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RESUMO

A cana-de-acUcar € uma das culturas com maior importancia econémica mundial,
sendo responséavel por aproximadamente 70% do acucar produzido, além de ser
uma fonte cada vez mais importante de biocombustivel. No sistema produtivo de
cana-de-acUcar, as técnicas biotecnoldgicas, como a embriogénese somatica e de
transformacéo genética, apresentam um grande potencial de aplicacdo e integracao
em programas de melhoramento genético e tecnolégicos, que visam o aumento do
potencial produtivo. O objetivo do trabalho foi estudar os perfis de expressao de
genes associados com a determinacdo da competéncia embriogénica em culturas
embriogénicas e nado-embriogénicas de cana-de-acucar. Adicionalmente, o projeto
teve como objetivos especificos: I) Identificacéo in silico de sequéncias dos genes de
interesse depositadas no Genbank e SUCEST, associados com o controle da
embriogénese zigotica e somatica em monocotiledéneas; Il) Determinar o padrao de
expressdo génica em culturas embriogénicas e nao-embriogénicas, visando a
compreensao dos genes no desenvolvimento embrionario e na determinagédo da
competéncia embriogenética. Com esse intuito, foram realizadas analises in silico e
construidos primers para 5 genes de interesse: SERK1 (SomaticEmbryogenesis
Receptor Kinase 1), SERK 2, LEC1 (LeafyCotyledonar 1), PKL (Pickle) e CLF
(CurlyLeaf). Culturas embriogénicas (CE) e nao-embriogénicas (CNE) foram
estabelecidas, subcultivadas e coletadas para analises qualitativas e quantitativas da
expressdo génica dos genes analisados. Foram coletados também amostras de
folhas jovens e do meristema apical para controle dos experimentos. Os resultados
obtidos para as analises in silico mostraram que a cana-de-acUcar possui alta
homologia com as espécies alinhadas, tais como, sorgo, milho e arabidopsis. Para
os resultados do g-PCR, obtivemos um perfil de expressao na analise de abundancia
dos transcritos entre os calos embriogénicos e calos ndo-embriogénicos. A analise
dos resultados demonstra que os perfis de expressao sdo diferentes e em alguns
casos antagonicos entre amostras de culturas embriogénicas e ndo-embriogénicas.
Estudos visando a caracterizacdo da expressao destes genes podem auxiliar na
elucidacdo de mecanismos basicos relacionados a fisiologia, bioquimica e biologia
molecular da embriogénese somatica, além de auxiliar na compreensdo da
regulacdo deste processo morfogenético em cana-de-aclUcar. E possibilitardo a

identificacdo de culturas com competéncia para embriogénese e o monitoramento do

X



desenvolvimento adequado dos embrifes somaticos nestas espécies de interesse

cientifico e tecnoldgico.
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ABSTRACT

The sugarcane is one of the most economically important crops worldwide,
accounting for approximately 70% of the sugar produced, besides being an
increasingly important source of biofuel. The biotechnological techniques in
productive system of sugarcane, such as somatic embryogenesis and genetic
transformation, have a great potential of application and integration into breeding
programs and technology aimed at increasing the productive potential. The objective
was to study the control of gene expression profiles associated with the
determination of embryogenic competence in embryogenic and non-embryogenic
cultures of sugarcane. Additionally, the project had the following specific objectives: i)
in silico identification of genes of interest deposited in Genbank and SUCEST
associated with the zygotic and somatic embryogenesis control in monocots and ii)
determine the pattern of gene expression in embryogenic and non-
embryogenic culture, aimed the genes understanding in embryonic development and
in determining embryogenic competence. With this intention, we performed in silico
analysis and the primers were constructed for five interest genes: SERK1 (Somatic
embryogenesis receptor kinase 1), SERK2, LEC1 (Leafy Cotyledonar 1), PKL
(Pickle) and CLF (Curly Leaf). Embryogenic (CE) and non-embryogenic cultures
(CNE) were established, subcultured and collected for qualitative and quantitative
analysis of gene expression of the genes analyzed. Were also collected samples of
young leaves and apical meristem to control experiments. The results for the in silico
analysis showed that the sugarcane has high homology with the aligned species
such as sorghum, maize and Arabidopsis. The g-PCR results, obtained an
expression profile in analysis of abundance of transcripts between embryogenic and
non-embryogenic callus. The results demonstrate that expression profiles are
different and in some cases antagonistic to embryogenic and non-embryogenic
samples culture. Studies to characterize the expression of these genes may help to
elucidate the basic mechanisms related to physiology, biochemistry and molecular
biology of somatic embryogenesis, and help in understanding the regulation of this
morphogenetic process in sugarcane. And enable the identification of cultures with
competence for embryogenesis and monitoring the proper development of somatic

embryos in these species of scientific and technological interest.
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1. INTRODUCAO

1.1. A cana-de-agUcar

A cana-de-acgucar é uma planta albgama do género Saccharum pertencente a
familia Poaceae. O género Saccharum €é formado por pelo menos cinco espécies:
Saccharum officinarum, Saccharum sinensis, Saccharum barberi, Saccharum
spontanium, Saccharum robusyum. As cultivares de cana-de-acUcar cultivadas em
escala comercial representam um hibrido multi-especifico, que recebe a
denominacdo Saccharum spp (Veiga et al.,, 2006). A maioria das variedades
modernas sao provenientes de hibridacdes intra e interespecificas entre as espécies
S. spontaneum e S. officinarum (Stevenson, 1965). A espécie S. spontaneum ¢ tida
como responsavel pelo vigor vegetativo e resisténcia a estresses bioticos e abidticos

enquanto que S. officinarum contribui com alto teor de agucar (Ming et al., 1998).

A propagacdo cana-de-agucar é predominantemente vegetativa, através do
uso de segmentos nodais (toletes). E cultivada em regides tropicais e subtropicais,
em mais de 120 paises (Singh et al., 2008; Waclawovsky et al., 2010; Belintani et al.,
2012), é uma das mais antigas e mais importantes culturas na economia mundial,
tendo sua origem na Nova Guing, ainda no periodo Neolitico (Vettore et al., 2003;
Chengalrayan et al., 2005). No final do século XV, a cana-de-acucar chegou as
Américas com a segunda expedicdo de Cristovdo Colombo. As primeiras mudas de
cana-de-acUcar plantadas no Brasil foram introduzidas por Martim Afonso de Souza

provenientes da llha da Madeira (Beauclair, 2009).

No século XVII o Brasil jA era o maior produtor e fornecedor mundial de
acucar (Marques et al., 2009). Porém, a economia acucareira no Brasil sofreu uma
crise em 1929, devido ao aumento da utilizacdo do acucar de beterraba (Veiga et al.,
2006). Em 1975, o Governo Federal cria o Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL) gerando subsidio para implantacéo de destilarias de alcool no pais e

para o desenvolvimento das plantacdes de cana-de-acucar (Santiago et al., 2006).

A partir de 1979, a industria automobilistica brasileira lancou no mercado seus
primeiros modelos de carros movidos a alcool (Veiga et al.,, 2006). Em 1985, as
vendas totais desses modelos movidos a &lcool chegaram a representar 95%

(Santiago et al., 2006). Mas, a partir de 1990 o setor sucroalcooleiro nacional volta a



sofrer interferéncias politicas importantes. J& em 2003, o sucesso do langcamento
dos veiculos flex fuel, novamente impulsionando o consumo de alcool, aquecendo a

producdo de cana-de-agucar (Veiga et al., 2006).

Atualmente, o Brasil possui posicao de destaque no setor canavieiro, uma vez
gue o pais é o maior produtor e exportador de etanol e acglcar (Thiebaut et al.,
2012). A producao e processamento de cana-de-acuUcar representam quase dois
tercos da producdo mundial de acucar (Prabu e Prasad, 2012). De acordo com o
segundo levantamento da safra 2013/2014 feito pela Conab (Companhia Nacional
de Abastecimento), a producdo nacional estd estimada em 652,02 milhdes de
toneladas, com aumento de 10,70% em relacdo a safra 2012/13. A produtividade
média brasileira esta estimada em 74.1 t/ha, maior que a safra 2012/13, que foi de
69.4 t/ha. (Conab, 2013).

Devido a sua importancia na industria agricola global grande aporte de
esforcos e recursos tém sido investidos em pesquisas voltadas ao setor
sucroalcooleiro do Pais. A crescente producdo de cana no Brasil tem sido mantida,
dentre outros fatores, pelo aumento da area cultivada e desenvolvimento de novas
cultivares mais produtivas. Parte das pesquisas tem incidido sobre o melhoramento
de cultivares de cana-de-acucar por meio de ferramentas biotecnoldgicas
(Chengalrayan et al., 2005; Thiebaut et al., 2012).

1.2. O genoma da cana-de-acucar

Devido a sua origem multiespecifica, a partir dos cruzamentos interespecificos
sucessivos e do melhoramento genético dessas espécies, a cana possui um genoma
bastante complexo, com alto grau de poliploidia, com namero de cromossomos
variando entre 100 e 130 (Taparia et al., 2012).

O alto nivel de ploidia e o requerimento de condi¢Bes climaticas especificas
para o florescimento e producdo de sementes viaveis estdo entre as maiores
limitacbes para o melhoramento de cana-de-aclcar através de técnicas
convencionais (Piperidis et al., 2010). D’Hont e colaboradores (1998) determinaram
por técnicas e citogenética molecular que o nimero cromossémico basico de S.
officinarum € x= 10 e de S. spontaneum é x= 8, assim esclarecendo as diferencas de

ploidia de cada espécie, que vao de 5 a 16 (Grivet e Arruda, 2002). Além disso,



muitas variedades de cana-de-agUcar ndo produzem sementes férteis, e devido a
dificuldades de autofecundacéo e autocruzamento, a cultura é uma das espécies de
plantas que ndo poderia ser produzida comercialmente sem intervencdo humana
(Asad et al., 2009).

Embora o arroz seja uma espécie-modelo de monocotiledéneas tendo como
um conjunto basico de cromossomos de 389 Mpb, estima-se que o tamanho do
conjunto bésico de cromossomos em cana corresponda de 760 a 926 Mpb, isto &,
um tamanho similar ao do sorgo, que tem um tamanho de 760 Mpb. Sendo assim, 0
sorgo é uma das plantas com interesse agrondmico mais préximo filogenéticamente

da cana-de-acucar (Menossi et al., 2008).

O projeto SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags) foi iniciado em
2000 sob a coordenacdo da Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado de Séo
Paulo (FAPESP) com o objetivo de sequenciar oS genes expressos em cana-de-
acucar em diferentes tecidos e condi¢cOes fisiologicas, a partir de uma estratégia
transcriptbmica (Vettore et al., 2001). O projeto gerou aproximadamente 238.000
ESTs, e as sequéncias foram reunidas em 43.141 clusters (Menossi et al., 2008). As
sequéncias do SUCEST foram obtidas a partir de 26 diferentes bibliotecas de cDNA
(Vettore et al., 2003).

1.3. Cultura de tecidos

A biotecnologia vegetal tem o potencial de superar problemas e possibilitar o
melhoramento da cana-de-acgUcar, por meio de técnicas de cultura de tecidos a nivel
celular e de engenharia genética a nivel molecular, trazendo novas oportunidades
para a producdo de cultivares geneticamente superiores, com alta qualidade de
plantio, tendo as caracteristicas desejadas (Chengalrayan et al., 2005; Asad et al.,
2009).

A utilizacdo da biotecnologia vegetal no melhoramento genético de plantas
associada ao melhoramento genético tradicional, esta vinculada ao desenvolvimento
e aprimoramento de protocolos de regeneracao in vitro a partir da cultura de células
e/ou de tecidos, incluindo a embriogénese somatica (Cidade et al., 2006).

A producao de mudas in vitro de cana-de-acucar é um método biotecnolégico

bem estabelecido no Brasil, tendo como principais resultados a produgéo de mudas



mais sadias e uniformes em uma velocidade muito mais rapida do que qualquer
método convencional de propagacado (Lee et al., 2007). Protocolos eficientes para a
regeneracao in vitro sao, também, fundamentais na utilizacdo de técnicas de
transformagcdo genética, que oferecem novas possibilidades para a obtencdo de
cultivares com caracteristicas de interesse (Cidade et al., 2006).

Entretanto, os avancos na engenharia genética em cana-de-acucar foram
obtidos a partir do final da década de 90, quando Arencibia e colaboradores (1998)
publicaram os primeiros relatos de transformacédo de cana-de-acucar, determinando
a importancia de fatores, como o uso de culturas jovens de células e a pré-inducéo

de organogénese ou embriogénese, no sucesso do método.

1.4. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica é o processo pelo qual células somaticas isoladas,
ou pequenos grupos de células resultam na formacgéao de embrides somaticos, sendo
um processo bioldgico analogo a embriogénese zigbtica e que expressa a
totipotencialidade das células vegetais (Tautorus et al., 1991; Zimmerman, 1993).
Neste processo, células somaticas diferenciadas e mitoticamente quiescentes
podem recuperar o potencial embriogénico e originar novos embrifes viaveis,
através da reprogramacao da expressao génica (Marsoni et al., 2008).

Ha evidéncias de que o0s principais processos metabolicos e de
desenvolvimento que ocorrem na embriogénese zigoética, podem ser reproduzidos na
embriogénese somatica, ndo sendo limitada pela quantidade de tecido ou
acessibilidade, como ocorre na embriogénese zigotica (Fehér et al., 2003). A
embriogénese somatica pode ser amplamente estudada por fornecer um sistema
modelo para o estudo de diferentes aspectos relacionados ao processo de
desenvolvimento da planta, como a competéncia embriogénica que, em geral, se
manifesta apdés a mudanca de uma ou mais condi¢cdes de cultivo como meio de
cultura, composicdo de reguladores de crescimento vegetal, fonte de carboidrato,
potencial osmotico, dentre outras. ApoOs essas alteracdes, células ou tecidos
induzidos alcancam a segunda fase ou fase de expressdo, na qual as células se
diferenciam em embriGes somaticos revelando sua competéncia embriogenética
(Jimenez et al., 2005).



A modulacdo da embriogénese somatica pode ser obtida em um sistema
tecnologico de duas fases (Figura 1). Na primeira fase, de indug¢do e multiplicagéo,
as culturas embriogénicas sdo induzidas em meios de cultura suplementados com
auxinas, sendo a mais utilizada o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), uma auxina
sintética. Essas culturas passam por processos de multiplicagdo, em ciclos
repetitivos de divises celulares. Na segunda fase, chamada fase de maturacao, as
culturas sao estimuladas a prosseguir o seu desenvolvimento pela retirada da auxina
do meio de cultura e a utilizacdo de promotores de maturacdo, como o &cido
abscisico (ABA), poliaminas, citocininas e o carvao ativado (CA), sendo nesta fase
mantidos em exposi¢cdo a luz. Como produtos desse ciclo sdo obtidos embribes
somaticos maduros que podem ser convertidos em plantas em condi¢des in vitro e
ex vitro (Steiner et al., 2008).

Planta —
™ matriz Multiplicagao Promotores de maturagao
J em scale up - ABA; Carvio ativado

- Poliaminas; PEG
p—
Explante:

folhas \
Indugdo

jovens

E Maturagao Inibigao da

: Multiplicagdo multiplicacdo
2,4-D 1 2

: escuro

Indugdo da Estabelecimento

: embriogénese das culturas

Luz
Estabelecimento ex vitro Maturagdo do

ou sementes sintéticas embrido somatico

Figura 1. Modulacéo da embriogénese somética: (1) ciclos de inducdo e multiplicagéo e (2)

ciclo de maturacdo (Modificado de Steiner et al., 2008).

Esta rota morfogenética in vitro possui aplicacbes importantes para a
multiplicacdo massal de gendtipos superiores e também na obtencédo de sistemas
biologicos de referéncia para os estudos de fisiologia, bioquimica, moleculares e
morfogenéticos do desenvolvimento embrionario (Guerra et al.,, 1999; Quiroz-

Figueroa et al., 2006). O uso de embrides somaticos tem sido relatado como sendo



eficaz para a obtencdo de um grande numero de clones comerciais de cana-de-
acucar, e pode ser obtido diretamente (Manickavasagam e Ganapathi, 1998), ou
indiretamente (Guiderdoni e Demarly, 1988).

No modelo direto, os embrides soméaticos originam-se dos tecidos-matrizes,
sem a formacdo de estégios intermediarios de calo (Guerra et al., 1999). O outro
corresponde ao modelo indireto, no qual os embrides somaticos se formam a partir
de um calo, que representa células em diferentes estagios de diferenciacdo e,
consequentemente, com diferentes graus de determinacdo, podendo adquirir novas
competéncias mediadas por mensageiros quimicos especificos (Guerra et al., 1999).
Estes processos envolvem mecanismos complexos de reativacdo celular, diviséo,
reprogramacdo do metabolismo e desenvolvimento (Fehér et al., 2006; Floh et al.,
2007).

A embriogénese somatica tem como vantagens a obtencdo de uma grande
guantidade de propagulos (embribes somaticos), permite um alto grau de
automatizacao, producdo de embrides somaticos de forma sincronizada, com alto
grau de uniformizacdo, representa uma ferramenta de possivel integracdo a
programas de melhoramento genético classico, em especial quando associada as
técnicas de criopreservacdo e engenharia genética, aléem de ser um modelo de
estudos para o desenvolvimento embrionario (Guerra et al., 1999; Steiner et al.,
2008).

