza bem conservada das sequéncias de aminoacidos desta familia génica
e pode indicar um baixo actimulo de variagcdes/mutacdes. No entanto, os resultados
corroboram os agrupamentos identificados nos resultados da ML e descritos anteriormente
(Tab. 1-3).

Uma das diferencas entre os resultados das analises, com relacdo ao Grupo A, é a
relacdo deste com os homologos opistocontes NENF e PGRMC que ndo ficou bem resolvida
na BAY e resultou em uma politomia. Com relagcdo aos genes que fazem parte deste grupo,
somente uma divergéncia entre as duas metodologias foi observada para o gene Smo4 de S.
moellendorffi, que na arvore BAY aparece fora dos dois subgrupos identificados 1 e 2, mas
ainda inserido no Grupo A (Tab. 1).

Também houve uma pequena divergéncia entre as duas analises com relacdao aos
genes da alga V. carteri, Vcal e Vca2, indicados como integrantes do grupo B na arvore ML,
e que na BAY a sua relacdo com os outros homélogos integrou a politomia e ndo ficou bem
resolvida (Tab. 3). Quanto aos homoélogos de algas vermelhas, Gsul e Puml que a ML
indicou como relacionados mais proximamente ao gene de inseto, FFLY4, na arvore BAY
integraram a politomia de relacdes nao resolvidas também. Entretanto, € interessante destacar
que esta analise corroborou com a relagdo de parentesco proximo entre Vca3, e os genes de
insetos, FFLY3 e APIS2, apontadas pela ML. Ademais, os resultados desta analise

corroboram com a topologia geral da arvore de ML (Tab. 1).
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Figura 3: Reconstrucao filogenética das proteinas MAPR em Viridiplantae e Opisthokonta. Abreviagoes das
espécies estdo de acordo com os materiais suplementares 1 e 2. A arvore foi gerada pelo método de maxima
verossimilhanca (ML) no servidor IQTree com 10.000.000 de réplicas de bootstrap. Cor verde dos ramos da
arvore indicam homélogos de plantas terrestres e algas verdes, cor vermelha indica homélogos de algas
vermelhas. Cores dos clados (destaque) representam homologos pertencentes aos trés genes ancestrais descritos
por Hehenberger et al (2020). Legenda: Azul claro: homélogos PGRMC; Azul escuro: homélogos NENF;
Laranja: homologos NEUFC. Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 1: Tabela de genes homologos do agrupamento A1, de acordo com resultados da ML (Figura 3) e BAY (Material Suplementar 3) Fonte: Elaborado pelo autor

Espécie Cédigo  Cédigo (analises) Gene Clado/Filogenia
Marchantia polymorpha Mpol MpolPGRMC1Marchan ** Mapoly0146s0039.1 Marchantiophyta
Physcomitrium patens Ppal PpalBryo ** Pp3cl_15400V3.1 Bryophyta
Sphagnum magellanicum Smal SmalPGRMCI1Bryo ** Sphmag03G044500.1.p Bryophyta
Selaginella moellendorffi Smo2 Smo2Lyco ** 272366(PAC:15403020) Lycophyte
Smo3 Smo3Lyco ** 228191(PAC:15405464)
Smo4 Smo4Lyco* 58069(PAC:15404061)
Ceratopteris richardii Cril CrilPGRMC1FernMoni ** Ceric.25G021300.1.p Monilophyta (aquatica)
Thuja plicata Tpll Tpl1IPGRMC1AcroGym ** Thupl.29379080s0005.1.p Acrogymnospermae
Tpl2 Tpl2AcroGym ** Thupl.29071727s0001.1.p
Tpl3 Tpl3AcroGym ** Thupl.29382101s0001.1.p
Tpl4 Tpl4AcroGym ** Thupl.29379080s0007.1.p
Tpl5 Tpl5AcroGym ** Thupl.28850574s0001.1.p
Tpl6 Tpl6AcroGym ** Thupl.29379882s0003.1.p
Nymphaea colorata Ncol NcolAngioBasal ** NC3G0228590.1 Nymphaeales/Magnoliophyta basal
Amborella trichopoda Atrl Atrl1AngioBasal ** PAC:31572080 Amborellales/Magnoliophyta basal
Oryza sativa Osal OsalMonocot ** LOC_0s02g55060.1 Monocotiledonea
Aquilegia coerulea Acol AcolEuBasal ** Aqcoe7G347700.1.p Eudicotiledénea basal
Kalanchoe laxiflora Klal KlalEuCaryo ** Kalax.0292s50024.1.p Eudicotiledénea Caryophyllalles
Kla2 Kla2EuCaryo ** Kalax.0014s0136.1.p
Amaranthus hypochondriacus ~ Ahyl AhylEuCaryo ** AHO018995-RA Eudicotiledonea Caryophyllalles
Solanum lycopersicum Sly1l SlylPGRMCI1EuAsterid1 ** Solyc08g029160.1.1 Eudicotiledonea Asteridea I
Olea europeae Oeul OeulPGRMCI1EuAsterid2 ** 0eu060654.1 Eudicotiledonea Asteridea IT
Oeu2 Oeu2PGRMCI1EuAsterid2 ** Oeu(048544.1
Oeu3 Oeu3PGRMC1EuAsterid2 ** Oeu048543.1
Oeu4d Oeu4dPGRMC1EuAsterid2 ** 0Oeu006859.1
Vitis vinifera Vvil VvilPGRMC1EuRosidB ** VIT_204s0008g06870.1 Eudicotiledénea Rosidea basal
Cucumis sativus Csal CsalEuRosidl ** Cucsa.162900.1 Eudicotiledénea Rosidea I
Csa2 Csa2EuRosidl ** Cucsa.162910.1
Arabidopsis thaliana Ath2 Ath2EuRosid2 ** AT2G24940.1 Eudicotiledénea Rosidea II

** Sustentado pelos resultados da ML e BAY

*Sustentado pelos resultados da ML
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Tabela 2: Tabela de genes homologos do agrupamento A2, de acordo com resultados da ML (Figura 3) e BAY (Material Suplementar 3) Fonte: Elaborado pelo autor

Espécie Cadigo Cédigo (Analises) Gene Clado/Filogenia
Marchantia polymorpha Mpo2 Mpo2MSBP1relatedMarchan ** Mapoly0033s0005.1 Marchantiophyta
Physcomitrium patens Ppa2 Ppa2MSBP1relatedBryo ** Pp3c7_25400V3.1 Bryophyta
Ppa3 Ppa3MSBP1relatedBryo ** Pp3c1_6930V3.1
Ppa4 PpadMSBP1relatedBryo ** Pp3c2_30040V3.1
Sphagnum magellanicum Sma2 Sma2PGRMC1Bryo ** Sphmag16G046200.1.p Bryophyta
Sma3 Sma3PGRMC1Bryo ** Sphmag17G075600.1.p
Sma4 Sma4PGRMC1Bryo ** Sphmag12G040100.1.p
Smab Sma5PGRMC1Bryo ** Sphmag19G064400.1.p
Selaginella moellendorffi Smol SmolMSBP1relatedLyco ** 19427(PAC:15403467) Lycophyte
Ceratopteris richardii Cri2 Cri2MSBP1FernMoni ** Ceric.18G079200.1.p Monilophyta (aquética)
Thuja plicata Tpl7 Tpl7MSBP1relatedAcroGym ** Thupl.29380711s0003.1.p  Acrogymnospermae
Nymphaea colorata Nco2 Nco2AngioBasal ** NC1G0129340.1 Nymphaeales/Magnoliophyta basal
Nco3 Nco3AngioBasal ** NC12G0095020.1
Amborella trichopoda Atr2 Atr2AngioBasal ** PAC:31558316 Amborellales/Magnoliophyta basal
Atr3 Atr3MSBP1relatedAngioBasal ** PAC:31568685
Oryza sativa Osa2 Osa2Monocot ** LOC_0s03g20470.1 Monocotiledonea
Osa3 Osa3Monocot ** LOC_0Os10g35850.1
Osa4 Osa4Monocot ** LOC_0Os10g35870.1
Osa5 Osa5Monocot ** LOC_0s02g42740.1
Aquilegia coerulea Aco2 Aco2MSBP1relatedEuBasal ** Aqcoe7G039800.1.p Eudicotiledonea basal
Kalanchoe laxiflora Kla3 Kla3MSBP1relatedEuCaryo ** Kalax.0519s0021.1.p Eudicotiledonea Caryophyllalles
Kla4 Kla4EuCaryo ** Kalax.1877s0002.1.p
Kla5 Kla5EuCaryo ** Kalax.0195s0056.1.p
Kla6 Kla6EuCaryo ** Kalax.0178s0018.1.p
Amaranthus Ahy2 Ahy2EuCaryo ** AHO016635-RA Eudicotiledénea Caryophyllalles
hypochondriacus Ahy3 Ahy3MSPB1relatedEuCaryo ** AHO012375-RA
Ahy4 Ahy4EuCaryo ** AHO019485-RA
Solanum lycopersicum Sly2 Sly2EuAsteridl ** Solyc04g049790.3.1 Asteridea I
Sly3 Sly3MSBP1relatedEuAsteridl ** Solyc03g025950.4.1
Sly4 SlydAMSBP1relatedEuAsteridl ** Solyc06g035870.3.1
Olea europeae Oeu5 OeuSMSBP1relatedEuAsterid2 ** Oeu021780.1 Asteridea II
Oeub Oeu6PGRMC1EuAsterid2 ** Oeu056242.1
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Oeu?7 Oeu7MSBP1relatedEuAsterid2 ** 0Oeu062758.1
Oeu8 Oeu8EuAsterid2 ** Oeu060741.1
Oeud 0Oeu9PGRMC1EuAsterid2 ** Oeu024232.1
Vitis vinifera Vvi2 Vvi2MSBP1relatedEuRosidB ** VIT_216s0100g01280.1 Eudicotiledonea Rosidea basal
Cucumis sativus Csa3 Csa3EuRosid1 ** Cucsa.337260.1 Eudicotiledonea Rosidea I
Csa4d Csa4MSBP1EuRosid1 ** Cucsa.313970.1
Arabidopsis thaliana Ath5 Ath5MSBP1EuRosid2 ** AT5G52240.1 Eudicotiledénea Rosidea II
Ath3 Ath3MSBP2EuRosid2 ** AT3G48890.1