1.4.1. Inducdo e multiplicacdo da embriogénese somatica

O desenvolvimento do embrido somatico, assim como do embrido zigoético,
ocorre em uma ordem sequencial, onde estagios podem ser diferenciados: a divisdo
celular, a diferenciacdo e a maturacdo (Nieves et al., 2008). A inducdo e a
multiplicacdo de culturas embriogénicas € uma das etapas mais importantes do
protocolo de embriogénese somatica (Guerra et al., 1999). A selecdo do explante,
idade da cultura, genoétipo, tempo e numero de subcultivos, uso de fitorménios,
composicdo do meio, condicdes de cultivo e método de regeneracdo sdo aspectos
de grande importancia na estabilidade genética de plantas regeneradas através da
micropropagacao (Silvarolla, 1992; Rout et al., 2006).

As auxinas sdo as substancias responsaveis pelo desencadeamento dos

processos de desdiferenciacdo (modelos indiretos) e rediferenciagcdo (modelos



diretos) durante a indugéo, alterando a determinagdo e conferindo novas
competéncias as células responsivas presentes nos explantes (Guerra et al., 1999).
O 2,4-D (acido diclorofendxiacético) é o regulador de crescimento utilizado na
maioria dos sistemas de cultura de células e tecidos embriogénicos (Fehér et al.,
2003) e provou ser 0 mais potente para a inducao de calos embriogénicos de cana-
de-acucar (Lakshmanan, 2006a).

As culturas resultantes do ciclo de indugcdo e multiplicagdo podem possuir
capacidade embriogénica distinta. Morfologicamente é possivel diferenciar os tipos
de calos de cana-de-aclcar, em calos embriogénicos (CE) e calos ndao-
embriogénicos (CNE) (Lakshmanan, 2006a), mas pouco se sabe sobre os eventos
bioquimicos e moleculares que ocorrem quando células soméaticas tornam-se
competentes para produzir embrides somaticos (Nieves et al.,, 2003). Assim,
informagOes valiosas podem ser obtidas através do monitoramento de variaveis
bioquimicas, uma vez que estas tém sido demonstradas como potenciais
discriminadores entre tecidos embriogénicos e n&o-embriogénicos (Nieves et al.,
2008). CE e CNE podem ser visualmente diferenciados por sua morfologia, os CE
séo caracterizados por apresentarem aspecto nodular opaco e facilmente destacavel
e coloracdo amarelada, enquanto que os CNE sdo mucilaginosos e translucidos
(Lakshmanan, 2006a; Silveira et al., 2013). Nieves e colaboradores (2003)
observaram ainda que CE de cana-de-acUcar apresentam maior atividade
metabodlica e maior velocidade no desenvolvimento, formando plantas por
embriogénese somaticas, enquanto os CNE possuem menor atividade metabdlica,
crescem lentamente, de forma desordenada, e formam brotos ou raizes por

organogénese.

1.4.2. Maturacdo da embriogénese somatica

O principal esforco para a otimizacao do sistema de embriogénese somatica
em muitas espécies concentra-se principalmente, nas fases de maturacdo e
germinacdo dos embrides somaticos, sendo que 0s meios de culturas sédo
manipulados quanto ao tipo e concentracdes de reguladores de crescimento vegetal,
principalmente pela adicdo de agentes de maturacdo, como: ABA, agentes
osmoticos (polietilenoglicol (PEG) e carboidratos) e CA (Thorpe, 1995; Lakshmanan,
2006a).



Muitos trabalhos tém descrito a utilizacdo do CA como um promotor das
respostas da maturacdo da embriogénese somética. O CA embora ndo seja um
regulador de crescimento, vém sendo utilizado com frequéncia para otimizar ou
regular a morfogénese in vitro (Lameira et al., 1997; Pan e Staden, 1999; Nhut et al.,
2001). O seu efeito benéfico é atribuido a absorcdo de substancias inibitorias do
crescimento e desenvolvimento vegetal (Thomas, 2008).

No grupo de trabalho, estdo sendo realizados estudos em bioquimica,
fisiologia, morfologia e protedbmica dos diferentes CE e CNE, tanto durante a
multiplicacdo quanto na maturagdo das culturas de cana-de-agucar. Além disso, uma
melhor compreensao de eventos bioquimicos e moleculares que ocorrem durante a
embriogénese soméatica é essencial para aumentar a eficiéncia do desenvolvimento
de embrides (Silveira et al., 2004, 2006) e gerar provaveis marcadores bioquimicos
para a competéncia embriogénica e qualidade dos embrides formados
(Klimaszewska et al., 2004).

Disturbios genéticos tém sido detectados na embriogénese somatica de uma
grande variedade de plantas, mas sua ocorréncia e extensdo dependem da
constituicdo genética das células em cultivo (George, 2008). Plantas produzidas
vegetativamente em cultura de tecidos podem diferir das plantas das quais foram
derivadas, por variacdes causadas por diferentes parametros; como a luz, oxigénio,
dioxido de carbono, nutrientes, agua e temperatura, dentre outros; induzindo assim
respostas especificas. Estas respostas envolvem a modulacdo da expressao génica,
decisiva para a adaptacdo da planta (Smulders e Klerk, 2011; Chinnusamy e Zhu,
2009).

A principal limitacdo dos sistemas de ES, desenvolvidos para varias espécies,
€ a variacdo somaclonal ocorrida apdés sucessivas subculturas, afetando o
desenvolvimento das plantas produzidas (Lakshmanan et al., 2005). A variacéo
somaclonal € composta de diversos tipos de alteragdes, que podem se expressar
nos niveis fenotipicos, de ploidia, cromossémico e molecular. Desta forma, variacao
somaclonal € um termo amplo, que abrange qualquer fenbmeno que pode causar
variacdo genética ou epigenética, encontrada em mudancas fenotipicas nas plantas
regeneradas (Peredo et al., 2008; Rhee et al., 2010). Os mecanismos exatos que
induzem a variacdo somaclonal, ainda ndo séo totalmente elucidados devido a
complexidade dos mecanismos adjacentes ao surgimento desse tipo de variabilidade

fenotipica (Tanurdzic et al., 2008).



1.5. Expressédo génica na embriogénese somatica

Durante o desenvolvimento do embrido, um plano do corpo é estabelecido, no
gual ocorre a diferenciagcdo de um meristema basal da raiz e um meristema apical do
caule. O desenvolvimento e a diferenciacdo destes meristemas durante a
embriogénese € controlada por diversos genes (Dong e Dunstan, 2000; Willemsen e
Scheres, 2004). Véarios genes que codificam proteinas regulatérias ou que atuam na
cascata de sinalizacdo das fases de inducdo e desenvolvimento de embrides
somaticos tém sido identificados e utilizados como marcadores de transicdo da fase
vegetativa para a embriogénese (Koehler, 2010). Consequentemente, o0
entendimento de como esse conjunto de genes controlam o comportamento celular
pode facilitar a compreensao do processo de desenvolvimento.

Um dos primeiros genes descritos como envolvidos na expressdo da
competéncia celular foi o Somatic Embryogenesis Receptor Kinase (DcSERK), em
cultura de tecidos de cenoura (Daucus carota) (Schmidt et al., 1997). O gene SERK
faz parte de uma familia multigénica de receptores de proteinas do tipo quinase, que
compreendem proteinas integrais de membrana com trés dominios caracteristicos:
um dominio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio quinase
(Becraft, 1998).

Estruturalmente, estas se diferem umas das outras pela presenca de
diferentes motivos no dominio extracelular e estdo relacionados a receptores
guinases de animais (Becraft, 1998; Shiu e Bleecker, 2001; Becraft, 2002). As
proteinas SERK possuem uma organizacdo bastante conservada. O dominio
extracelular € constituido por um peptideo sinal, seguido por um ziper de leucina,
cinco repeticdes ricas em leucina (LRR) e uma regido rica em prolina (SPP). A
regido SPP ocorre exclusivamente em proteinas SERK, servindo como uma marca
para identificacdo destas proteinas. Regifes ricas em prolina sdo também
caracteristicas das extensinas, sugerindo ser uma possivel regido de interacdo como
parede celular (Schmidt et al., 1997; Hecht et al., 2001). O motivo LRR esta
envolvido em interacéo proteina-proteina (Kobe e Kajava, 2001) e o dominio quinase
intracelular catalisa a fosforilacdo de residuos de serina e treonina de proteinas
alvos, desencadeando uma cascata de transducdo de sinais (Hanks, 2003) (Figura
2).
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Figura 2. Caracterizacdo do gene SERK. Contendo seus diferentes dominios. (Modificado
de Albrecht et al., 2005).

Hecht e colaboradores (2001) verificaram a existéncia de cinco genes SERK
em Arabidopsis. A expressao de um desses genes, denominado AtSERK1, isolado
de Arabidopsis thaliana, foi correlacionada com o processo de formacgéao de células
embriogénicas (Salaj et al., 2008). Em Medicago truncatula a expressao de SERK1
além de estar envolvida na embriogénese zigoética e somatica e na formacao de
feixes vasculares, tem sido atribuida a formacéo de nodulos radiculares de fixacéo
de nitrogénio, enfatizando a funcdo deste gene em eventos de reprogramacao
celular (Nolan et al., 2009). Baudino e colaboradores (2001) isolaram e
caracterizaram dois membros da familia SERK, os genes ZmSERK1 e ZmSERK2,
em milho, que se expressaram em culturas de calos embriogénicos e nao-
embriogénicos.

Outro gene descrito relacionado a embriogénese € o Leafy Cotyledon 1
(LEC1), um importante fator de transcricdo no controle da embriogénese zigotica,
especialmente na maturacdo do embrido (Koehler, 2010). LEC1 tem sido envolvido
na regulacdo embriogénica durante o estagio inicial e tardio do desenvolvimento
embrionério (Werner et al., 2012). Embries de Arabidopsis, mutantes de LEC1
resultaram em defeitos na identidade do embrido e no processo de maturacéo
(Meinke et al.,, 1995) e apresentam caracteristicas, tais como, ativacdo de
meristemas apicais de parte aérea e raiz e a expressao de genes, que normalmente
sdo expressos apos a germinacdo. O gene LEC1 codifica a subunidade HAP3 de
fatores de transcricao de ligacdo CCAAT (Kwong et al., 2003). A superexpressédo do

gene LEC1 em Arabidopsis leva a embriogénese somatica, sugerindo que LEC1 é
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extremamente responsavel pela embriogénese somatica em mutantes pkl e clf swn
(Aichinger et al., 2009).

O gene Pickle (PKL) codifica um fator de remodelacédo da cromatina que
possui um dominio CHD3 (chromodomain/helicase/DNA-binding domain) necessaria
para a repressao da expressdo de varios genes incluindo o LEC1 (Ogas et al.,
1999). Rider e colaboradores (2003) sugeriram que o gene PKL regula
seletivamente um conjunto de genes durante a germinacdo de Arabidopsis que
reprimem a identidade embrionaria. Além disso, o nivel de transcricdo de PKL em
Arabidopsis aumentou durante a germinacdo (Henderson et al., 2004). Em
Arabidopsis portadores da mutacdo pkl, o meristema da raiz primaria mantém
caracteristicas de tecido embrionario, ou seja, ndo reprimiu as caracteristicas
embrionarias apds a germinacdo (Ogas et al., 1997). Ainda assim, o PKL promove
uma marca epigenética de trimetilacdo da histona 3 lisina 27 (H3K27me3) que
facilita a repressao dos genes especificos de tecidos de plantas (Zhang et al., 2012).

Ja o gene Curly Leaf (CLF) é um membro da familia de genes do grupo
polycomb, com atividade na histona metiltransferase (Aichinger et al., 2009). O gene
CLF esta envolvido da embriogénese e € necessario para a manutencdo da
repressao transcricional de genes homedéticos (Mayama et al., 2003).

Os processos moleculares que governam a competéncia para a
embriogénese em células vegetais ainda ndo estédo totalmente esclarecidos. Estudos
visando a expressdao destes genes relacionados com o desenvolvimento da
embriogénese, além de serem importantes para os estudos basicos de fisiologia,
bioquimica e biologia molecular, sdo fundamentais para entender a sua relagdo com
a regulacdo deste processo morfogenético em cana-de-acUcar. E possibilitardo a
identificacdo de culturas com competéncia para embriogénese e o monitoramento do
desenvolvimento adequado dos embrides somaticos nestas espécies de interesse

cientifico e tecnoldgico.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Estudar os perfis de expressdo de genes associados a determinagdo da
competéncia embriogénica em culturas embriogénicas e n&o-embriogénicas de

cana-de-acUcar.
2.2. Objetivos especificos

% Identificacao in silico de sequéncias dos genes de interesse depositadas no
Genbank e SUCEST, associados com o controle da embriogénese zigotica e

somatica em monocotileddneas.

% Determinar o padréo de expressao génica em culturas embriogénicas e nao-
embriogénicas, visando a compreensdo dos genes no desenvolvimento

embrionario e na determinacdo da competéncia embriogenética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Foram utilizados toletes de cana-de-acucar, cultivar SP 803280, cedidos pela
UFRRJ /Campos (Campus Leonel Miranda) para gerar plantas utilizadas como
material vegetal para indugdo das culturas embriogénicas. Os toletes foram
separados e plantados em bandejas (Figura 3A). As bandejas contendo os toletes
foram mantidas em temperatura e fotoperiodo ambiente, sendo regados diariamente
com agua pura até que as plantas atingissem, aproximadamente, 30 cm de altura

(entre dois e trés meses de cultivo) (Figura 3B).

3.2. Inducdao de calos

As plantas crescidas foram individualizadas, lavadas e foram retiradas as
raizes e as folhas mais velhas (Figura 3C). Os cilindros centrais resultantes,
contendo somente as folhas jovens, foram submetidos a desinfeccdo durante 1
minuto utilizando etanol 70% em seguida, foram lavados por 15 minutos em agua
sanitaria comercial 40% e posteriormente lavados trés vezes em capela de fluxo
laminar com agua destilada autoclavada por 5 minutos cada (Figura 3D). Entédo, o
cilindro central foi seccionado longitudinalmente em discos de aproximadamente 3-4
mm, que foram usados como explantes. Os explantes foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com sacarose (20 g.L™), phytagel® (2 g.L’
!y e &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (10 pM) (Figura 3E). O pH dos meios de
cultura foi ajustado para 5,8 e posteriormente autoclavados a 121°C por 15 min. Os
tubos inoculados foram mantidos em estufa do tipo BOD no Laboratério de
Biotecnologia LBT/CBB/UENF, a temperatura de 25 + 1°C, no escuro, para inducao
dos CE e CNE.
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Figura 3. Esquema da obtencédo dos explantes primarios na regeneracdo de plantas via
embriogénese somatica em cana-de-aclcar. A) Toletes contendo as gemas para
crescimento das plantas. B) Plantas com aproximadamente 30 cm de altura, crescidas em
substrato comercial. C) Porcdo de interesse da planta. D) Por¢cdo medular (cilindro central)
formada pelas folhas mais jovens. E) Secc¢édo transversal da porcdo medular utilizada como

explante na inducéo de culturas.

Em paralelo, foram coletadas amostras dos cilindros centrais contendo as
folhas jovens (Figura 4) e também do meristema apical das plantas (Figura 5), como
controles, e congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente colocadas em freezer

-80°C para posteriores analises.
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Figura 4. Cilindro central da cana-de-acucar contendo folhas jovens. Escala (—): 0,5 mm.

Figura 5. Corte longitudinal mostrando o meristema apical da cana-de-agucar. Escala (—):

0,5 mm.

3.3. Manutencdo e multiplicagcdo das culturas embriogénicas e néo-

embriogénicas

Apés o procedimento de inducdo, as culturas de cana-de-agucar obtidas
foram visualmente separadas em calos embriogénicos e nao-embriogénicos em
placas de petri distintas, foram utilizados 25 mL de meio de cultura MS
suplementado com 2,4-D (10 pM), sacarose (20 g.L™) e phytagel® (2 g.L ™),
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mantidas em temperatura de 25 + 1°C, no escuro, para o desenvolvimento de ciclos
repetitivos de multiplicacao celular.

ApOs aproximadamente 45-60 dias de indugdo, os calos induzidos foram
transferidos para placas de petri, e apos trés subculturas foram separados
visualmente em calos embriogénicos (CE) e calos ndo-embriogénicos (CNE) (Figura
6 A-B).

Para diferenciar os CE dos CNE foram visualmente analisados conforme
descrito por Silveira et al. (2013). Os CE sao caracterizados por apresentarem
aspecto nodular opaco, facilmente destacavel, maior atividade metabdlica e com isso
maior desenvolvimento, além de formarem plantas por embriogénese somatica,
enquanto que os CNE sdo mucilaginosos e translicidos, possuem menor atividade
metabdlica, consequentemente crescem mais lentamente de forma desordenada e

nao formam plantas.

Figura 6. Aspectos morfologicos de calo embriogénico (CE) e calo ndo-embriogénico (CNE)

de cana-de-acuUcar.