** Sustentado pelos resultados da ML e BAY

Tabela 3: Tabela de genes homoélogos do agrupamento B, de acordo com resultados da ML (Figura 3) e BAY (Material Suplementar 3) Fonte: Elaborado pelo autor

*Sustentado pelos resultados da ML

Espécie Codigo  Cddigo (Analises) Gene Clado/Filogenia
Porphyra umbilicalis Pum?2 Pum?2AlgaRhodo ** Pum0461s0014.1.p Rhodophyta
Galdieria sulphuraria Gsu?2 Gsu2AlgaRhodoX ** EME29146 Rhodophyta (extremdfila)
Volvox Carteri Vcal VcalAlgaChloro * Vocar.0001s0177.1.p Chlorophyta
Vca2 Vca2AlgaChloro * Vocar.0001s0675.1.p
Vca3 Vca3NEUFCAIlgaChloro ** Vocar.0019s0033.1.p
Marchantia polymorpha Mpo3 Mpo3NEUFCMarchan ** Mapoly0115s0059.1 Marchantiophyta
Physcomitrium patens Ppa5 Ppa5SBryo ** Pp3c21_2980V3.1 Bryophyta
Ppa6 Ppa6NEUFCBryo ** Pp3c18_20590V3.1
Sphagnum magellanicum Sma6 Sma6NEUFCBryo ** Sphmag06G108300.1.p Bryophyta
Selaginella moellendorffi Smo5 Smo5NEUFCLyco ** 75872(PAC:15415959) Lycophyte
Ceratopteris richardii Cri3 Cri3NEUFCFernMoni ** Ceric.02G053600.1.p Monilophyta (aquética)
Nymphaea colorata Nco4 Nco4AngioBasal ** NC1G0181340.1: Nymphaeales/Magnoliophyta basal
Amborella trichopoda Atr4 AtrdANEUFCrelatedAngioBasal ** PAC:31573406 Amborellales/Magnoliophyta basal
Oryza sativa Osab Osa6Monocot ** LOC_0s03g10790.1 Monocotileddnea
Aquilegia coerulea Aco3 Aco3EuBasal ** Aqcoe1G155400.1.p Eudicotiledénea basal
Kalanchoe laxiflora Kla7 Kla7ZNEUFCEuCaryo ** Kalax.0366s0032.1.p Eudicotiledénea Caryophyllalles
Kla8 KlaBNEUFCEuCaryo ** Kalax.0008s0031.1.p
Solanum lycopersicum Sly5 SlySNEUFCEuAsterid1 ** Solyc07g044830.3.1 Asteridea I
Olea europeae OeulO OeulONEUFCEuAsterid2 ** Oeu011642.1 Asteridea II
Vitis vinifera Vvi3 Vvi3NEUFCEuRosidB ** VIT_202s0012g02780.1 Eudicotiledonea Rosidea basal
Cucumis sativus Csab CsaS5NEUFCEuRosid1 ** Cucsa.058560.1 Eudicotiledonea Rosidea I
Arabidopsis thaliana Ath4 Ath4EuRosid2 ** AT4G14965.1 Eudicotiledénea Rosidea IT

** Sustentado pelos resultados da ML e BAY

*Sustentado pelos resultados da ML
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2.4 DISCUSSAO

As arvores resultantes das reconstrucoes filogenéticas ML e BAY revelam uma
forte homologia entre as sequencias (henberger et al., 2020), indicam que os homélogos se
encontram divididos majoritariamente em pelo menos trés agrupamentos distintos. A
topologia das ML corrobora com os resultados anteriores que sugerem os genes PGRMC,
encontrados em eumetazoarios (humanos, insetos, cnidarios), como os homologos mais
proximos do gene ancestral. Os homologos das plantas verdes estdo ausentes neste
agrupamento, o que pode indicar uma possivel perda génica. Estes homologos PGRMC, em
animais, sdo proteinas multifuncionais, com uma lista de fungdes que passa pelo
envolvimento na sintese de esteroides e heme, transportes de membrana, regulacao
metabdlica, resposta a progesterona e a conferéncia de anti-apoptose atribuida a ligacdao com a
progesterona (Ryu, Klein e Zanger, 2017; Hehenberger et al., 2020).

Além disso, as andlises evidenciam divergéncias especificas de homologos de
plantas terrestres (Material Suplementar 4) que neste artigo chamamos Grupo A e Grupo B.
Enquanto ambas as arvores de ML e BAY concordam com a presenca do Grupo B junto aos
homodlogos NEUFC, houve divergéncias quanto a relacdo do Grupo A e outros homologos. A
relacdo deste grupo e outros homologos ndo ficou bem resolvida na arvore BAY, entretanto, a
topologia da arvore de ML sugere relacdo mais proxima deste grupo com os homdlogos
NENF.

Evidéncias levaram a hipotese de que a divergéncia que originou os ancestrais
NENF e NEUFC se deu mais recentemente em relacio ao PGRMC (Ryu, Klein e Zanger,
2017; Hehenberger et al., 2020) e nossos resultados corroboram com esta hipotese. A
topologia da arvore ML sugere que a origem da duplicacdo que acarretou a divergéncia dos
paralogos ancestrais NENF e NEUFC parece ser anterior a diversificagdo exclusiva que
vemos nos homologos vegetais.

As sequéncias de plantas estudadas foram agrupadas majoritariamente em trés
agrupamentos maiores, resultados corroborados pela topologia da arvore de BAY.
Configurando, assim, um agrupamento de homélogos de plantas similares ao NENF (Grupo
A), mais numeroso e que pode ser dividido em dois subgrupos (Al e A2), e outro de
homologo de plantas similares ao NEUFC (Grupo B), relativamente menor. As fungdes dos
homologos NENF e NEUFC de opistocontes sdo relativamente menos conhecidas que
PGRMC, mas ha evidéncias de que possam ser secretores de fatores neurotréficos (Ryu, Klein

e Zanger, 2017).
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Entre os homdlogos de plantas mais proximos dos homélogos NENF conhecidos
(grupo A), ha indicios de que possa ter havido uma divergéncia, originando os dois subgrupos
Al e A2 (Tab. 1-2). Em humanos, NENF faz parte dos circuitos que controlam apetite,
obesidade e ansiedade e ja foi relacionado a diversos estudos de cancer.

Chama atencdo que seis dos sete paralogos de T. plicata (Acrogymnospermae) e
quatro dos dez paralogos de O. europeae (Asteridea) encontram-se em A1, enquanto apenas
um dos seis paralogos de O. sativa (Monocotiledonea) se encontram neste agrupamento.
Sugerindo que estes homoélogos possam ser mais importantes para as estratégias fisioldgicas
destas duas espécies em relacdo a outras O. sativa, que se reflete na diversidade desses
homologos. Diferencas no nimero de cépias génicas sao frequentemente refletidas em
diferencas no tamanho das familias génicas entre espécies, e em muitos casos, a variacdo do
nimero de pardlogos pode ter consequéncias funcionais relevantes (Ames et al., 2012). E
interessante pontuar que, nas duas espécies de Caryophyllales estudadas, a maior parte dos
paralogos estavam no subgrupo A2. Somente um dos sete paralogos de T. plicata se encontra
neste subgrupo, junto com quatro dos seis paralogos de O. sativa (Tab. 1-2). Chama atencao,
também, a auséncia de genes de algas no grupo A, indicando a possibilidade destes
homoélogos configurarem uma diversificacdo que ocorreu a partir das briofitas.

Os resultados das andlises filogenéticas indicam que os genes Ath5 e Ath3, que
codificam para proteinas conhecidas como MSBP1 e MSBP2 descritas para A. thaliana,
encontram-se junto a outros genes no subgrupo A2. Ath5 codifica uma proteina de 220
aminoacidos que se liga com alta afinidade a progesterona e menor afinidade a outros
esteroides. Em A. thaliana, funciona como um regulador negativo do elongamento celular.
Plantas transgénicas que superexpressam este gene, desenvolveram hipocétilos mais curtos e
uma maior capacidade de ligacdo a esteroides em fracdes de membrana. Quanto as plantas
transgénicas que possuiam sub-expressdo deste gene, apresentaram hipocétilos longos e
reducdo da capacidade de ligacdo a esteroides (Yang, Xu e Xue, 2005; Iino et al., 2007).

Ha evidéncias que levam os pesquisadores a hipotese de que estas proteinas de
membrana se ligam a esteroides que estimulam o elongamento celular, prevenindo que estes
se liguem aos seus sitios de ligacdo. Além disso, a expressao de MSBP1 no hipocétilo de A.
thaliana foi suprimida na auséncia e ativada na presenca de luz (Yang, Xu e Xue, 2005;
Janeczko, Kocurek e Marcinska, 2012). Também foi demonstrado que MSBP1 esta envolvida
na redistribuicdo de auxina, regulacdo de tropismo e sinalizagdo de brassinosterdides em A.

thaliana (Yang, Song e Xue, 2008; Song et al., 2009).
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Os homologos de plantas mais préximos dos homoélogos NEUFC conhecidos
(Grupo B) sdo relativamente menos numerosos nas espécies estudadas, em geral, ha a
presenca de um paralogo por espécie, com excecdo da Bryophyta, P. patens, e da angiosperma
Caryophyllalles, K. laxiflora cada uma com dois paralogos neste grupo. Além disso, parece
estar ausente em Acrogymnospermas, o que pode indicar uma possivel perda génica. Os
homdlogos NEUFC de vertebrados estdao implicados com reacdes do Citocromo P450,
esteroidogenese e processos de neurobiologia (Ryu, Klein e Zanger, 2017; Hehenberger et al.,
2020).