Foram coletadas amostras no 14° dia de cultivo em multiplicacdo celular de
cada tipo celular (CE e CNE), sendo essas congeladas em nitrogénio liquido e

posteriormente colocadas em freezer -80°C, para posteriores analises.
3.4. Maturacgéo das culturas embriogénicas e ndo-embriogénicas
Apés a fase de multiplicacéo celular, os calos serdo submetidos a maturacao.

Foi utilizado o meio de cultura MS suplementado com sacarose (20 g.L™?), phytagel®

(2 gL e CA (1,5 g.LY). O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 e



17

posteriormente autoclavados a 121°C por 15 min. As culturas foram mantidas em
estufa do tipo BOD no Laboratério de Biotecnologia LBT/CBB/UENF, em
temperatura de 25 + 1°C, no claro. As amostras das culturas embriogénicas e néo-
embriogénicas do meio de maturacao foram coletadas no 14° dia e congeladas em
nitrogénio liquido e posteriormente colocadas em freezer -80°C para posteriores

andlises.

3.5. Identificagdo in silico dos genes de interesse

A selecdo de genes para avaliagao foi realizada em fungdo de informagdes
prévias da literatura. Genes potencialmente associados com o desenvolvimento
embriogénico, ou seja, na transicdo de uma célula somatica em embriogénica, como
SERK 1, SERK 2, PKL, CLF e LEC1 foram escolhidos como genes candidatos.

Para a identificacdo de sequéncias génicas homologas em cana-de-agucar
foram realizadas buscas dirigidas pelo algoritmo BLAST de mRNAs de espécies ja
descritas no banco de dados do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) contra o Banco de
Dados de Cana-de-acucar SUCEST (sucest-fun.org).

Apés a identificacdo das sequéncias dos diferentes genes em cana-de-acucar
e em espécies ja descritas, foi realizado o pareamento destas pelo site MultAlin

(multialin.toulouse.inra.fr), para identificagcdo da homologia entre as sequéncias.

3.6. Construcao dos Primers

Uma vez selecionadas as sequéncias que possuiam o dominio conservado
dos genes, foi realizado o desenho dos primers, construidos através do software
Generunner v.3.05 (Hastings Software Inc.). Primers correspondentes aos genes
housekeeping (de expressdo constitutiva) GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) foram utilizados como controle interno.

Apés o desenho dos primers, as sequéncias foram averiguadas utilizando o
RepeatMasker (www.repeatmasker.org) para identificacdo de algum sobreposicao
das sequéncias utilizadas com elementos repetitivos do genoma (transposons,
retrotransposons repeticdes simples entre outros) que poderia estar associado. Para

maior especificidade dos primers foram estabelecidos parametros, tais como o



18

produto final entre 120 e 190 pares de bases e temperatura de pareamento dos

primers a 60°C.

3.7. Extracdo de RNA dos calos embriogénicos e ndo-embriogénicos

A extracdo do RNA total dos calos embriogénicos e nao-embriogénicos foram
realizados utilizando Trizol reagente (Invitrogen®) segundo especificacbes do
fabricante.

As amostras foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido até
formar um aspecto pastoso e foi adicionado 1 mL de PBS (tampé&o fosfato-salino),
posteriormente foi centrifugado a 12000 g por 10 min a 2-8°C. Foi acrescentado ao
macerado 1 mL de reagente Trizol e homogeneizado, posteriormente a amostra foi
incubada de 15°C a 30°C por 5 min, que permite a completa dissociacdo dos
complexos nucleoprotéicos. Foram adicionados 200 yL de cloroformio e os tubos
foram agitados por 15 segundos e posteriormente incubados de 15 a 30°C por 2 a 3
minutos. As amostras foram centrifugadas a 12000 g por 15 min a 2-8°C. Apos a
centrifugacéo, a mistura separa-se em uma fase inferior rosada (organica) de fenol-
cloroformio, uma interfase e uma fase aquosa superior incolor. O RNA permanece
exclusivamente na fase aquosa superior incolor. A fase aquosa é transferida para
um novo tubo. Foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico, as amostras foram
incubadas de 15°C a 30°C por 10 minutos e centrifugadas a 12000 g por 10 min a 2-
8°C para precipitacdo do RNA total. A partir a precipitacdo do RNA, o sobrenadante
€ descartado, é adicionado 1 mL de etanol 75%. As amostras foram ressupendidas
por passagem em vortéx e centrifugadas a 7500 g por 5 min a 2-8°C. ApoOs
centrifugadas, o sobrenadante é descartado novamente e as amostras foram
secadas durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Apés a extracdo, o RNA foi

colocado em freezer -80°C.
3.8. Quantificacdo do RNA
As amostras extraidas foram quantificadas utilizando o espectrémetro

NanoDrop® 2000. A pureza do RNA foi verificada a partir da relacdo 260/280 nm.

Quando a relacéo das densidades opticas (260/280) se encontrava entre valores de



19

1.8 a 2.0, o material era considerado como tendo boa qualidade para uso. Foi

colocado 1 uL da amostra no equipamento para a analise quantitativa.

3.8.1. Tratamento com DNase |

Subsequentemente, as amostras de RNA extraidas foram tratadas com a
enzima Dnase | (Ambion®) para remocao de qualquer eventual residuo de DNA
proveniente da extracdo. As reacOes consistiram em 0,1 yuL de DNase [, 1,0 de
tampéo Buffer Dnase | 10x, aproximadamente 900 ng da amostra e completa com
agua para um volume final de 10 pL. A reacéo foi incubada em termociclador a 37°C
por 15 min. Foi introduzido 0,3 uL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) em
cada amostra, novamente incubada em termociclador a 75°C por 10 min, para

inativagcdo da enzima.

3.9. Transcri¢cédo Reversa (RT)

A transcricdo reversa (RT) foi realizada através da utilizacdo do HighCapacity
RT Kit (Applied Biosystems®). Para cada etapa na qual foi manipulado RNA, este foi
diluido em agua tratada com DEPC (Dietil-pirocarbonato).

Para a realizacdo do cDNA, foi feito um mix com 12,2 pL de agua, 2,0 pL de
Tampao Buffer RT, 0,8 pyL de dntp, 2,0 uL de Randon Primer, 1,0 uL da enzima
transcriptase reversa e 2,0 uL da amostra, num volume final de 20 uL. Foi incubado
em termociclador em ciclos de 25°C por 10min, 37°C por 2 horas e 85°C por 5

segundos.

3.10.PCR (Reacéao em Cadeira de Polimerase)

Foi realizado um PCR para avaliacdo da qualidade do cDNA, utilizando-se um
mix com 1,0 pL de tampdo Buffer 10x, 5,85 pL de agua, 0,15 pL de primer 1
(forward), 0,15 pL de primer 2 (reverse), 0,2 uL de dNTP, 0,6 uL de MgCl, (Cloreto
de magnésio), 0,05 uL da enzima Amplitaq Gold. Foram colocados 8 puL do mix em
cada tudo e posteriormente 2 yL de amostra, totalizando 10 pL por tubo.

A ciclagem do PCR foi de 10 min a 95°C, 50 ciclos de 95°C por 45 segundos;
60°C por 45 segundos; 72°C por 45 segundos; e um passo de extensao final a 72°C

por 10 min.
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3.11.Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os produtos da PCR foram separados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida 8%. Os géis de poliacrilamida foram realizados a partir de 29%
acrylamide plus 1% N,N methylenebisacrylamide (6,65 mL), H,O (13,175 mL), TBE
5X (Tampé&o Tris-Borato-EDTA) (5 mL), persulfato de aménio (0,17 mL) e TEMED
(Tetra-metil-etilenodiamina) (0,1 mL). Os géis foram polimerizados por
aproximadamente vinte minutos. Ap6s a polimerizacdo, 3uL da amostra + 2uL de
reagente Bradford foram aplicados no gel colocado na cuba contento o tampéo de
corrida Loading Buffer, com 30% glicerol e 0,25% azul de bromo fenol. A separagéo
das bandas amplificadas ocorreu sob uma corrente de 100 V.

3.12.Coloracéao do gel de poliacrilamida

ApOs separacao eletroforética, os géis foram corados com nitrato de prata. Os
geéis foram fixados em solugcdo contendo 10 mL de etanol absoluto, 0,5 mL de acido
acético e 90 mL de agua destilada por cinco minutos. Os géis foram corados com
uma solucao de nitrato de prata 0,2 g para 50 mL de agua destilada por 10 minutos.
E lavados com agua apos a coloracdo. Os géis foram revelados com uma solugao
de 3 g de hidroxido de sodio para 100 mL de agua, e 1 mL de formol, até as bandas

aparecerem nos geéis. Os géis foram levados para digitalizacdo da imagem.

3.13.PCR quantitativo (QPCR)

Para a andlise quantitativa do padrdo de expressdo das amostras de tecido
embriogénico e ndo-embriogénico foi feito PCR em tempo real conforme o protocolo
de Hashimoto et al. (2007). As reacfes de PCR em tempo real foram realizadas
utilizando-se o StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) e o
marcador fluorescente para DNA dupla fita, SYBR Green (Applied Biosystems®)
para analise de genes especificos.

Os ensaios de gPCR foram realizados em um volume final de 10ul (5,0ul PCR
Mastermix (SybrGreen) (AppliedBiosystem®); 2,7 yL agua; 0,15 pyL de cada primer
(forward e reverse); 2,0 uL de cada amostra).

As condicdes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por

15 segundos e 60°C por 1 minuto. Toda distribuicdo das aliquotas de mix de qPCR e
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das amostras de cDNA foram realizadas utilizando um micropitetador eletrénico
monocanal da marca Gilson®. As curvas de dissociacao foram obtidas seguindo 0s
ciclos. Cada reacdo foi feita em duplicata. Os resultados da abundancia de
transcritos de cada gene foi obtida através da férmula 222°* (Livak e Schmittgen,
2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Analise in silico e construgcdo dos primers

A partir de buscas na literatura de genes relacionados com a competéncia
embriogénica, foi realizada uma pesquisa de genes candidatos ao trabalho,
resultando em cinco genes, PKL (pickle), CLF (Curly Leaf), LEC1 (Leafy Cotyledon
1), SERK1, SERK2 (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1 e 2), relacionados
com a embriogénese. Em algumas espécies ja possuem ocorréncia de
caracterizacao inicial desses genes, como em Arabidopsis, milho, arroz e sorgo
(Baudino et al., 2001; Rider et al., 2003; Ito et al., 2005; Aichinger et al., 2009;
Junker e Baumlein, 2012). Porém, em cana-de-agucar ainda n&do foi encontrado
trabalhos relacionados a caracterizacdo desses genes, sendo este um trabalho
pioneiro para a espécie. Esses genes foram analisados in silico. Foram realizadas
buscas pelo algoritmo BLAST a partir do acesso ao banco de dados na SUCEST de
cana-de-acucar (sucest-fun.org).

As sequéncias encontradas foram alinhadas com sequéncias de outras
espécies ja descritas no NCBI, a partir de um programa online MultAlin (Figuras 7, 8,
9, 10 e 11). O alinhamento permite identificar dominios de aminoacidos
conservados, nas figuras 7, 8, 9, 10 e 11 em vermelho, a partir da sequéncia
primaria dos genes alinhados. Para isto, sdo utilizados programas de formacéo de
Clusters de sequéncias (Corpet, 1988), os quais, a partir da estimativa de
semelhanca entre as sequéncias par a par, sdo alinhadas para formar os
agrupamentos e identificar as regides conservadas. A eficiéncia do alinhamento
depende do grau de similaridade/identidade entre as sequéncias analisadas (Malone
et al., 2006).

O alinhamento para o gene PKL foi realizado a partir da sequéncia de
Arabidopsis encontrada no NCBI e a sequéncia de cana-de-acUcar encontrada no
banco de dados SUCEST, a partir do programa online MultAlin. As regides
conservadas foram observadas em vermelho, e em azul foram encontradas regifes

nao-conservadas entre as sequéncias (Figura 7).
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 |
CAGATCCCARCCATTTCARAGARARTGAGTAGT TTGGTGGAGAGGCTTCGCATACGATCTGATAGGARACCAGT TTATARCCTAGATGATTCTGATGATGACGACTTCGTTCCTARARAAGATCGAACCT

131 140 160 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |
TTGAGCAAGTCGAGGC TATTGTCAGARCTGATGCGARAGARAATGCATGTCAGGCTTGTGGGGAARGTACTARTCTTGTAARGCTGCAATACATGCACTTATGCGTTCCATGCTAARTGCTTAGTTCCACE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 37 380 390

1 |
TCTTARAGATGCTTCCGTGGAARATTGGAGATGCCCTGAATGTGTTAGTCCTCTTARCGAGATAGATARGATATTGGATTGTGARATGCGTCCTACARAATCTAGTGARCARGGT TCCTCCGATGCGGAR

391 400 410 420 430 440 450 460 da70 480 490 500 510 520

I |
CCGARGCCARTTTTTGTGARRCAGTATCTCGTGARGTGGARGGGATTATCATACCTTCACTGCTCTTGGGTGCCTGAGARGGAGT TCCAGARGGCTTATARGTCARATCATCGT TTARRAACCAGAGTGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I |
ACARTTTTCACCGTCARATGGAGTCATTCARTARCAGCGARGATGATTTTGTTGCCATACGTCCTGAGTGGACCACTGTTGATCGGATTCTTGCCTGCAGAGAGGARGATGGGGAGC TGGARTATCTTGT

651 660 670 680 630 700 10 F20 730 F40 750 760 Fin 780

1 1
CAAATATARAGAGCTATCCTATGATGAATGTTATTGGGAGTCAGAATCAGACATCTCARCCTTCCAGARTGAAATTCARRGGT TCARGGATGTARRTTCTAGARCTCGCAGARGTARAGATGTTGACCAT

781 790 800 a10 820 830 840 850 860 870 880 a90 900 910

I |
ARAAGARATCCCAGAGACTTTCAACAGTTTGATCATACTCCTGARTTCCTCARAGGCTTGTTACATCCATACCAGC TTGAGGGACTTARTTTTTTGCGGTTCTCGTGGTCARARCAGACGCATGTARTCE

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
TTGCTGATGAAATGGGAC TAGGCARGACARTTCARRGCATTGCCCTTTTAGCTTCACTTTTTGAGGAGARCCTCATTCCGCATTTGGTARTTGCTCCTCTATCGACTCTGCGTAACTGGGAGAGAGAGTT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 114 1150 1160 1170

TGCCACATGGGCCCCACAGATGRACGTGGTTATGTATTTTGGCACTGCGCAAGCTCGAGCAGT TATCAGAGARCATGAGTTTTACTTATCGARAGATCARRARARGATCARGARARAGAAATCTGGACAR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

ATARGTAGCGARAGCARGCARARARGARTCARGT TTGATGTCCTCCTCACATCGTATGAGATGATCARCCTAGATTCAGCAGTTCTAARACCARTTARGTGGGAGTGCATGATTGTTGATGARGGTCATC

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

1 1
GACTGARARATARGGATTCARAGCTGTTCTCTTCATTGACACAGTATTCAAGTARCCACCGTATTCTTCTGACAGGARCACCACTTCAGAACARCTTGGATGARCTTTTCATGCTCATGCATTTTCTTGA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

1 |
TGCGGGGAAGTTTGGAAGTTTGGAGGAGT TCCAGGAGGAGT TCARRGATATTARTCAAGAGGAGCAGATCTCARGGTTGCACARAATGTTGGCTCCACATTTGCTCAGARGGGTARARRARGACGTARTG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

I |
ARAGACATGCCCCCCARARAGGRGCTCATTTTGCGTGTTGATCTGAGCAGTCTGCAGARRGAATATTACARAGCTATTTTTACCCGTARTTATCARGTATTGACARRRARGGGAGGTGCTCARATTTCCC

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

1 |
TTARTARCATTATGATGGAATTRCGARARGTATGCTGCCATCCTTATATGCTAGAGGGTGT TGAGCCAGTTATTCACGACGCARATGARGCTTTCARACARCTTTTGGAGTCTTGTGGARRGCTGCARCT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 |
TCTAGATARAATGATGGTCARACTGARRGAGCARGGACACAGAGTCCTARTATACACACAGTTTCAGCATATGC TGGACTTACTTGAAGACTACTGTACCCATARGARATGGCAGTACGAGCGAATTGAT

CGTCCGAACGCATTGAT
e I (&1 E 1ML T

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
I |
GGAAAGGTTGGCGGAGCTGAGCGGCARATACGCATAGATCGGTTCARTGCCAAARATTCTARCARGT TTTGTTTTTTGCTCTCCACAAGAGCTGGTGGCT TAGGAATARATCT TGCARCGGCTGATACHG
GGCARGATARGTGGTGCTGARAGGCAGATACGGATAGATCGCTTCARTGCTARGAAT TCGACTRAGGT TTTGCTTTCTTCTTTCTACCAGAGCTGGTGGTCTGGGAATARATTTGGCARCTGCAGATACTG
GGaRAGaTaaGcGGaGCTGAaaGGCAaATACGCATAGATCGETTCARTGCcARAAAT TCeAacAaGT TTTGeTTTeTgCTeTCeACaAGAGCTGGTGGCc TaGGAATARATC TGCARC£GCAGATACAG