Houve incertezas com relacdo as relacdes dos homélogos de algas Chlorophyta e
Charophyta. Alguns resultados curiosos, porém, chamam aten¢do, pois foram similares em
ambas as analises, como a relacao de similaridade proxima entre Vca3 (V. Carteri) e os genes
de insetos FFLY3 e APIS2. E importante pontuar que estes resultados podem, também ser
artefato do problema de atragdo de bragos longos (long-branch attraction), na qual dois taxa
divergentes com comprimentos de bracos longos, que podem estar refletindo acimulos de
mutacgoes/diferencas sdo inferidas como parentes proximos devido a evolucdo convergente de
um dado caractere (Susko e Roger, 2021)

Ademais, as relagdes nao resolvidas da analise de BAY (politomias) deixam
algumas lacunas. Com relacdo as algas, os resultados apresentados devem ser interpretados
com cautela, jd que algumas espécies como Ostreococcus lucimarinus e Chara braunii
possuem baixa cobertura genomica e, por conta disso, algumas sequéncias tiveram que ser
excluidas das andlises pelo fato de encontrarmos apenas as sequéncias parciais destes genes
(Material Suplementar 1). Além disso, alguns destes genes estdao anotados como putativos e
sua expressdo em tecidos vegetais ndo foi demonstrada, o que nos leva a ndo descartar a

hipotese de serem pseudogenes.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Parece haver uma forte homologia entre as proteinas desta familia génica, os
resultados que tivemos indicam que ha divergéncias exclusivas dentro dos clados de plantas
verdes. O baixo suporte de alguns ramos e as politomias resultantes podem indicar uma
natureza bem conservada das sequéncias de aminoacidos desta familia génica, como
observado para vertebrados (Kimura et al., 2012). O baixo acimulo das varia¢cdes/mutacoes
pode indicar uma forte pressdo seletiva para que os dominios sejam mantidos, o que,
consequentemente, pode estar indicando, também, a manutencao das diferentes funcoes entre

grupos divergentes de genes.
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Apesar do crescente interesse nos homoélogos de vertebrados desta familia génica,
os homologos de plantas encontram-se ainda pouco explorados. Este trabalho forneceu uma
visdo inicial mais geral para que possamos tracar algumas hipdteses para novos estudos,
necessarios para compreender melhor o papel destas proteinas em plantas e sua relacdo com

as funcdes fisiologicas da progesterona e outros esteroides nestes organismos.
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Material Suplementar 1: Sequéncias de homologos de organismos Viridiplantae utilizadas
nas analises resgatadas das bases de dados Phytozome e EnsemblPlants:

Espécie Codigo Gene (Phytozome, Ensembl Plants)
Porphyra umbilicalis Pum1PGRMC1AlgaRhodo Pum2051s0001.1.p
(Rhodophyta)
Pum2AlgaRhodo Pum0461s0014.1.p
Galdieria sulphuraria GsulAlgaRhodoX EME31869
(Rhodophyta, extremofila)
Gsu2AlgaRhodoX EME29146
Ostreococcus lucimarinus OlulAlgaChloro AB096123
(Chlorophyta basal)
Olu2* ABO094361
Olu3* AB094361
Volvox carteri VcalAlgaChloro Vocar.0001s0177.1.p
(Chlorophyta)
Vca2AlgaChloro Vocar.0001s0675.1.p
Vca3NEUFCAlgaChloro Vocar.0019s0033.1.p
Chara braunii Cbr1AlgaCharophyta GBG75004
(Charales)
Cbr2AlgaCharophyta GBG62476
Cbr3* GBG61145
Cbr4* GBG75004
Marchantia polymorpha Mpo1PGRMC1Marchan Mapoly0146s0039.1 (PGRMC1_2)
(Marchantiophyta)
Mpo2MSBP1relatedMarchan Mapoly0033s0005.1 (MSBP1-related)
Mpo3NEUFCMarchan Mapoly0115s0059.1 (neuferricin)
Physcomitrium patens PpalBryo Pp3cl_15400V3.1
(Bryophyta)
Ppa2MSBP1relatedBryo Pp3c7_25400V3.1
Ppa3MSBP1relatedBryo Pp3cl_6930V3.1
PpadMSBP1relatedBryo Pp3c2_30040V3.1
Ppa5Bryo Pp3c21_2980V3.1
Ppa6NEUFCBryo Pp3c18_20590V3.1
Sphagnum magellanicum SmalPGRMC1Bryo Sphmag03G044500.1.p -2
(Bryophyta)
Sma2PGRMC1Bryo Sphmag16G046200.1.p -2
Sma3PGRMC1Bryo Sphmag17G075600.1.p -2,3
Sma4PGRMC1Bryo Sphmag12G040100.1.p
Sma5PGRMC1Bryo Sphmag19G064400.1.p
Sma6NEUFCBryo Sphmag06G108300.1.p
Selaginella moellendorffi Smo1MSBP1relatedLyco 19427(PAC:15403467), MSBP1
(Lycophyta)
Smo2Lyco 272366(PAC:15403020)
Smo3Lyco 228191(PAC:15405464)
Smo4Lyco 58069(PAC:15404061),msbp2
Smo5NEUFCLyco 75872(PAC:15415959)msbp4
Ceratopteris richardii CrilPGRMC1FernMoni Ceric.25G021300.1.p
(Monilophyta, aquética)
Cri2MSBP1FernMoni Ceric.18G079200.1.p
Cri3NEUFCFernMoni Ceric.02G053600.1.p
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Thuja plicata
(Acrogymnospermae)

Tpl1IPGRMC1AcroGym Thupl.29379080s0005.1.p
Tpl2AcroGym Thupl.29071727s0001.1.p
Tpl3AcroGym Thupl.29382101s0001.1.p
Tpl4AcroGym Thupl.29379080s0007.1.p
Tpl5AcroGym Thupl.28850574s0001.1.p
Tpl6AcroGym Thupl.29379882s0003.1.p

Tpl7MSBP1relatedAcroGym

Thupl.29380711s0003.1.p

Nymphaea colorata NcolAngioBasal NC3G0228590.1:cds
(Magnoliophyta, basal)
Nco2AngioBasal NC1G0129340.1:cds
Nco3AngioBasal NC12G0095020.1:cds
Nco4AngioBasal NC1G0181340.1:cds
Amborella trichopoda evm_27.TU.AmTr_v1.0_scaffold00019.45
(Magnoliophyta, basal) AtrlAngioBasal (PAC:31572080)
evim_27.TU.AmTr_v1.0_scaffold00101.58
Atr2 AngioBasal (PAC:31558316)

Atr3MSBP1related AngioBasal

evim_27.TU.AmTr_v1.0_scaffold00009.339
(PAC:31568685)

AtrdNEUFCrelated AngioBasal

evim_27.TU.AmTr_v1.0_scaffold00068.184
(PAC:31573406)

Oryza sativa OsalMonocot LOC_0s02g55060.1
(Monocotiledonea)
Osa2Monocot LOC_0s03g20470.1
Osa3Monocot LOC_0Os10g35850.1
Osa4Monocot LOC_0Os10g35870.1
Osa5Monocot LOC_0s02g42740.1
Osa6Monocot LOC_0s03g10790.1
Aquilegia coerulea AcolEuBasal Aqcoe7G347700.1.p

(Eudicotiledonea basal,

Aco2MSBP1relatedEuBasal

Ranunculales) Aqcoe7G039800.1.p
Aco3EuBasal Aqcoe1G155400.1.p

Kalanchoe laxiflora KlalEuCaryo Kalax.0292s0024.1.p

(Eudicotiledonea, Pentapetelae,

Caryophyllales) Kla2EuCaryo Kalax.0014s0136.1.p

Kla3MSBP1relatedEuCaryo

Kalax.0519s0021.1.p

Kla4EuCaryo Kalax.1877s0002.1.p
Kla5EuCaryo Kalax.0195s0056.1.p
Kla6EuCaryo Kalax.0178s0018.1.p
Kla7ZNEUFCEuCaryo Kalax.0366s0032.1.p
Kla8BNEUFCEuCaryo Kalax.0008s0031.1.p
Amaranthus hypochondriacus | Ahy1EuCaryo AHO018995-RA
(Eudicotiledonea, Pentapentale,
Caryophyllales) Ahy2EuCaryo AHO016635-RA

Ahy3MSPB1relatedEuCaryo

AHO012375-RA

Ahy4EuCaryo AHO019485-RA
Solanum lycopersicum ITAG4.0 |Sly1PGRMC1EuAsteridl Solyc08g029160.1.1
(Eudicotiledonea, Asteridea I)

Sly2EuAsterid1 Solyc04g049790.3.1

Sly3MSBP1relatedEuAsterid1

Solyc03g025950.4.1
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SlyAMSBP1relatedEuAsterid1

Solyc06g035870.3.1

SlySNEUFCEuAsterid1 Solyc07g044830.3.1
Olea europaae OeulPGRMCI1EuAsterid2 0Oeu060654.1
(Eudicotiledonea, Asteridea II)

Oeu2PGRMCI1EuAsterid2 Oeu048544.1

Oeu3PGRMCI1EuAsterid2 Oeu048543.1

Oeud4PGRMCI1EuAsterid2 0eu006859.1

Oeu5MSBP1relatedEuAsterid2

0Oeu021780.1

Oeu6PGRMC1EuAsterid2

Oeu056242.1

Oeu7MSBP1relatedEuAsterid2

Oeu062758.1

(Eudicotiledonea Rosidea)

Oeu8EuAsterid2 Oeu060741.1
0eu9PGRMC1EuAsterid2 Oeu024232.1
Oeul0ONEUFCEuAsterid2 Oeu011642.1

Vitis vinifera VvilPGRMC1EuRosidB VIT_204s50008g06870.1

Vvi2MSBP1relatedEuRosidB

VIT_216s0100g01280.1

Vvi3NEUFCEuRosidB VIT_202s0012g02780.1
Cucumis sativus CsalEuRosid1 Cucsa.162900.1
(Eudicotiledonea, Rosidea I)

Csa2EuRosid1 Cucsa.162910.1

Csa3EuRosid1 Cucsa.337260.1

Csa4MSBP1EuRosid1 Cucsa.313970.1

Csa5NEUFCEuRosid1 Cucsa.058560.1
Arabidopsis thaliana Ath2EuRosid2 AT2G24940.1
(Eudicotiledonea, Rosidea II)

AthSMSBP1EuRosid2 AT5G52240.1

Ath3MSBP2FEuRosid2 AT3G48890.1

Ath4EuRosid2 AT4G14965.1

* Sequéncias excluidas da anélise por apresentarem anotacdo parcial nas bases de dados

Phytozome, Ensembl e NCBI.
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Material Suplementar 2: Sequéncias de homologos de organismos Opisthokonta utilizadas
nas analises resgatadas das bases de dados EnsemblFungi e EnsemblMetazoa.