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
| |

TAATCATTTATGACAGTGACTGGAATCCTCATGCTGATCTTCARGCARTGGCTAGAGCTCATCGACTTGGCCARACARATARGGTGATGATTTATAGGCTCATARACCGAGGCACCAT TGAAGAARGGAT
THHTEHTCTHTEHEHETGHTTGEHHECEHDHTGCEGHTTTGEHHGETHTGECHHEHEETEHTCECTTHEEHCHEHETHECHHEETGHTEHTHTHCCGEETTETTHECEGHEETHEHHTTEHEGHEDGHHT
TARTCATcTATGACAGTGAcTGGARCCCaCATGCgGATcTCARGCaRTGGCaAGAGCTCATCGac TabhaCAaACaRacARGGTGATGATaTACaGGCTeaTaRall aRTTGA. AT

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
I |

GATGCARTTGACTARAAAGARARTGGTTCTAGAGCATCTTGTTGTTGGGAAAC TCARAA---CACAARACATTARTCAGGARGAGTTAGATGACATCATCAGGTATGGATCARRGGAGCTTTTTGCTAGT

Cana_Pkl GHTEEHECTTHEHHHEHHHHHEHTTTTHTTEEHGEHETTHﬁTTETTEETCEHDTCHCHHHHECTHHTHHTETCHHTCHEEHﬁEHECTGﬁHTEHTHTTHTHEEETHTGEHTCHHHEGHEETTTTTEHTEHC
C GATGCAacTgAC. TggTacTaGAGCAccTaGTTGTTGGgaaACTCAAAA, ., C. TcARTC TaGATGAcATCATaaGec TATGGATCARRGGAGCTTTTTGaTaac

Arabidopsis_Pkl
Cana_Pkl
Consensus

Arabidopsis_Pkl
Cana_Pkl
Consensus

Arabidopsis_Pkl
Cana_Pkl
Consensus

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 244 2450 2460 2470
I |

GAAGATGATGAAGCAGGARAGTC TGGARARATTCATTATGATGATGCGGCTATAGACARRT TGCTTGATCGTGATCTCGTGGAGGCAGAGGAAGTCTCAGTGGATGATGARGAGGAGARTGGATTCTTAR
GAGAATGACGAR=====m==m= TCTCGCCARATTCATTACGACGARGCTGCART TGAGAGGTTGTTAGACCGTGATCARGTTGATGGTGATGAR---TCTGTGGAAGATGAAGARGARGRTGARTTCTTAA
GAaaRTGAcGAA, ........TCTcGaaARRTTCATTACGAcGAaGCgGCaATaGAcAaaT ThcTaGAcCGTGATC aa6TgGAgGeaGAgGAA. . . TCaGTGGAaGATGAAGAaGAaaATGaATTCTTAR

2471 2480 2490 2600 2510 2520 2530 254 2550 2560 2570 2680 2590 2600
I |

AGGCTTTCARGGTGGCTAARTTTTGAATATATAGATGARAATGAGGCAGCAGCATTAGAGGCACAGAGAGTCGC TGCTGARAG--CARATCTTCAGCAGGCART TCTGATAGAGCAAGT TAT TGEGAAGAG
HHEGHTTDHHGETTGDHHHETTTEHHTHEHTDGHEGHGEEHHHEGETDHGEEHGHHHEHEHEGHE-EHEGDHE GCAGARAGGC TRCAGC TGAGGEC TGARAACTCTGARRGATTARACTATTGGGATGAR
AaGeaTTCAAGGTgGCaAAcTTTGAATAcATaGACGA CacaaGCA:; G, GAGgCaC ,GCaGARAG, . caaAglCTgaahCaGaaAAcTCTGAaAGAgcARacTATTGGGAaGAa

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
I |

TTGTTARARGATARATTTGAGCTGCACCAGGCTGAGGAGCT TAATGCTCT TGGARAAAGGARGAGARGTCGCARGCAGTTGGTATCCATTGARGARGATGATCTTGCTGGTTTGGARGATGTGAGCTCTG
CTATTGAAGGATAGATACGATGTACAGARRGTTGARGARCATACTGCTATGGGARAAGGGARARGARGCCGCARACAGATGGCTGCAGC TGATGARGATGACATTGAC--TT-—-AAGCTCCGAR-—-G
cTalTaAAaGATAaATacGAgcTaCAcaAabcTGAaGAaCaTAaTGETaT gGGARAAaGGARAAGAAGECGCARACAGaTGhcaglaacTGAaGARGATGAcaTTGac, . TT. . .AAGaTccGAa. .. .G
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2731 2740 2750 2760 ari 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
1 1

ATGGAGATGARAGT TATGAAGC TGAGTCAACAGATGGTGAAGCAGCAGGACARGGAGT TCAGAC-GGGTCGACGGLCGTACAG---AAGARAGGGTCGCGATARTTTGGARCCARCTCCGTTGATGGARG
ACGAGGATTACTCATTTGAGGATGACGTGTCAGATARCGACACARCTTTGCARGGARATGTTTCTGGGAAGAGGGGCCAATATTCTARGAGARART CACG-TARTGTTGATTCTATTCCATTGATGGAGG
AcGaaGATgAaacaTalGAaGaTGAcgcaalAGAT aacGAaaCAaCaggaCAAGGAaaTcagal . GhGaaGAcGicCealcAy. . .ARGAaAaaaTCaCG. TAATgTgGAacCaAcTCCaTTGATGGAAG

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1
GTGAGGGGAGATCTTTCAGAGTACTGGGTTTCAACCAGAGTCARAGGGCCATTTTTGTACAGACTTTGATGAGGTATGGAGC TGGCAATTTTGATTGGARGGAGTTTGTTCCTCGCTTARAGCAGARGAC
GCGARGGACGGACCTTGAGAGTTCTTGGATTCAACCATGCTCAGCGAGCAATGTTCCTACAGACGCTCAATAGATTCGGTTTTCAGAATTATGACTGGARAGAGTATCTGCCCCGACT THAAAGGAAARAG
GebRaGhaaGaalc TTcAGAGTaCTgGGaTTCAACCAgacTCAaaGaGCalTgTTecTACAGACgcTcAagNGaTachGage TeacAATTaTGAcTGGARAGAGTaTcTglCelGacTalAacaalfalc

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
I I

CTTTGARGAARTAAATGAATATGGAATACTCTTCTTGAAGCACATTGCTGAAGARATAGACGAGARTTCTCCARCCTTTTCAGATGGTGTGCCCARGGARGGACTTAGAATAGARGATGTTCTAGTCAGA
TGTCGAGGAARTTCAGAGATATGCTGAACTTGTTATGGCACATCTTGT TGAAGARATTARCGA-=-TTCTGARTGTTTTTCAGATGGCGT TCCARAGGARATGATGCGTGT TGATGATGTGCTAGTCAGG
cgTcGRaGAARTaalgaalTATGcaaalCTegTecaTGaaaCAcaT Thc TGAAGAAATaaACGA, , . TTCTcalaccTTTTCAGATGGeGTgCCalAGGANagaaTgaGaaTaGlaGATGTeCTAGTCAGa

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250
I I

ATTGCTCTTCTGATACTAGT TCAGGAGAAGGTGARATTTGTAGAAGATCATCCAGGGAAACCTGTTTTCCCCTCTCGCATTCTTGAAAGAT TCCCCGGAC TGAGARGTGGAARAAT TTGGARGGAGGAAC
HTHECHHHCHTHTCECTTHTCEHEEHﬁHHGETETETECEHCHEEHECHEGEHHHHTTHEHHHCHTETTTCCTHHTTHTTTGCTCTHTEHGTTCCHHEEETTHTCTEETEGHHEHHTHTEEHHHECEEHEC
ATaGCaaacaTlaacalTaaTccAGGAGAAGGTGE. AGafA . TcTTcCCcaalcacaTglTegAaaaaTTCCaaGbacTaacaaTGGARaAATaTGGARaGaGGAaC

3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380
I I
HTGHCHHEHTHHTﬁHTHCGTGCTﬁTTTTHHHGCHTﬁEﬁTHCﬁﬁﬂCEﬁTﬁGCHHﬁCTHTTﬁTTﬁﬂTEHCHHHGHGTTEﬁEﬁHTCCHHﬁHﬁCTTHTCTECHHHﬁHHTTGHHTTTCCCTCHCHTHHGTTTETC
ATGATCTACTGTTATTGAGAGGCATACTGARGCATGGATATGCAAGGTGGCAGTATATATCAGATGACAGAGAGAATGGGCTTTTTGAGGL TRCACGACGAGAGC TGAATCTLLL T =mm—————————

HTGHcaaaaTaaTaaTaaGaGccaTacTaHHGCHTGGaTHcﬁcHaGGTGGCHagaTHTagcaGHTGHCHaHGHGaagﬁGGachaaﬁHﬁccTacacGaaaHGHacTGHHTcTCCCT............TC

3381 3390 340 3410 3420 3430 3ddi 3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510
1

TGCTGCTEHHCHHGCTEGTTTGCHGEGECHGHHTEGTHGTGGGGGCTCTHHTCCEGEHGCHCHGHCTHHCCHGHHTCCTGGHHGCETTHTTHCTEGEHHCHHTHHTGCTTCTGCTGHTGGGGCTCHHETH
GGCTAARTGAARTAATTGGT: CTC-AGTCGAACAACG-AGGCAAATGGGAAT T=TGGAAG====—m————— GTGCACAGGAAGGC--CAGGTGAA----CTCAR-CA
gGCTaaTGAAaaAacTGOT, vsssssssssassssssssssessBCTC, HalCcaacAaCa, AGaCaAAccaGARTE, TEEHHE..........EgEaHCHagHHgEE..EaEcTEHa....ETEHH ch

3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3540

HHCTCEHTGTTCTHTTHTCGGGHCHTGCHGHGHCEHCTTGTTGHGTTTGTGHHHHHECGHGTTCTECTTTTGGHEHHGGCGHTGHHTTHTGHHTHCECHGHGGHHTHTTHTGGHDTTGGTGGCTCHTCHT
AGC---ATGTCCCATTACAAGGAGATCCAGAGAARGATAGTTGAGTTCTTGAGARAGAGATACCACCTTCTGGAGAGAGCCTTGAATTTGGAATATGCTGTGATARCGAARAAAAT T==——————————
HaE...HTETGEGHTTHcaaEEHcHTcEHEHEHaaaaTaETTEHETTcgTEHaHHHEaEHgacCacETTcTEEHEHaaEEcaTEHHTTagEHHTHcEEaEaEaaHaagaHaaaHaTT............c

3641 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770
1 1
CTATCCCTACTGARGARCCAGAAGL TGARCCARAGATCGCTGACACAGTGGGAGTGAGCTTTATTGAGGT TGATGATGAAATGECTTGATGGACTTCCTAAGRCTGATCCTATCACTTCAGARGARRTTAT
CTGTTCCTGATGATATTAC====== TGARCAAGGTGTTCCAG-—-CAGGACATGTTCCACTTCTTCCAGATATCAGTGARTTGTTGCGGGAATTECCCARTCTTGAGCCAATTTCTACCAATGAAGT ===
CTaTcCCTaaTGAaaaaaC,....,.TGAACaAaagaTecCal, , .CAGgacaaGTgacacTTalTcaabaTaacaaTGARaTGeTgocagGaAcTgCCeAAgacTGAgCCaATcal TaCaaAaGAAaT, . .

3771 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
1 1

GGGGGECTGLTGTTGACARCARCCARGCGCGGGTCGARATAGC TCARCATTATARCCAGATGTGCARACTTCTTGATGAGAACGCTCGGGARTCAGTCCARGCATATGTARARCAACCARCCACCGAGTACT
==--GGCTCCTGARGGCA-CAGC--TGGTCAGTCACARGT TCCCCATCTTTACAATAAGATGTGTGGAGTGC T TGARGAGAGCGETGGTTCTGCGATCAGTTCCTTCTTTGGAGACARGTCCGCATCTTCT
«++06CTcCTGaabaCA, CAaC, . aGegCabgcacARaTacCeCAaCaTTACAAcaAGATGTGoaaAc TgLTTGAaGAGAaCGe TeGggaaglaaTCaaaglaTacgTaaaaaflCaAacCacCaacTale

3901 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030
I I
ARGGTGAATGAGAGCTTCCGTGCACTCAAATCTATCARTGGTARCAT TAACACARTCCTTTCGATTACATCTGATCARTCCARGTCACATGARGACGACACCARGCCAGACCTARRCAATGTTGAGATGA

Cana_Pkl AGTTTGGCCARTAGCCTTCGACAGTTTGAARCTGTGTGTGAGARTGTTGTTG-AGGCCTTGCGACCCCAACARARTGGTAC-— —-—TGCCHETECCHTCHHHEHEGHHGTGETHGHTGCHGCCHCCH
Ci RaggTh AgAGCeTelGacaacTealAaCTaTcaaTGagAAcaTTaaca, AagCCTTgCGAccaCAaCaafacaaTac,. .. .... TG GaCRAcCAR. GAacTaaaaaflTG

Arabidopsis_ Pkl

4031 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160
1 1

AGGACACGGCCGARGARACARRACCGT TAAGAGGTGGCGTCGTCGATCTGAATGTGGTGGAGGGA-GAGGRGRACAT TGCTGARGC TAGTGGAAGTGTTGATGTARARATGGARGARGCCARAGARGAAG

Cana_Pkl ARGCAGCTGCCGTGCCTGCGCAAGATTCAAGCCATGA-GGCAGCGARTGGGCAGTCTTCGACAGCCARGGCAGACATGGARRTCGATGGTTGATTTGTAG——GT TGCCAGAGTGGTAGGAARGG--GAAT
Ci RaGaaalCgGCCG: CaaffAcagTcAAGacaTha, GgLaglGRacgGaaahTegTelAcaba, aAGGaaalCATgGaaaaataTalTgGRagTGTak, . GTaaaaAgaGaaGafAGcaARat, . GAAg

Arabidopsis_ Pkl
Cana_Pkl
o

4161 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290
1 1

AGARGCCARAGARCATGGTCGTTGATTGACTCAACTGGTAARTCARGAT TCARGACCCARGGGG TCATGARGTAGGAACTGTTGTATTATCTTTGGTTACATGTATGAGACTTATTCTTCCTTTTGTAAG
TCCCGCTAATCACTATGTATGGT-ATTGTARCATTARGGARAGCAC--CTCCAGGCCTGACGE-TGTTACTGCTARCGCGTTTG-GTTTTCTTCTTGTCCTTGTAGTATGCATACACATTCGGARCTTCA

Arabidopsis_ Pkl
Cana_Pkl
Consensus

Figura 7.

acaaliCcARacAacATGgacGeT.ATTGaaaCAacaalgAAAgCAa, .cTCaAGalCcaAchG, TcaTaaaGecaaaaalegTTG. aTTaTCTTeggeTalaTGTAggAgaCaTAcaCaTcCggaacTaaa
4291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 444412
1 1

ACCTATCTTCTGCTTATGCARRCATTGGTARCATTTTAGGCTARCTTTGATATTCTTCATGTTTTCCTATTTTTGGARARTCATGAARTTATAGTTTCTCARTCARAGCTGTTTGGTTATGC
HAAAAAAAR

LT T T

Alinhamento das sequéncias de PKL de Arabidopsis e cana-de-aclUcar pelo

programa MultAlin. Descrito em vermelho a similaridade e em azul a diferenca entre as

sequéncias.

O alinhamento para o gene CLF foi realizado a partir da sequéncia de

Arabidopsis encontrada no NCBI e a sequéncia de cana-de-aclUcar encontrada no

banco de dados SUCEST, a partir do programa online MultAlin. As regides

conservadas foram observadas em vermelho, e em azul foram encontradas regifes

nao-conservadas entre as sequéncias (Figura 8).



Arabidopsis_CLF
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Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
C

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 a0 100 110 120 130
1

GATCTGGTTTCTTGACAARTGGCGTCAGAAGCTTCGCCTTCTTCTTCGGCCACCAGATCGGAGCCACCCARAGACTCTCCGGL TCCAGCTTCTI TATCAGARGTAATAGAATC
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
GCTAAAGARGAAGCTTGCAGCTGATAGGTGTATATCAATI TTGATGARAAL GCTATTACTCARAGT TTTATGAGGTCTTCTATGGAAL TAGCTGTAARA

1 1
TCCCTGTCAARRATTTCCTTACGTCCTATCARAATGCCTGATATCAAACGTTTGTCACCTTATACCACATGGGTTTTTCTGGACAGARATCARAGAATGACTGARGACCAGTCTGTAGTGGGTCGARGGAG

521 530 540 550 560 670 680 590 [ 610 620 B30 640 B50
1 1
AATTTATTATGATCAAACTGGL GCTTATCTGCAGTGATAGT! CATTGACGAL TTTITTTGGAGCCTGARGATTATATTATTCGCATGACCCTTGAG
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1 1
CARCTAGGTCTTTCAGACTCAGTCCTGGCGGAACTAGCAAGTTTCTTGTCTAGAAGTACTAGTGAAATCARGGCAAGACATGGAGTGC TTATGARGGAAARRAGARGTATCCGAGAGTGGCGATAATCAAG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 1
CAGAGAGCTCCCTTCTCAARCARAGATATGGAAGGAGCATTAGATTCTTTCGATAARCCTGT TCTGCCGTAGATGCCTTGTATTTGATTGCCGGCTTCATGGGTGTTCACAGGATCTCATTTTTCCGGCTGA

911 az0 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

GAAACCAGCTCCATGGTGTCCTCCTGTAGATGARAATTTAARCCTGTGGTGCARACTGCTATAAAACGCTTCTCARGTCTGGAAGATTTCCGGGATATGGCACCATTGAAGGTARAACTGGCACTTCATCA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

GRTGGTEEHGETﬂETRﬂﬂREEﬂEREEEREEﬂRGTTETEEHGERﬂHETTﬂRTEGGREﬂﬂRREERRRGﬂEETTEEEﬂHGTGHRRETGERTEGTETRRTGﬂRRRGTEEGERETHGRRHERRGTGRETEREHGR
ITTAAATCTCAARCAAAGTGAAAGCTCTTCAACTGC——-AAGGGTTATCTC-AGAARAGCAGTGACTCAGAAG
....................cﬂcaaaaﬂaﬁﬂﬂcggETECaE.........T CaRAGTH TCaaCTaa. .ARaaGTgagCaC.AGAAAcaAGTGACTCAGAaa

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

ATGGACTACAGCAGGATACCAATTCCGATAAAGTTTCATCATCGC-CAAAGGTGAAAGGTAGTGGGAGACGAGTAGGTCGTAAGAGGAACAARAACCGAGT TGCTGAGCGAGT TCCTCGTARGACT-CAG
TACATCCA-ATAAGCARTAAATCTCCACAACACTCCCCTAGTCCCTCAAAAGT TAAAATTGGGCCGAAAGG TGGAATCAGAAAGATTACCAATAGACGAATTGCCAAGAGAAT TC-TCATGAGTGTGAAG
TccCaTaaTCcC.CAARaGTgAAAagT ARafaaCGAaTTGC TTC.TCaTaAGacT.aAG

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

AAGAGGCAGAAGAAGACAGAAGCCTCGGATAGTGATTCC————————| -ATCGCCAGTGGAAGTTGT-——-TCACCCAGCGATGCAAAACATARAGATAATGARGATGCTACTTCCTCTTCTCAGAAGCATG
HHHEEHEHHHEEEHHHTEEEHTEHTETEHTTETHHTTETETTHETEEHTEETETTTEEEHHEEEHEHTEHHEETTHEHTETEHTHEHEEHHHTEEHHHTHHEEHHTTHHTTETHTEETEHEHHEHEHET—
CaTCgGATacTaATTCe........ATCccCagTGGaAaggha. | . .aaaCecAGagaTGaalalCaafAfaGaafATaRaGRagecaflcTgeaTCeTCaCAaanGaaT .,

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis CLE
Cana_CLF

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1630 1540 1550 1560
1

1

THHHHTETEEEHHETECEEEHHETEHHEEHHEHHTEEEHETEETECEEHHETETCEHHTHHTTCTETEHHEEHTEHCETTCETETTTEECHETCHHHTEHEETTEEETEHEHEETTEHTECECEEEETHE
TCCAAGCACARGAATTTCCAAAAAGARGAGTACACCTC—-——AAATTGGGAATARCTCAGCTTCTGCTGAARGTTCATARTGATTCAACAGAAGARGCARATAARCCGTCATTCAGCGACAGATGG
.....TET AaCaC. TC. CCTc...ARaTcgccAATARGTCabcgaagGalGAaGT TCaTaaT; T GCGaCaGaTaG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

TGATGAAAGTCTAAGGAAAGAAGAGT TTATGGGTGAAACTGTATCTCGAGGAAGATTGGC TACAAATARGT TGTGGAGACCACTTGAGAAAARGCCTTTTTGATARAGGTGTTGAGATTTTTGGAATGAAT
TTATGATAGT TCAAGGARAGAAGAAT TCGTCGATGAGARTATATGC-—AAGCAGGAGGGT TACTTGAGA-TCCTGGARGGCAAT TGAGCAGGGACT TCTGGTGAAAGGAT TAGAGATTTTTGGAAGGRAC
TgATGAaRGTccARNGGAAAGAAGAaTTcaTeGaTGAaAaTaTATee, .AaGaflGaagGGe TACaaaaaf, TceTEGAaacCAaTTGAGaAaaGaC TTeTeGagARAGGagTaGAGATTTTTGGAAgGAAC

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

1 1
HEETECTTEHTTEETHEHHHTETTTTEHETEETTTEHHHTCHTETTEEEHEETCTTEEHHTHCHTEHCETECTEEEHHHHTHHHECTTECTTETTTEEHEETEHTEEHTTEHHTECTEHTEECTCTTEEH
AGTTGTTTAARTTGCTCGGAACCTTCTTGCTGGAARTGAAGACATGCAGAGATGTTTTTCARTATATGAATTATATTGAARAACAGCAGTGCATC——-TGGAGCTCTTAG- GGTGTCGATTC——
HEcTEcTTaHTTEETaEaHHcETTchacTEEaaTcHHaaCHTEcaEaﬁHgETcTTcEHHTHcHTEHagTacacgEHHHHcHaaaCTgEaTc...TEEHEcTcaTaE.........TEaTEgCgaTTE..

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1

AGTTCGATATCAATGGARATATGGTTAATAACCARGTGAGGAGAAGGTCAAGATTTCTACGTAGGAGAGGCAARAGTGCGGECGCTTGAARGTATACCTGGAAGTCTGCTGCATATCATTCARTTAGGAARAG
===TC-TTGTTARAGGATATATTARGGG TACTGAGT TGCGCACAAGGTCARGGTATTTTAGAAGGCGAGGTARAGTCCGTCGTTTGARGTACACCTGGARATCTGCAGGTTARCCATTTCATAARGGARRAG
ee.TC.aTal TATgaagaall T TCAAGaTaTcTaaGaAGGaGAGGCAARAGTcCGgCGe TTGARGTACACCTGGARATCTGCaGeaTACCATTcaATaAGGARARG

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1

AATTACTGAGAAGAAAGACCAGCCCTGCCGTCAGTTTAATCCATGTAARCTGCAAAAT TGCTTGTGGGARGGARTGTCCTTGTTTGCTARACGGGACT TGCTGCGAGAAGTACTGCGGTTGCCCAARGAGT
GATTACTGAARGGAAGGATCAGCCTTGTCGACAATATAATCCTTGTGGTTGTCAATCTGCATGTGGAAAGCAGTGTCCATGTCTTACAARATGGGACATGCTGTGAGAAATACTGCGGGTGTCCAARARTT
aATTACTI AGCCeTGeCGaCAaTaTAATCCaTGTaacTGeaAAacTGCaTGTGGaAAGeAaTGTCCaTGTeTgacARACGGGACaTGLTGeGAGARATACTGLGGg TGeCCAAARaAge

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 1

TGCAAGARTAGGTTTAGAGGTTGTCATTGTGCCARAAGTCAGTG TCGAAGCCGCCAGTGTCCATGE TTTGC TGCAGATCGGGARTGTGACCCAGATGTT TGTAGARACTGCTGGGTCAT-TGGTGGGGAT
TGCAAGARCCGTTTTCGAGGATGTCACTGTGCARAGAGCCAGTGTCGCAGCCGCCAATGTCCATGTTTTGETTGTTACCGGGARTGCCAATCCGATGGTTGCCARAACCGGTTGGTTGGGTGGTGGGAAT
TGCARGARCaGgTTTaGAGGaTGTCAcTGTGLaARaAGeCAGTGTCGaAGCCGCCAAaTGTCCATGe TTTGe TgcagRcCEGGAATGecAacCaGATGgTTGecaaAAACcGe TgG6Tcag . TGGTGGGaAT

2211 2220 2230 2240 2290 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 1

GGTTCGCTTGGGGTCCCAAGCCARAGAGGCGATARTTATGAGTGCAGGAATATGAAATTGCTCCTGARACAACARCARRGGGTTTTACTTGGARTATCTGATGTTTCTGGTTGGGGAGC TTTCTTARAGA
EEHEHTTEEEHHETTECHH CCCARGAAGAGATART TATGARTGCAGGAACATGARACTGCTTCTARAACAARCARCAARAGGTTCTTACTTGGARGATCATATGTCTGTGTGTGGG-AGCATTTCTCARGA
CCARA, CC

Arabidopsis_CLF
ana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
c

TAATTATGAaTGCAGGAACATGAARCTGC TeCTaAAACAACARCAAAGGETeTTACTTGGAAgATCagATGTeTeTheeTGG6, AGCaTTeeTaRAGA
2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
1 1

ACAGTGTARGTARGCATGAARTACCT TGGGGARTACACAGGAGAGC TGATCTCACATARAGAGGCAGATARACGCGGGARGATATACGATCGCGAGAARCTGCTCTTTTICTCTTCARTCTARACGATCAGTT
HTRGTGTGCGCRCHCRTGHﬂTﬂTCTTGGTEﬂGTﬂCﬂCTGGGERTCTRHTCTCﬂCHCﬂﬂHERRGCRTﬂTRHGCETGGHRHGHTRTHTEﬂTCETGRﬁﬂﬂCTCHTCETTTCTTTTCRRCCTGRHCHRTERGTH
AcAGTGTaaGcAaaCATGAARTAcCTTGGgGAATAC TecalCgTTTCTeTTCARCCTaARACaATcAGTa

2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2960 2570 2580 2590 2600
1 1

TGTGCTAGATGCTTACAGGAAAGGAGATAAACTGAARATTCGCCAACCATTCTCCTGAACCTAACTGTTACGCAAAGGTCATCATGGT TGC TGGAGATCACAGGGTGGGGATCT TCGCARAAGAGAGGATA
TGTTCTTGATGCATACAGAARTGGGTGACARGCTGARATTTGCCAACCATGCCCCTGACCCGAATTGCTATGCCARGGTTATCATGGTAGC TGGTGATCATAGAGTGGGCATAT TCGCCARAGARAGARTC
TGTgLTaGATGCaTACAGaAaaGGaGAcARaCTGAAATTcGCCAACCATECcCCTGAACCgARCTGE TACGCaAAGGTCATCATGGTAGC TGGEAGATCACAGAGTEGGCATAaTTCGCaAAAGRaAGaATa

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730

1 1
CTGGECTGGAGAAGAACTATTTTACGATTACCGGTATGAGCCAGATCGAGCTCCAGCTTGGGCCARRAARACC TGARGC TCCTGGTTCTARGAARGACGAARATGTTACACCTTCTGTTGGTAGACCCAAGA
CTCGCTGGCGAAGAGTTATTCTATGATTACCGCTATGAGCCTGACAGAGCCCCTGCTTGGGCCCGEAAGCCTGAGGL TTCGGG: —AGGAAAG--GATGATGGGCAACCGTCCAATGGGCGTGCARAGA

ARGA

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

Arabidopsis_CLF
Cana_CLF
Consensus

CTeGCT TATTcTAcCGATTACCGeTATGAGCCaGAcaGAGCeCCaGCTTGGGECaaaAAaCCTGAAGCTeLgGh. . .GRaafTG: ACCgTCeaal
2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
1 1

AGCTTGC——TTAGCARCAARAAGARACAARCCATTTTTTTGTCA———ATTCTTTGGTTACAGGTGGAAGAARCGC TTTAATCCT-—CATTACTCT-CCACACGGAAGAARCAC—ATTGAAACARATTCATACAT
AGCTCGCCCARAARCACCAGAGGCTGAATCTGATTCTGATTCTTTCATTGTTGEGCCACARATTTGGCAGCCAT TCAACCAAGACAGGARCCTGTCATTCATAGGCCCCCCARTTTATTTGARCCTGTCAT
CAT

AGCTcGL. .aaflaCAaCAaflaGaaaafaCcaalTcTgagTCa. . . ATTcTTgGGecACAaalggaacAalcalTcAAcCaa. .CAggAacCT.cCAcal. C.AaT:

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1
T-TTGCT-GAGTCTARRGAAAAATTGTATTCG——TTGGAT——TAAAATTTCCTTTTTTCGTTTTACATTTCTGGATTATCATTTTAT—————— TGTACTGAGACTCGGGTTAAAGTTTTTAAATTACAGA

TGETAACTCGARTGTTTCATGTACTTGAAT TCTCCATGGCAGC TEGTCC TECCATCCE TAGART TAGC TGGCEGGCGACTGATCTGATGTARCATGAGC TGCTGATAGETAGCGAGTGCCCCTT TAGAGCC
T.TaaCT.6RaTcTaaaaaaaRaTTGaATTCg . .aTGGaa. . TaaaacTgClaTccgTabaaT TAcaTgelgGhagaaTcATCTEAT, . . . . . Thaal ThagaaTaGhgagaaf6TgcccaaaTaaaaca

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050
1 1

TGAGARACTTGGTG
TGATTCATATGGGGGGTACGGTCAGAGCGTTTCTGAAGCAARCTAGTCGARATGTTGCTCC

TGAgAaACATGGE . s s ssessassssssssassssssssassssnsssasasnnsssns

25

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de CLF de Arabidopsis e cana-de-agucar pelo

programa MultAlin. Descrito em vermelho a similaridade e em azul a diferenga entre as

sequéncias.
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O alinhamento para o gene LECL1 foi realizado a partir da sequéncia de sorgo
e milho encontrada no NCBI e a sequéncia de cana-de-aclcar encontrada no banco
de dados SUCEST, a partir do programa online MultAlin. As regides conservadas
foram observadas em vermelho, e em azul foram encontradas regides néo-

conservadas entre as sequéncias (Figura 9).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130
1 1
Cana_LEC1
Sorgo_LEC1 CGGECGGCGE
Hilho_LEC1 CCACGCGTCCGCCACCACACCACGAGCGCGCGATARCCCTAGCTAGCTTCAGGTAGTAGCGAGAGCCARTGGACTCCAGCAGCTTCCTCCCTGCCGCCGGLGCGGAGARTGGEETCGGCGGLGGEGECGELGE
CONSBMEUS  4iusiuunssessssssoessssssessosssessossssnsssssssssssssssssessssssentossssnsssssssssssssssssassosssensossssnssssssssssnsal CEEgCEgCEC
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
Cana_LEC1 GCTGCCGGCCARCGCCAAGATCAGCARGGAC

Sorgo_LEC1 CAACARTGGCGCTGCGGCTCAGCAGCAGGCGCCGCCGCTGATCCGCGAGCAGGACCGRCTGATGCCGATCGCGARCGTGATCCGCATCATARCGTCGCGTGCTGCCGGCGCACGCCAARGATCTCGGACGAC
Hilho_LEC1 CAACARTGGCGGCGCTGCTCAGCAGCATGCGGCGCCGGCGATCCGCGAGCAGGACCGECTGATGCCGATCGCGARCGTGATCCGCATCATGCGGCGCGTGCTGCCGGCGCACGCCARGATCTCGGACGAC
Consensus caacaatggcg, .gc.gcbcageagea,gog.cgocg, .pabccgogageagpaccggct gat gecgatocgopaacgtgat cogoatcat gog, cpogb GLTGCCGGLgcACGCCAAGATCLcggAcGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
Cana_LEC1 GCCAAGGAGACGGTGCAGGAGTGCGTCTCCGAGTTCATCTCCTTCATCACGGGCGAGGCCTCCGACARGTGCCAGCGCGAGAAGCGCARGACCATCARCGGAGACGACCTGCTCTGGGCCATGACCACGL
Sorgo_LEC1 GCCCAGGAGACGATCCAGGAGTGCGTGTCCGAGTACATCAGCTTCATCACGGGGGARGCCARCGAGCGGTGCCAGCGTGAGCAGCGCARGACCATCACCGCCGAGGACGTGCTGTGGGCCATGAGCCGLE
Hilho_LEC1 GCCAAGGAGACGATCCAGGAGTGCGTGTCGGAGTACATCAGCTTCATCACGGAEGAGGCCARCGAGCGGTGLCAGLGGGAGCAGCGCARGACCATCACCGCCGAGGACGTGCTGTGGGCCATGAGCCGED
Congensus GCCaAGGAGACGaTcCAGGAGTGCGTgTCeGAGTACATCagCTTCATCACGGGEGAgGCCaalGAgegG TRCCAGLG . GAGCAGCGCARGACCATCAcCGecGAgGACg TGCTgTGGGCCATGAgCcgel

391 400 410 420 430 4di 450 460 470 480 430 500 510 520
I

I
Cana_LEC1 TCGGCTTCGAGGACTACGTCGAGCCGCTCA
Sorgo_LEC1 TCGGCTTCGACGACTACGTCGAGCCGCTCAGCGTCTACCTCCACCGCTACCGLGATTTCCAGEGCGAGGLGLGGEECGTCCGECTCGCCCCGGGGECGGCCCCTTCGLRCGGCGGAGACCACCACT
Hilho_LEC1 TCGGCTTCGACGACTACGTCGAGCCGCTCGGCGCCTACCTCCACCGLTACCGLGAGTTCGAGEECGACGLGLGCGRCGTCRERCTCGTCCCGRGGACCGCCCCATEGCACGGCGECGACCACCACCCGEA

Consensus TCGGCTTCGACGACTACGTCGAGCCGCTCageg, ctacck A AL gegog. grogho. ggcbeg, .goece, b . reew
521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
1 1