Espécie Cédigo Gene (Ensembl)
Paramicrosporidium saccamoebae
(Fungi, basal) FUNGIPsalBasal PJF17444
Rhizoclosmatium globosum FUNGIRgl1 ORY43412
(Fungi, Chytridiomycota)
FUNGIRgI2 ORY48454
FUNGIRgl3* ORY49194
FUNGIRgl4 ORY48455
Saccharomyces cerevisiae
(Funghi, Ascomycote) YEASToDAP1 YPL170W
Aspergillus nidulans FUNGIAniloDAP1put CBF76435
(Funghi,Ascomycote)
FUNGIAnRi2 CBF88452
FUNGIAni3 CBF77749
Amanita muscaria FUNGIAmulBasidio KIL58663
(Fungi, Basidiomycote)
FUNGIAmu2Basidio KIL57771
Puccinia graminis FUNGIPgr1Basidio EFP76928
(Fungi, Basidiomycote)
FUNGIPgr2Basidio EFP92980
FUNGIPgr3Basidio EFP93886
Amphimedon queenslandica
(Metazoa, basal) METAZOABasalAqul Aqu2.1.29877_001
Trichoplax adhaerens EUMETAPLACOZOA1* TriadP16260
(Eumetazoa, basal)
EUMETAPLACOZOA2 TriadP56832
Actinia equina EUMETACNIDAeql EGACTEQ4350028220-PA
(B s nae-o A, G EUMETACNIDAeq2 EGACTEQ4350035472-PA
EUMETACNIDAeq3 EGACTEQ4350015310-PA
EUMETACNIDAeq4 EGACTEQ4350009844-PB
Nematostella vectensis EUMETACNIDANvelNENF XP_001628837.2

(Eumetazoa nao-bilateral, Cnidaria)

EUMETACNIDANve2PGRMC?2

XP_001639070.2

EUMETACNIDANve3PGRMC1

XP_032222929.1

EUMETACNIDANve4NEUFC XP_001636685.2
Mnemiopsis leidyi EUMETACNTENML1 ML09173a-PA
(Eumetazoa nao-bilateral, Ctenophora)
EUMETACNTENML?2 ML074811a-PA
Ciona intestinalis BILATUROCHORCin1 ENSCINT00000037319.1
(Eumetazoa,Urochordata basal)
BILATUROCHORCin2 ENSCINT00000006292.3
Caenorhabditis elegans BILATpNEMAC Cel1oNEUFlike H38K22.3.1
E t Protostomia, N tod
(Eumetazoa Protostomia, Nematoda) BILATpNEMACel2 KO7E3.8.1
Trichinella spiralis BILATpNEMATspl EFV58396
(Eumetazoa Protostomia, Nematoda)
BILATpNEMATSsp2 EFV58821
Drosophila melanogaster BILATpFFLY 10MSBP FBpp0290813
(Eumetazoa Protostomia, Arthropoda)
BILATpFFLY?2 FBpp0080101
BILATpFFLY3 FBpp0071240
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BILATpFFLY40Ccup FBpp0077562
Apis mellifera BILATpAPIS1PGRMC1 XP_396615
(Eumetazoa Protostomia, Arthropoda)

BILATpAPIS2NEUFC XP_006566840
Capitella teleta BILATpANNELCtel CapteP227540
(Eumetazoa Protostomia, Annelida)

BILATpANNELCte2 CapteP110664

BILATpANNELCte3 CapteP223862

BILATpANNELCte4 CapteP201522

BILATpANNELCte5 CapteP117808
Helobdella robusta BILATpANNELHrol HelroP173681
(Eumetazoa Protostomia, Annelida)

BILATpANNELHro2 HelroP74560

BILATpANNELHro3 HelroP65888
Lottia gigantea BILATpMOLLULgil1* LotgiP77624
(Eumetazoa Protostomia, Mollusca) -

BILATpMOLLULgi2 LotgiP178036

BILATpMOLLULgi3 LotgiP116983
Crassostrea gigas BILATpMOLLUCgi1MAPR2 EKC28875
(Eumetazoa Protostomia, Mollusca)

BILATpMOLLUCgi2CYB5D2 EKC42144

Branchiostoma lanceolatum
(Eumetazoa, Deuterostomia basal)

BILATdCEFALOC1 BL10523_cuf0
BILATdCEFALOC2 BL23914_cufl
BILATdCEFALOC3 BL23514_evmO
BILATdCEFALOC4 BL00426_cuf0