Cana_LEC1

Sorgo_LEC1

Hilho_LEC1 CTCCATGTCGCCAGCGGCGATGCTCARGTCCCGCGGGCCAGTCTCCGRAGCCGCCATGCTACCGCACCACCACCACCACCACGACATGCAGATGCACGCCGCCATGTACGGGGEAACGGCCGTGCCCCCG

COMBBITEUSE  4uusrasneasassnsasessnsessnsssesssstsetsststsetstssssatsssesessssesesssnsesttstststtststtttststtssstssessssssestasestssoststsststests

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
I I
Cana_LEC1
Sorgo_LEC1
Hilho_LEC1 CCGGCCGGGCCTCCTCACCACGGCGGGTTCCTCATGCCACACCCACAGGGTAGTAGCCACTACCTGCCTTACGCGTACGAGCCCACGTACGGCGG TGAGCACGCCATGECTGCATACTATGGAGGCGCCG
COMESBISUS 4t rsvasansasossnssssssssstsssssssssesesssststotststatsssssesesssseststetststsssstetestsseststetstirsstssarestssestssossrsrssssrars
781 790 oo 810 2o 830 4o 50 860 870 880 890 900 910
I I
Cana_LEC1
Sorgo_LEC1

Hilho_LEC1 CGTACGCGCCCGGCAACGGCGGGAGCGGCGACGGCAGTGECAGTGGCGGCGGTGGCGAGAGCGCGTCGCACACACCGCAGEECAGCGGCGGRCT TGEAGCACCCGCACCCGTTCGCGTACARGTAGCTAGT

COMSEMSUS  uusrasnsasassasasessnsestnsssesssstsesststsststssssatsssesessssesesssntesttstststtststtttststtssstssessssssestasestssosestsststssts

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| |
Cana_LEC1
Sorgo_LEC1
Hilho_LEC1 TCGTACGTCGTTCGACTTGAGCARGCCATCGATCTGCTGATCTGARCGTACGCTGTATTGTACACGCATGCACGTACGTATCGGCGGCTAGCTCTCCTGTTTARGTTGTACTGTGATTCTGTCCCGGCCG
CONSEIMEUS 4 rrrrsrsnreresssrrsrsrssssssssssssseretssssssssesesesessssesessssestetetssesesssresesrssessssesrsesssesssrssrsressssssrsrssssrenns
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I I
Cana_LEC1
Sorgo_LEC1

Hilho_LEC1 GCTAGCARCTTAGTATCTTCCTTCAGTCTCTAGTTTCTTAGCAGTCGTAGARGTGTTCARTGCTTGCCAGTGTGTTGTTTTAGGGCCGGGGTAARCCATCCGATGAGAT TATTTCARRARAARARAARRAR
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias de LEC1 de sorgo, milho e cana-de-agucar pelo
programa MultAlin. Descrito em vermelho a similaridade e em azul a diferenca entre as

sequéncias.

O alinhamento para o gene SERK1 foi realizado a partir da sequéncia de
milho encontrada no NCBI e a sequéncia de cana-de-acUcar encontrada no banco
de dados SUCEST, a partir do programa online MultAlin. As regifes conservadas
foram observadas em vermelho, e em azul foram encontradas regides nao-

conservadas entre as sequéncias (Figura 10).
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I |
CCGARAAGAARRARTARATCTCCCTTCCATTCL ACGCCGTGAGCTC TC CGGLGECEGCGCGGCAGATCGEGCAGCGLCGTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

1
GTCGGCGGGATEGCGGCGTCGCTGAGGTGGTGETGGTCGGCGGTGGTATTTTCGGTGGTG
THGCTCGCHCCGGTGGGEGGHCCCHCGCGCCCHTGCTTCGGTGHGGTGETGGGGCCCGCTTGECGCHCGHGTTGGHHTGGCGGCCGCGGCGGCEGCGGGGHGGTGGTEGGCGGTEGTCCTTGCGGTCGCG

R |1 [+ TGGTcGGCGGTGGTac TTgCGGTeGeG
261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
1 |
GT-CGGCGTGATCCCGG: TTGTCGCCAACAC TGATGCTCTATACAGCCTACGACARRGCCTGARAGATAACAACARCGTGCTGCAGAGT TGGGATCCARCTCTGGTTARTCCATGTACAT

GTGCTGCTCGEGLCEGGACGGGTCGTCGCCARCACCGAGGGTGATGC TCTRTACAGCC TGCGGCAGAGCTTGARAGATACTAACARTGTCTTGCAGAGTTGGGATCCCACTCTTGTTARTCCATGTACAT
GT,CgGCgehagllchh. . . .. TcGTCGLCARCACCGAGGGTGATGCTCTaTACAGCCTaCGaCAaAGCc TGARAGATAacAACARCGTcc TRCAGAGTTGGGATCCaRCTC TgGTTARTCCATGTACAT

391 400 Ll 420 430 440 450 460 470 480 490 G0 510 520

1 |
GGTTCCATGTTACTTGTARCCCTGATARCAGTGTCATCAGACTTGATCTTGGARATGCACAACTATCAGGTCCATTGGTGCCACAGCTTGGGCARTTGAAARATATGCAATATCTGGARCTTTACAGTAR
GGTTCCATGTTACGTGTARCARCGATARCAGTGTTATCAGAGTTGACCTTGGARATGCACAATTATCTGGTGTCCTAGTGCCACAACTTGGTCAGCTGARRRATCTCCAATATTTGGAGC TTTACAGCAR
GGTTCCATGTTACgTGTARCaacGATARCAGTGTcATCAGACTTGACCTTGGARATGCACAACTATCaGGETecac TaGTGCCACAACTTGGgCAac TGARARATaTcCARTATCTGGAACTTTACAGCAR

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
1 |
CARCATARGTGGGCCAATACCACCTGARCTGGGGARCTTGACTAACCTGGTCAGT TTGGACCTGTACCTCARCAACTTCACTGGCGGTATTCCTGACACCTTGGGCCARCTATCARAGTTGCGGTTTCTC
CARCATARGTGGGACGATACCCCCTGARCTGGGGARCTTGACTAACCTGGTCAGT TTGGATCTGTATATGARCAACTTCTCTAGCARTATCCCTGACAGCCTGGGGAATCTATTGARGCTGCGTTTCCTA
CARCATARGTGGGACaATACCACCTGARCTGGGGARCTTGACTAACCTGGTCAGT TTGGAcCTGTAcaTcARCAACTTCaC TaGCaaTATeCCTGACAeCeTRGGeaRaCTATcaAAGETGLGETTeCTa

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 1o 780
1 |
CGTCTTARTARCARCAGTCTTTCTGGTCARATTCCGARRACCTTGACCARTATCARCACTCTCCARGTTCTGGATCTATCARACAACARTCTCTCGGGAGGGGTGCCATCARGCGGTTCGTTTTCTCTCT

CGTCTTARCARCAACAGCTTGGTTGGTCARATTCCTGTATCCTTGACCARTATCTCCACTCTCCARGTACTGGATCTCTCGAARCARCARCCTCTCAGGACARGTCCCATCARCAGGLTCCTTTTCACTCT
CGTCTTARcARCAACAGec Tggc TGGTCARATTCCgaaRaCCTTGACCARTATCaaCACTCTCCARGTaCTGGATCTaTCaAACARCARCCTCTCaGGAcaaGTcCCATCARCaGGe TCeTTTTCACTCT

781 790 800 &lo 820 830 840 850 860 870 880 890 00 910

1 |
TTACACCTATARGTTTTGCTARCARCCCARATCTTTGCGGCCCTGGTACTACARAGCCTTGTCCTGGGGCTCCTCCATTTTCTCCACCCCCTCCATACARTCCCCCAGCACCAACTTCATCARRAGGCGT
TCACCCCTATTAGTTTTGCCARCARTCCATTCCTTTGTGGCCCTGGTACTATGAAGCCCTGCCCTRGGGCTCCTCCCTTTTCCCCGCCTCCATTCARTCCTCCATCTCCCCCAACCCARTCARCTGRTGE
TeACaCCTATaRGTTTTGCcARCARCCCAaacCTTTGeGGCCCTGETACTACAAAGCCeTGeCCTGEGGCTCCTCCATTTTCeCCaCleClaccaafcaaTClacCacCaCCAACccaATCARaathcGe

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

ETEEHEEHETEEHEEHETHEETEEHEEEETTEEHEETEEEHEHEEETTEETEHTEECHETEEETEETHTTEEETHEEEHTTETEEEEEHEEEEHHHHCEEEHHEHEEHHTTETTEEHTETEEETEEEEHE
CTCTAGCACTGGAGCAATCGCTGGAGGTGTTGLTGCTGGTGCAGCAT TGETGTTTGCTGTTCCTGCAATTGCATTTGCAATGTGGCGCCGTCGTARACCTGAAGAGCATTTCTTCGATGTTCCTGCCGAR
cTCcAGCACTGGAGCAaTaGCTGGAGGCGTTGLaGCTGGcaCAGCATTGeTGaTcGLaGTgCCTGLaATTocaTacGLAaTGTGGLGeabglGaAAACCcGARGAGCAATTCTTCGATGTCCCTGLCGAa

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 I

GAGGATCCCGARGTTCACCTTGGACAGCTCARGAGGTTCTCGCTGAGAGAGCTGCARGTCGCCACGGACARTTTTARCARCAGGAATGTCCTGGGAAGAGGCGGT TTTGGARAGGTGTACARAGGGAGAC
GAGGATCCAGARGTCCATCTTGGTCAGCTCARARAGTTTTCATTGCGGGAGCTTCARGTTGCARCTGATARTTTCAGTARCARGAACATTTTAGGAAGAGGTGGT TTTGGARAAGTGTACARGGGAAGGL
GAGGATCCaGARGTcCAcCTTGGACAGCTCARaAaGTTeTCac TGaGaGAGCTgCARGTCGCaACeGACARTTTeAacARCAaGAAcaTccTaBGAAGAGGCGGTTTTGGAAAAGTGTACARaGGaAGaC

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 |
TAACGGACGGTTCACTGGTAGCCGTGAAGAGATT GCACCCCCGGL TCCAGTTCCARACGGAAGT TGAACTGATTAGCATGGCGG TGCACAGGARCCTTCTCCGGLTCCGTGG
TTGETGHTGGETETTTGETHGEﬂGTGHHﬂHGEETHﬂHHGHGEHGEEGﬂEﬂEETGGTGGTGﬂGETTEHGTTEEHﬂHEHGHEGTTGHGHTGHTTﬂEEﬂTGGEHGTEEﬂEHGGHHEETTETEHGHETTEGTGG
TaaCgGAchGeTLacTGETAGCAGT! TcCAGTTCCARACaGAaGTTGAaaTGATTAGCATGGCaGTGCACAGGAACCTTCTCaGaC TcCGTGR

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 |

ATTCTGCATGACCCCTACAGAGCGGCTGCTAGTGTATCCATACATGGL TRAACGGGAGCGTCGCATCGCGCCTTCGAGARCGCGCGCCARATGAGCCCCCCCTCGARTGGGARACGAGGGC TCGGATCGCG
TTTCTGCATGACACCTACTGARCGGTTGCTAGTCTACCCATACATGGC TRATGGGAGTGTGGCATCACGTTTACGAGAGCGCCAGCCATCTGAGCCACCTCTTCARTGGGARACARGARGACGGATTGCG
al TCTGCATGACACCTACaGAaCGGe TGCTAGTe TACCCATACATGGC TAACGGGAGCGTeGCATCalGee TaCGAGAaCGCcaGCCAaaTGAGCCaCCcCTeccARTGGGARACaAGaacaCGGATCGLG

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

1 I
CTGGGGTCAGCCAGAGGCC TGTCCTACCTGCACGACCACTGCGATCCCARGATCATCCACCGCGACGTGARGGCCGCCAACATCCTGCTGGACGAGGACTTCGARGCCGTCGTGGGTGACTTCGGLLTGG
CTTGGATCTGCAAGAGGACTTTCTTACTTGCATGATCACTGCGATCCCARAATCATCCATCGGGATGTCARAGCTGCAAATATTCTTTTGGATGAGGACTTTGAGGCTGTTGTGGGTGATTTCRGGLTTG
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CTgGGaTCaGC. TgTCeTACeTGCAcGACCACTGCGATCCCARAATCATCCAcCGeGACGTcARAGCeGCaAAcATCC Tec TGGACGAGGACT TeGAaGCeGTeGTGEGTGACTTCGGECTEG
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 |

CCARGCTCATGGACTACARGGACACCCACGTGACGRCCGLCGTCCGTGGGACGATCGECCACATCGCCCCCGAGTACC TCTCCACGGGGAAGT CCTCCGAGAAGACGGACGTCTTCGGCTACGGGATCAT
CCARGCTTATGGACTACARGGATACCCATGTCACARCTGCTGTTCGTGGARCAAT TGGACACATTGCTCCCGAGTACCTATCCACTGGCARGTCCTCTGARRAGACTGATGTTTTTGGCTATGGGATCAT
CCARGCTcATGGACTACARGGACACCCACGT cACaACcGLeGTeCGTGGaACaATcGGaCACATcGCcCCCGAGTACC TaTCCAL: TCCTC gGAcGTcTTeGGCTACGGGATCAT

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 |

GLTCCTGGAACTCATCACCARGGCAGAGGGCGTTCGACCTCGCTCGTCTCGLGARCGATGACGACGTCATGLTCCTTGACTGAGTGARGGCGLTGL TGAAGGAGARGAAGLTGGAGCAGCTGGTGGACCCG
GCTTCTGGAGCTTATTACTGGCCAGAGGGCATTTGATCTTGCTCGTCTTGCARATGATGACGATGTTATGCTTCTTGACTGAGTGARAGGACTGC TGAAGGAGARGAAGGTGGAGATGCTGGTGGACCCA
GCTcCTGGAaCTeATeACcGGeCAGAGGGCaTTeGAcCTeGCTCGTC TeGLaAACGATGACGACGTCATGC TeCTTGACTGEGTGARaGCAl TEC TGAAGGAGARGARG: TGGAGaaGC TGGTGGACCCa

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 1

GACCTGCAGGGCCGGTACGTGGACCAGGAGGTGGAGTCGL TGATCCAGGTEGCGCTGLTGTGCACGCAGEGC TCCCCGATGGEAGCGGCCCARGATGTCGGAGGTGGCGLGGATGC TEGAGGELGACGGGL
GATCTGCAGAACGCCTACGAGGAGATCGAGGTGGAGAACC TGATCCAGGTAGCACTCCTCTGCACGCAGGGCTCCCCGTTGGACCGGCCARAGATGTCGGAGGTGGTGAGGATGCTCGARGGTGACGGCC
GAcCTGCAGaaCcccTACGaGGAcaacGAGGTGGAGaacC TGATCCAGGTAGCaCTcLTeTGCACGCAGGGLTCCCCGaTGGACCGGCCaAAGATGTCGGAGGT! TGCT GGcC

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 I

TGGCGGAGCGETGGGAGCAGTGGCAGAAGGTGGAGGTGATGCGGCAGGAGGCGGAGC TCGLCCCGCGCCACARCGACTGGATCGTCGACTCCACCTACAACCTCAGGGCCGTCGARCTGTCCGGCCCGAG
TGGCAGAGCGT TGGGACGAGTGGCAGAARGT GGAGGTGGTGAGGCAGGAGGCTGAGTCCGCACCACTCCGCARTGACTGGATCGTCGATTCCACGTACAACCTTCGTGCCGTGGAGCTGTCCGGCCCARG
TGGCaGAGCGg TEGGAccAGTGGCAGARAGTGGAGGTGaTGaGGCAGGAGGCeGAGecCGLaClaCglCaCARCGACTGGATCGTCGACTCCACCTACAACCTeabgGLCGTcGAACTGTCCGGCCT ARG

2081 2030 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1

1
GTAG: GGAGGTAGAT- GATCGCCG--—-TCGGGATCCTTGTCGTCTGTGAATATGACAGC————————-! GGATAGGTAGC—————= TTGGTGGTTGGTCCTGTCTTT
GTAGCCACTCCACGACTCCGATGARAGARTTCARCACTGAATTGCCGAGATTCAGTCTARTTGCTGTTTGTGTATATGAAAGGTAGCTTTTGGARTTGT TAGCGACAATT TGGAGGGATGATTTTTTTTT
GTAG. . sess22sesses.baabaalbla, ... .....alATeGCLG, .. . TCaGgaTaaTTGeeGTeTGTGaATATGAGAGE. . 44y . . GaATaGgTAGLE, .. ... TTGGaGGgagGace TeTeTTT

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 |

ATTGATAGC T-GCGARAC TGTAGATGARATTGTGTGCCCGTCTTCTGTARCCTGAGTACCTGACATCTC====TGACATTTTTTTTTCTGATAT TAGAGAGCC Gm=m== TATGACACC
TTTEHTTCCTCGCTHGCCTCHGHHETTEGGTHGGCTGCHGTTGTGTTHHGGTGHHHHTTCGTHTHTCTGHGGETGHHTTTTTHHHGCHTTGTTETHGTGGTCCEGGGHHTETHGCHGCGHTCGTCCHHTT
alTGATacCT,GCgRaaCT A CalTegTcTgaR. LegAcATCTG, ... TGAaaTTTTaaagcalgalagTAGaGaglCG,. ... TalaalAcC, s savsassess

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2429
1 I

ATACTACGTGCTATGCAGAACACTTACGTTTTGCCATAGCTTAGTARGCCTTTTTGCATCTTGARARATCTATTTARGTTTTCGTTGGE
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias de SERK1 de milho e cana-de-agucar pelo

programa MultAlin. Descrito em vermelho a similaridade e em azul a diferenga entre as

sequéncias.
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O alinhamento para o gene SERK2 foi realizado a partir da sequéncia de

milho encontrada no NCBI e a sequéncia de cana-de-acUcar encontrada no banco

de dados SUCEST, a partir do programa online MultAlin. As regides conservadas

foram observadas em vermelho, e em azul foram encontradas regides néo-

conservadas entre as sequéncias (Figura 11).
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1 1

CCCACGCGTCCGATTL TC T GGAC L CGGCGGAAGCGGAGCCTGCGGECGLTGCGCCCGCCCGGCCGAATCCTCGCCGGATCGCCCGACE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

1

GTTGGAATGGCGGLGTCGGCGTCGECTGGGAGGTG

TGECCCGGGAGCGECGECGETGCAGACGGCCTGATCCGACCGATCCGGLGGGAATGACGACGGCCCGAGGAGGGATCTAGCGGAGGTGCTGGTCGLGCGGCAATGGTGLGCGGCGGAGGCTTCGLGGEGGEG
TGGcGGECGECEGaGeCeel:

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1

GTGGGCGGTG=—GTCCTTGLGGTCGLGGT————6GCTGC TAGGGCCGGGACAGGTCGT———CGCCAACACCGAGGG TGATGCCC TGTACAGCCTGCGTCAGAGC T TGARAGATGCTHACARTGTCTTGCAG
GTGGGCGGTGTGEGCGCTGCTGC TG TGCTGCGGCTGC TCCACCTGGCCGCGCTCGTGCTCGCCARTACCGARGGTGATGCCTTGCATAGC TTAAGGACTAACTTARATGATCCTAATAARTGTTCTACAAR
GTGGGCGGTG., ,GgCecTGLgheeGlghe, (. .GCTGECTacacCeGbeacabeTCGT ., , . CGCCAACACCGAAGGTGATGLCeTGeAcAGCeTaaGgaagRaCTTaARaGATeCTAACAATGTeceTaCAa

391 400 qa1o 420 430 440 450 460 Lriil 480 430 500 510 520

1 1
AGTTGGGATCCCACTCTTGTTAATCCATGTACATGGTTCCATGT TACGTGTAACAACGATARCAGTGTTATCAGAGT TGACCTTGGAARATGCACAATTATCTGGCGTTCTAGTGCCACAACT TGGCCAGL
AGTTGGGATCCCACTCTGG TCAACCCCTGCACTTGGTTTCATGT TACCTGCAARCARTGACARCAGTGTTATCAGAGT TGATCTTGGAARATGCTGCACTATCAGGAACTTTGGT TCCGCAACT TGGLCCAGL
AGTTGGGATCCCACTCTgGTcAACCCaTGeACAaTGGTTeCATGTTACCTGeARCAACGACARCAGTGTTATCAGAGTTGAcCTTGGAAATGCacaAcTATCaGGaacTcTaGTeLCaCARCTTGGCCAGT

521 530 540 550 BEO 570 580 530 B0 B10 620 B30 640 650

1 1
TGARRAATCTCCAATATTTGGAGCTTTACAGCAACAARCATAAGTGGGACAATACCCCCTGARCTGGGGAACCTGACTARCCTGGTCAGTTTGGATCTGTATATGARCAACTTCTCTGGCAARTATCCCTGA
TEHHHHHETTEEHETHEETEEHEETETHEHETHHTHHTHTEHEEEEEHTTHTHEETHETEHHETTEEEHHTETTHEHHHETTEETEHETTTEEHTTTETHEETEHHEHHETTEHETEETTEEHTHEEEEH
TecAARAAAccTcCAaTAccTGGAGC T TALCH TACCcacTGAARCTgGGGAACCTgACAAACe TGGTCAGTTTGGATeTGTAcaTGARCARCTTCaCTGGecaagATaCCgGA

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 F70 780

1 1
CAGCCTGGGGAATCTAGTGAAGCTGCGTTTCCTACGTCTTAACAACAATAGCTTGGT TGGCCCGATTCCCGTATCCTTGACCAATATCTCCACTCTCCAAGTACTGGATCTCTCGAACAARCARCCTCTCA
TTCATTGGGGARGCTATTGAARGC TGCGGTTCTTGCGTCTTAACARCAACAGCCTTTCTGGTTCARTTCCARRATCGTTARCTGCCATCACTGCACTCCAAGTTCTGGATCTGTCAARATARCAATTTGTCT
cacacT| TAgTGAAGCTGCGgTTCeTaCGTCTTAACAACAACAGCcTgge TGGeecCaATTCCaaaATCeTTaACcaacATCaCeaCaCTCCAAGTACTGGATCTeTCaAAcAACARceTeTCa
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781 790 800 10 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 1
GGACAAGTCCCATCGACTGGCTCCTTTTCACTCTTCACCCCTATAAGTTTTGCCARCARTCCARATCTTTGTGGCCCTGGTACTTCGARGCCCTGCCCTGGGGCTCCTCCCTTTTCCCCACCTCCTCCAT
GGAGAAGTTCCATCAACTGGTTCCTTTTCGTTATTCACCCCTATCAGTTTTGCGAARCAARCCCTARTTTATGTGGTCCTGGCACCACAARARCCTTGTCCTGGTGCTCCTCCCTTTTCTCCACCTCCTCCAT
GGACAAGTcCCATCaACTGGECTCCTTTTCacTaTTCACCCCTATAAGTTTTGCcAACARCCCaARTcTaTGTGGeCCTGGcACcaCaAAaCCeTGeCCTGGgGCTCCTCCCTTTTCCCCACCTCCTCCAT

911 820 830 940 950 960 870 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

TCAARTCCTCCATCTCCC———CCAACTCARTCTACTGGTGCTTCTAGCACTGGAGCAATAGC TGGAGGTGTTGCTGCTGGTGCAGCATTGGTGTTTGCTGTTCCTGCAATTGCATTTGCARTGTGGCGCCG
ACARCCCTACAACCCCTGCGCAARTCACCAGGARGTAGCTCTTCCAGTACTGGAGCAATTGC TEGTGGAGTGGLTGLTGGCGCAGCCTTGCTATTTGCTATTCCTGCARTTGGTTTTGCCTATTGGLGGLG
aCAAcCCTaCAaCclCc...CaflaCaCaflgcaflcTabGegl TTCcAGCACTGGAGCAATAGLTGGaGGaGTgGCTGL TGGeGCAGCATTGeTalTTGCTaTTCCTGCARTTGeaTTTGCaaagTGGLGCCG

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1

TCGTAARACCTGAAGAGCATTTCTTCGATGTTCCTGCCGAGGAGGATCCAGAAGTCCATCTTIGGTCAGCTCARAARAGTTTTCATTGCGGGAGCTTCAAGTTGCAACTGATARTTTCAGTARCAARGARCATT
EﬂEGﬂﬂHEEGEﬂﬂEﬂGEﬂTTTETTEGﬂTGTﬂEETGEEGRGEﬂHEﬂTEEﬂEﬂGGTEEHTETTEGEEﬂGETTRﬂﬂﬂEﬂTTTTERETREEﬂEﬂﬂTTﬂEﬂﬂETTGEﬂﬂEﬂERTGEETTERGERRTHRGRRERTT
ATTTCTTCGATGTaAaCCTGCCGAGGAaGATCCAGARaGTecCATCTTGGCCAGCTecARAAaaTTTTCAcTaCGaGAacTaCAARGT TGCAACaGATaacTTCAGeAARCARGARCATT
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CTTGGﬂHGHGGTGGRTTTGGEﬂﬂﬂETCTRCRHﬂGGﬂCGGCTGECHGRTGEﬂTCTTTHGTTGCTGTTﬂHGﬂGRCTHRHGGﬂﬂGﬂGCGCHERCCTGGTGGGERHTTHCRGTTTCHRRCRERHGTTGRGHTGH
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TgGLaGATGGaTCaTTaGTaGCaGT: GeACACCTGGTGGgGAacTaCAGT TeCARACAGAaGTTGAGATGA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
[} 1

TTAGCATGGCGGTGCACARGARCCTTCTCCGACTTCGTGGTTTCTGCATGACACCTACTGARAGGTTGTTAGTCTACCCATACATGGC TAACGGGAGTGTGGCATCACGT TTACGAGAGCGGCAGCCATC
TTAGTATGGCTGTACACAGAARATCTATTGCGCCTTCGTGGATTCTGTATGACACCAARCAGARAGG T TGCTTGTGTATCCATACATGGC TAATGGAAGTGTTGCATCACGT TTAAGAGACCGGCCACCAGL
TTAGcATGGCgGTaCACAaaARcCTacTcCGaCTTCGTGGaTTCTGeATGACACC aACaGAAAGGTTGeTaGTeTACCCATACATGGC TAACGGaAGTGTeGCATCACGTTTAaGAGACCGGL aaCCAgC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 16500 16140 1520 1530 1540 1650 1660
1 1

TGAGCCACCTCTTAGCTGGGARCCARGARGACGGATTGCACTGGGATCTGCARGAGGACTTTCTTACTTGCATGATCACTGCGATCCCARAATCATCCATCGGGATGTCARAGCTGCARATATTCTTTTG
TGARCCTCCACTAGAT TGGCARACARGARGARGGAT TGCATTGGGTTCTGCTAGGGGCCTGTCTTATTTACATGATCATTGTGATCCARAGATTATTCATCGTGATGTCARAGCTGCARATATTTTGTTA
TGRaCCaCCaCTaaacT ITTGCAcTGGGaTCTGCaAGaGGaCTgTCTTAcTTaCATGATCAcTGeGATCCaARaATcATCCATCGgGATGTCARAGCTGCARATATTeTgTTa

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
C.

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

GATGAGGACTTCGAGGCAGTTGTGGGTGATTTCGGGCTTGCCAARGCTTATGGACTACARGGATACCCATGTCACAARCAGC TGTTCGTGGAACAARTTGGGCACATTGCTCCCGAGTACCTATCTACCGGCA
GATGAAGACTTTGARGCTGTGGTGGGGEGATTTTGGTTTGGCCARACTAATGGATTACARGGATACCCATGTARCTACTGC TGTTCGTGGAACARTTGGGCACATTGCACCTGARTACCTTTCARCAGGAR
GATGAaAGACTTcGRaGCaGTgGTGGGEGATTTeGGge TeGCCARACTaATGGAc TACARGGATACCCATGTaACaACaGC TGTTCGTGGAACARTTGGGCACATTGCaCCeGAaTACCTaTCaACaGGaA

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1

AGTCTTCTGAGAAGACTGATGTTTTTGGCTATGGGATCATGCTTCTGGAGCT TAT TACTGGCCAGAGGGCATTTGATCTAGCTCGTCTTGCARATGATGACGATGTTATGCTTCTTGACTGGGTGAAAGG
AATCCTCTGAGAARACTGATGTATTTGGCTATGGAATTACGCTTTTAGAGCTTATTACAGGACARCGTGCCTTTGATCTAGCTCGCCTTGCTARTGATGATGATGTCATGCTTCTTGACTGGGTCAARAGG
AaTCcTCTGAGARRACTGATGTaTTTGGC TATGGaATcACGCTTecTaGAGCTTATTACaAGGaCAaaGgGCaTTTGATCTAGCTCGeCTTGCaAATGATGACGATGTCATGCTTCTTGACTGGGTcARAGG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

ACTGTTGAAGGAGAAGAAGGTGGAGATGCTGGTGGACCCAGATC TGCAGAAAGCC TACGAGGAGG TCGAGGTGGAGAGCC TTATTCAGGTGGCACTCCTCTGCACGCAGGGCTCCCCCCTGGACCGTCCA
HTTECTEHHEEHEHHEHHHCTEEHEHETCTEETCEHTEHEEHTCTHEHEEHCHHCTHCHTCEHTETTEHEETEEHHTCTCTEHTCCHEETTEEECTCCTETECHCEDHEHECHHCCCEHCEEHHDEHCCT
CCCC. GaCL.

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk?
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk?
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Hilho_Serk2
Cana_Serk2
Consensus

Figura

AcTGeT TGGT TCT: TAC. TcGAGGT! TgATcCAGGTgGCaCTCCTCTGCACGCAGaAGL.

1951 13960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1

AAGATGTCGGAGGTGGTGAGGATGC TCGAAGGTGACGGGC TGGCAGAGCGTTGGGACGAATGGCAGAAAGTAGAGG TGGTGAGGCAGGAGGC TGAGTCGGCACCGCTCCGCAAT-——GACTGGATCGTCG
HHHHTGTEHGHEGTTGTGHGGHTGETEGHHGEEGHTEGTETEEETGHEHEHTGGEHEGHGTEGEHEHHGGTHEHHGTHGTHEGEEHHGHGETEGHGETHEGEEETEHTEGHHETTEGEHHTGEHTTETEE
AARaATGTCaGAGGTgGTGAGGATGCTC! TeiL. TGGCH TAGAaGTaGTaaGGCl CgCacCGaRaT., . .GRaTGGATceTCG

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 1

ATTCCACGTACAACCTTCGTGCCGTGGAGCTGTCCGGCCCAAGG TAGCCACTCCACGACTCCGATGAARGARAACACTGAAT TGGCCAAGATTCAGTCTAARTTGC—=TGCTTGTGTATATGAARAGG T ———
ACTCGACCGACAARCCTCCACGCTGARCAGC TGTCAGGGCCAAGGTGAAGGCAGC TTGAGACC —| RTGGHGTECCﬂETﬂﬂTTﬂTTGTﬂﬂTTTTGERHGGGCHﬂTRGCGRTGEETHTCHRTCHTCCTRGTCHH
AcTCecACegACAACCTeCacGCeGaacAGCTGTCaGGeCCAAGGTaaacaCacCacGAcalCl , ATGaA. ATTEG: AATaGE, ,TGCgTaTcaATaagaaaaGT. ., .

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 1
AGCTTTTGGAAT TGTTAGCGACAAT———=TTGARAGGATCGATCTTTITTTITTTGGATTCCTCGCTA-GCTCAGATGTTGGTTACGC TGAG——GTTGTGT TAAGGTGARARTTCGTATA

HHHTEEEEEHTTTETTEHTHEETHTEEHTTEEETEHHEEEHHEHTETEETEHEEEHTEHTETEETTTEEHTETHTHTTEETEHEEEHTEEEEETTEHETTETTHTHTEEEHEEEEHEEHEHEETEEHEEH
AaaTcccoccAaTTGTTaacaaCaAT. . . TTGaaaGaAgCGAacaTeTeeT AT CTa ATaTTGGTgACGCagat. .GTTGaGTTaagaTaaaaaagcholgae e ce e e enn

2341 23560 2360 2370 2380 2390 2400 24910 2920 2430 2440 2450 2460 2970
1 1

GCTAATGTCATTTGCAGTTGCTGCATGCTCCTGTGCTCCTGTATTTGTARAGGT TGGAGCTGAGGTGCTGCTGCTATCATCTGAGTCTGCGATAAGTTAATTGTACTGATAGT TGACATCTARCTATTTT

2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
1 1

GTGTATCARATGTARGGTTCGAACCATTTTGTATGCCCCCTCCTACTAAAGGATCGGATGATATAGGTGTGCCTATGAACCTGTTCTGGC TGGCAAGGT TAACCAGARAATATCCATGCTGATTGATGTA

2601 2610 2620 2630 2640 2650 26B062
1 1

GTTATGTCCGTAGTTACCTAAGGGT TAGGAAACCCATTTTTATATCGATGATGTCTCCATTT

11. Alinhamento das sequéncias de SERK2 de milho e cana-de-agucar pelo

programa MultAlin. Descrito em vermelho a similaridade e em azul a diferenca entre as

sequéncias.
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As gramineas apresentam grande varia¢cdo no tamanho do genoma. Por outro
lado, 0 mapeamento genético comparativo de arroz, milho, trigo, sorgo e outras
gramineas revelou extensa conservacao do conteldo de genes e ordem de genes
em todas as espécies estudadas (Gale e Devos, 1998). Estes estudos forneceram
uma base para a compreensdo da evolugdo do genoma e levaram ao isolamento
mapas genéticos baseados no interesse agronémico (Ma et al., 2005).

Devido a alta poliploidia da cana-de-agUcar e auséncia de parentes diploides
préximos, a vantagem de investigar a sintenia com outras Poaceae tem sido
explorada. O conhecimento do genoma da cana-de-acucar potencialmente também
beneficia programas de estudos de genomas de outros cereais, especialmente arroz,
sorgo e milho (Asnaghi et al., 2000).

A comparagao entre a sequéncia de cana e sorgo revelou alta colinearidade e
alta conservacao de estrutura do gene e similaridade de nucleotideos. O sorgo foi
encontrado para ser a espécie estudada com relacdo de mais sintenia com cana-de-
acucar, sugerindo que o sorgo é uma espécie modelo de escolha para a cana-de-
acucar (Jannoo et al., 2007). Arroz também apresentou uma relativa sintenia global
com a cana-de-acucar, no entanto, com muitos rearranjos, explicados pela larga
distancia entre as duas espécies (Glaszmann et al. 1997).