Strongylocentrotus purpuratus
(Eumetazoa, Deuterostomia basal)

BILATdECHINO1NEUFlike

XP_030847183

BILATdECHINO2NEUF

XP_797342

BILATdECHINO3NENF

XP_003727182

BILATdECHINO4PGRCllike

XP_783332

BILATdECHINO5PGRC1 XP_030836360
Anas platyrhynchos BILATdDUCK10NENF ENSAPLT00000033307.1
(Eumetazoa, Chordata)

BILATdDUCK20PGRMC1 ENSAPLT00000012925.2

BILATdDUCK30PGRMC2 ENSAPLTO00000035902.1
Homo sapiens BILATAHUMAN10oNENF ENSP00000355955
(Eumetazoa, Chordata)

BILATdHUMAN20PGRMC1 ENSP00000217971

BILATdHUMAN30PGRMC2 ENSP00000429301

BILATdHUMAN40CYB5D2 ENSP00000301391
Rattus norvegicus BILATdRAT1o0NENF ENSRNOP00000005190
(Eumetazoa, Chordata)

BILATdRAT20PGRMC1 ENSRNOP00000071066

BILATdRAT30PGRMC2 ENSRNOP00000018796

BILATdRAT40CYB5D2 ENSRNOP00000038452
Sus scrofa BILATdPIG1oNENF ENSSSCP00000051788
(Eumetazoa, Chordata)

BILATdPIG20PGRMC1 ENSSSCP00000013423

BILATdPIG30CYB5D2 ENSSSCP00000050282

* Sequéncias excluidas da andlise por apresentarem anotagao parcial nas bases de dados Ensembl e NCBI.
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Material Suplementar 3: Reconstrucao filogenética das proteinas MAPR em diferentes

Viridiplantae e Opisthokonta.

Abreviacoes das espécies estdo de acordo com os materiais suplementares 1 e 2. As arvores
forem geradas pelo método de Inferéncia Bayesiana (BAY) no programa MrBayes 3.2.7 com
10.000.000 de geragoes, amostradas a cada 500 geracoes e burn-in de 25%. Legenda: Azul
claro: homoélogos PGRMC; Azul escuro: homologos NENF; Laranja: homoélogos NEUFC;

Verde: homologos de plantas verdes.
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Material Suplementar 4: Arvores Radiais

a. Estimacdo de Maxima Verossimilhanca (Figura 3) e b. Inferéncia Bayesiana (Material Suplementar 3). Legenda: Azul claro: homoélogos
PGRMC; Azul escuro: homélogos NENF; Laranja: homdlogos NEUFC; Verde: homologos de plantas verdes.

a. b.
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CONSIDERACOES FINAIS

As informacdes que foram apresentadas nesta pesquisa com relacdo a presenca,
metabolismo e acdo destes esteroides na fisiologia das plantas constituem parte de um esforco
de diversos pesquisadores e grupos de pesquisa. Neste sentido, a partir das estratégias de
busca empregadas, foi possivel reunir pistas sobre a importancia destes esteroides no
desenvolvimento primario e reprodutivo de plantas, além da sua influéncia no metabolismo de
tolerancia as condicOes de estresse abiotico destes organismos. Dentro dos limites de
abrangéncia taxonomica dos dados de deteccdo e identificacdo coletados, progesterona,
estrogenos e androgenos parecem estar presentes em grande parte das angiospermas
(Magnoliophyta) e ha indicios de que possa estar presentes em outros grupos de plantas
terrestres como Monilophyta e Pinophyta. Se considerarmos as proteinas de ligacdio MAPR de
plantas como indicadores da presenca e sinalizacao endogena de esteroides, além de endossar
esta presenca nos clados ja citados, os resultados no contexto desta pesquisa apresentam
indicios de que estdo presentes nas plantas terrestres a partir de Marchantiophyta e Bryophyta.

O baixo suporte de alguns ramos e as politomias resultantes das reconstrucoes
filogenéticas podem ser reflexo da natureza bem conservada das sequéncias de aminoacidos
desta familia génica, mas também, uma insuficiéncia na amostragem, sendo assim, necessario
realizar estudos futuros com amostragens mais robustas. Este baixo actmulo de
variacoes/mutacoes pode indicar uma pressao seletiva para a manutencao dos dominios de
ligacdo e aderéncia a membranas destas proteinas e, possivelmente, das fungoes dependentes
destes dominios conservados. Os trés agrupamentos encontrados nas MAPR de Viridiplantae
(A1, A2 e B) e a distribuicdo de copias diferente entre clados levantam algumas questées
quanto a natureza das fungoes (celulares, fisiolégicas, metabolicas) destas proteinas. Como
perspectivas futuras para qualificar e aprofundar estes resultados, um dos muitos
desdobramentos que se apresentam, é, a partir de uma amostragem mais representativa de
sequéncias de genes MAPR de Viridiplantae, e realizar uma analise de mapeamento de perda
e ganho de genes, ja que estes eventos frequentemente refletem o tamanho das familias
génicas entre espécies e esta variacdo do numero de paralogos pode ter consequéncias

funcionais relevantes.
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