Apés encontrar os genes de interesse e seus homologos, as regides
conservadas foram identificadas a partir do alinhamento das sequéncias para
posterior construcdo dos primers. Foram escolhidas sequéncias de 120 a 200
nucleotideos, em regides bem conservadas para a construcdo dos primers. (Figura
12, 13,14,15,16).

Posteriormente, foi realizado a construcdo dos primers pelo software
GeneRunner v.3.05 (Tabela 1). Foram escolhidas sequéncias de 18 a 21 bases
nucleotidicas sem complementariedade (dimeros), com temperatura de pareamento
de 60°C. Todos os primers dos genes utilizados foram projetados para regides
conservadas com base na comparacdo das sequéncias de espécies ja descritas e

cana-de-acucar.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para quantificagdo da expressao génica através
dos ensaios de Real Time PCR. As sequéncias estao representadas na dire¢cao 5 >3’ F:
forward (sense); R: reverse (anti-sense).

Gene Primers (5’ 2> 3’)
F: 5 TCAGCGAGCAATGTTCCAC 3

PR R: 5 GGAACGCCATCTGAAAAACAT 3
F: 5 GGATTAGAGATTTTTGGAAGGA 3’
oL R: 5 AAAATACCTTGACCTTGTGCG 3’
F: 5 AGTTCATCTCCTTCATCACGG 3
HECt R: 5 GACGTAGTCCTCGAAGCCG ¥
F: 5 CTTTCACTCTTCACCCCTAT 3
SERKA R: 5 ACCAGCAGCAACACCTCCA 3
SERK2 F: 5 TTTCTCCACCTCCTCCATAC 3’
R: 5 TGCTCTTGCGGTTTCCTGC 3’
GAPDH F: 5 CACGGCCACTGGAAGCA 3’

R: 5 TCCTCAGGGTTCCTGATGCC 3

A etapa de construcédo dos primers e adaptacdo da PCR sao etapas chaves
do sucesso da analise da expressao génica. O desenho de primers é dividido em
guatro fases: busca e escolha das sequéncias de interesse; alinhamento das
sequéncias e determinacdo do consenso; selecdo da regido consenso mais
conservada e escolha e teste dos primers (Leon et al., 2009).

Existem recomendacfes especificas para a constru¢cao de primers, como as
relatadas por Lisby (1999) e Garcés e Lima (2004), como: a) estabelecer o tamanho
dos primers entre 18 e 24 bases para minimizar o risco de anelamentos
inespecificos; b) assegurar relacéo entre bases purinas e pirimidinas entre 40 e 60%
para a maximizacdo da especificidade da reacédo, evitando uma concentracdo de
bases G/C inferior a 50%, de forma a néo prejudicar o célculo da temperatura de
anelamento; c) evitar trincas de bases repetidas; d) evitar complementariedade inter
e intramolecular, principalmente na extremidade 3’ para impedir formacdo de
estruturas secundarias como a ocorréncia de dimeros; e) construir um arranjo de
bases que permita uma temperatura de anelamento entre 58°C e 62°C, sendo
crucial que as temperaturas de anelamento dos dois primers sejam préximas.

Como resultado, todos os pares de primers obtidos mostraram um elevado
grau de conservacao entre as sequéncias de cana-de-aglcar e Arabidopsis, milho

ou sorgo. Assim como, Iskandar e colaboradores (2004) mostraram que 0S primers
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projetados para os genes [-actina e B-tubulina mostraram um alto grau de
conservacao entre as sequencias de cana-de-acglcar e arroz e/ou milho, e deve ser
utilidade direta em outras monocotileddneas homdlogas.

O primer forward do gene PKL, com 20 bases, foi selecionado como um
primer forward, género-especifico, em uma regido conservada localizada na posi¢ao
2901-2920 na sequéncia do gene PKL. O primer reverse genérico do gene PKL, com
21 bases, foi selecionado em uma regido conservada localizada na posicao 3063-
3083 na sequéncia do gene PKL. O tamanho do fragmento (amplicon) foi de 180

bases nucleotidicas (Figura 12).

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
I I

Arabidopsis_PKL GTGAGGGGAGATCTTTCAGAGTACTGGGTTTCARCCAGAGTCARAGGGCCATTTTTGTACAGACTTTGATGAGGTATGGAGCTGGCARTTTTGATTGGARGGAGTTTGTTCCTCGCTTAARAGCAGAAGAC
Cana_PKL GCGAAGGACGGACCTTGAGAGTTCTTGGATTCARCCATGCTCAGCGAGCARTGTTCCTACAGACGCTCAATAGATTCGGTTTTCAGART TATGACTGGARAGAGTATCTGCCCCGACTTARAGGAAARAG
Prinerl_PKL

Priner?_PKL TCAGCGAGCARTGTTCCTAC
CONSEMSUS  +iiisiresassssasosossssssssssssssssssnss boagcragcaabgbbooh A, uaiiaseisiesisiastsiatsitatssssnssatnssassssassssssssssnsssssnssssnne

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 320
I I

Arabidopsis_PKL CTTTGAAGARATARRTGARTATGGAATACTCTTCTTGAAGCACATTGCTGARGARATAGACGAGAATTCTCCARCCTTTTCAGATGGTGTGCCCARGGARGGACTTAGARTAGAAGATGTTCTAGTCAGA
Cana_PKL TGTCGAGGARATTCAGAGATATGCTGAACTTGTTATGGCACATCTTGTTGARGARATTARCGA---TTCTGAATGTTTTTCAGATGGCGTTCCARAGGARATGATGCGTGTTGATGATGTGCTAGTCAGG

Priner1_PKL ATGTTTTTCAGATGGCGTTCE
Priner2_PKL
CONSEMSUS  susssiresesossasososssssssssssssssssssssasssstsssssssssssssssssssssssses Assabbbbcagabgg.gb.cCisiaiiasatissansssassssassssasssssnsss

Figura 12. Sequéncia dos primers do gene PKL de cana-de-agucar alinhados a sequéncia

de seu respectivo amplicon e demais sequéncias homalgas.

O primer forward do gene CLF, com 22 bases, foi selecionado como um primer
forward, género-especifico, em uma regido conservada localizada na posi¢cdo 1667-
1688 na sequéncia do gene CLF. O primer reverse genérico do gene CLF, com 21
bases, foi selecionado em uma regido conservada localizada na posicdo 1859-1879
na sequéncia do gene CLF. O tamanho do fragmento (amplicon) foi de 195 bases

nucleotidicas (Figura 13).

1861 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
| 1

Arabidopsis_CLF TGATGARAGTCTAAGGARRGARGAGTTTATGGGTGARACTGTATCTCGAGGAAGATTGGCTACARATARGT TGTGGAGACCACT TGAGAARRGCCTTTTTGATARRGGTGTTGAGATTTTTGGARTGART
Cana_CLF TTATGATAGT TCAAGGARAGARGAATTCGTCGATGAGARTATATGC—ARGCAGGAGGGTTACTTGAGA-TCCTGGAAGGCAAT TGAGCAGGGACTTCTGGTGAARGGAT TAGAGATTTTTGGAAGGAAC

Prinerl_CLF GGATTAGAGATTTTTGGAAGGA
Priner2_CLF
CONSENSUS 4 ususesasosesessssssssssssssssssosesosesssssssssssssstststtttssttrtrttsrsrsttssssssssssssssssssssssararans gg..b.gagakbbbbggaa,.ga. .

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
| I

Arabidopsis_CLF AGCTGCTTGATTGCTAGARATCTTTTGAGTGGTTTCAAATCATGTTRGGAGGTCTTCCARTACATGACGTGCTCGGAARATARAGCTTCCTTCTTTGGAGGTGATGGATTGARTCCTGATGGCTCTTCCA

Cana_CLF AGTTGTTTAATTGCTCGGAACCTTCTTGCTGGARTGARGACATGCAGAGATGTTTTTCARTATATGAAT TATATTGAARRCAGCAGTGCATC---TGGAGCTCTTAG——-—-———- TGGTGTCGATTC——
Prinerl_CLF
Priner2_CLF

CONSENEUS L erurereresrsrsssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssserssssssssssssessssssssssssssasassrerssssssssssssnrernsnrnns

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
| I

Arabidopsis_CLF AGTTCGATATCARTGGAARTATGGTTARTAACCAAGTGAGGAGAARGGTCAAGATTTCTACGTAGGAGAGGCARAGTGCGGCGCTTGARGTATACCTGGARGTCTGCTGCATATCATTCAATTAGGARAAG
Cana_CLF =---TC-TTGTTARAGGATATATTARGGGTACTGAGT TGCGCACARGATCARGATATTTTAGARGGCGAGGTARAGTCCGTCGTTTGAAGTACACCTGGARATCTGCAGGTTACCATTTCATARGGAAARG
Prinerl_CLF
Priner2_CLF CGCACARGGTCARGGTATTTT
CONSENSUS  sisisssssssssrssssssssssssssssssssssss CEcacaagebcaagpbabbbl. s iiiiratssatatssatatssatattsttt ittt sttt ttsttttssttnte

Figura 13. Sequéncia dos primers do gene CLF de cana-de-agucar alinhados a sequéncia

de seu respectivo amplicon e demais sequéncias homolgas.
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O primer forward do gene LEC1, com 21 bases, foi selecionado como um
primer forward, género-especifico, em uma regido conservada localizada na posicao
292-312 na sequéncia do gene LEC1. O primer reverse genérico do gene LEC1,
com 19 bases, foi selecionado em uma regido conservada localizada na posi¢céo
392-410 na sequéncia do gene LEC1. O tamanho do fragmento (amplicon) foi de

118 bases nucleotidicas (Figura 14).

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| 1
Cana_LEC1 GCCARGGAGACGGTGCAGGAGTGCGTCTCCGAGTTCATCTCCTTCATCACGGGCGAGGCCTCCGACARGTGCCAGCGCGAGARGCGCAAGACCATCARCGGAGACGACCTGCTCTGRGCCATGACCACGE
Sorgo_LEC1 GCCCAGGAGACGATCCAGGAGTGCGTGTCCGAGTACATCAGCTTCATCACGGGGGARGCCARCGAGCGETGCCAGCGTGAGCAGCGCARGACCATCACCGCCGAGGACGTGCTATGGEGCCATGAGCCGLT
Hilho _LEC1 GCCAAGGAGACGATCCAGGAGTGCGTGTCGGAGTACATCAGCTTCATCACGGGGGAGGCCARCGAGCGETGCCAGCGGEAGCAGCGCARGACCATCACCGCCGAGGACGTGCTGTGEGCCATGAGCCGLL
Prinerl_LEC1 AGTTCATCTCCTTCATCACGG
Priner2_LEC1
CONSENSUS  +verevsrsrsrsrsssssnrssrssssses Agl ., CabC, . CLL LAl CACE L. s v vararrrrerrrrrsssrrsnsrsrsnssrrasrerasrrrssrrsrsssrrenssessrrreasresnsrrrnsres

391 400 410 420 430 ddo 450 460 470 480 490 500 510 520

|
Cana_LEC1 TCGGCTTCGAGGACTACGTCGAGCCGCTCA
Sorgo_LEC1 TCGGCTTCGACGACTACGTCGAGCCGCTCAGCGTCTACCTCCACCGCTACCGCGATTTCCAGGGCGAGGCGLGGGGLGTCCGGCTCGCCCCAGGGGLGECCCCTTCRLGCGGCGGAGACCACCACE
Hilho_LEC1 TCGGCTTCGACGACTACGTCGAGCCGCTCGGCGCCTACCTCCACCGCTACCGCGAGT TCGAGGGCGACGCGLGCGGLGTCGEGCTCGTCCCAGGGGLCGLCCCATCGLGCGGCGGCGACCACCACCCGLA
Prinerl _LEC1
Priner2_LEC1 CGGCTTCGAGGACTACGTC
CONSENSUS L CEEChhCE . BAC AL G, t ittt iettsiisietsnessssssonsssssssostsssssostnssssssssntssssssestssssssssnsstsssssnttsssssotstssssssssnnssssss

Figura 14. Sequéncia dos primers do gene LEC1 de cana-de-acUcar alinhados a sequéncia

de seu respectivo amplicon e demais sequéncias homolgas.

O primer forward do gene SERK1, com 21 bases, foi selecionado como um
primer forward, género-especifico, em uma regidao conservada localizada na posicao
770-790 na sequéncia do gene SERK1. O primer reverse genérico do gene SERK1,
com 19 bases, foi selecionado em uma regido conservada localizada na posi¢cao
932-950 na sequéncia do gene SERK1. O tamanho do fragmento (amplicon) foi de

181 bases nucleotidicas (Figura 15).

651 660 670 680 690 00 Ho 720 730 740 750 760 770 780

I |
Hilho_Serkl CGTCTTAATARCARCAGTCTTTCTGGTCAAATTCCGAARACCTTGACCARTRTCARCACTCTCCARGTTCTGGATCTATCARACARCAATCTCTCGGGAGGGGTGCCATCARGCGGTTCGTTTTCTCTCT
Cana_Serkl CGTCTTAACAACARCAGCTTGGTTGGTCARATTCCTGTATCCTTGACCARTATCTCCACTCTCCARGTACTGGATCTCTCGAACARCAACCTCTCAGGACAAGTCCCATCARCAGGCTCCTTTTCACTCT

Prinerl_Serkl CTTTTCACTCT
Primer2_Serkl

LOMSENEUS 4 uatiieesssssosssssassssosssssotsssssssssesssssetsssssssssetssssttsssstsstsstossstssstssnstossnsssssntsssnnssssntssssnss bbtbc.chot

781 790 800 810 g20 830 40 850 860 870 880 890 900 910

1 |
Hilho_Serkl TTACACCTATAAGTTTTGCTARCARCCCARATCTTTGCGGCCCTGETACTACARAGCCTTGTCCTGGGGCTCCTCCATTTTCTCCACCCCCTCCATACARTCCCCCAGCACCARCTTCATCARRAGGLGT
Cana_Serkl TCACCCCTATTAGTTTTGCCARCAATCCATTCCTTTGTGGCCCTGETACTATGAAGCCCTGCCCTRGEECTCCTCCCTTTTCCCCGCCTCCATTCARTCCTCCATCTCCCCCARCCCARTCAACTGGETGE
Prinerl_Serkl TCACCCCTAT
Priner2_Serkl
ONSENEUS LA, COh AL s a v rara s rs st esessrsssesesssssesssssstssassssetesesstesessssssesesssssstesassrsetesessstesessesstesessersstssassrsereses

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 104
|

1
Hilho_Serkl GTCCAGCACTGGAGCAGTAGCTGGAGGCGTTGCAGCTGGCACAGCGTTGCTGATCGCAGTGCCTGCTATTGGGTACGCATTGTGGCGGAGGCGAARACCCGARGAGCARTTCTTCGATGTCCCTGLCGAG
Cana_Serkl CTCTAGCACTGGAGCAATCGCTGGAGGTGTTGCTGCTGGTGCAGCATTGGTGTTTGCTGTTCCTGCARTTGCATTTGCAATGTGGCGCCGTCGTARACCTGARGAGCATTTCTTCGATGTTCCTGCCGAR
Prinerl_Serkl
Priner2_Serkl TGGAGGTGTTGCTGCTGGT
CONSENSUS  ,..ieveseresnrarasasas bopapebpbbgchpobapl, v r e e rserrssrasasarssrrsnsrtssatatsrassrtrtstssnttrssassntrtssntatstsrnstrtes

Figura 15. Sequéncia dos primers do gene SERK1 de cana-de-agucar alinhados a
sequéncia de seu respectivo amplicon e demais sequéncias homolgas.

O primer forward do gene SERK2, com 20 bases, foi selecionado como um

primer forward, género-especifico, em uma regido conservada localizada na posicao
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893-912 na sequéncia do gene SERK2. O primer reverse genérico do gene SERK2,
com 19 bases, foi selecionado em uma regido conservada localizada na posi¢ao
1040-1058 na sequéncia do gene SERK2. O tamanho do fragmento (amplicon) foi

de 166 bases nucleotidicas (Figura 16).

761 790 aoo a10 a20 430 840 850 860 870 ego a90 900 910

I 1
Hilho_Serk2 GGACARGTCCCATCGACTGGCTCCTTTTCACTCTTCACCCCTATRAAGTTTTGCCAACARTCCARARTCTTTGTGGCCCTGGTACTTCGAAGCCCTGCCCTGGGGCTCCTCCCTTTTCCCCACCTCCTCCAT
Cana_Serk? GGAGARGTTCCATCARCTGGTTCCTTTTCGTTATTCACCCCTATCAGTTTTGCGARCARCCCTARTTTATGTGGTCCTGGCACCACARARCCTTGTCCTGRTGCTCCTCCCTTTITCTCCACCTCCTCCAT

Prinerl_Serk2 TITCTCCACCTCCTCCAT
Priner2_Serk2

LOMSEISUS s sssssssssssssssssssssssssssstetststsssssssssssssssttsttttststttttttstststststsraratarststatstststststsrsrnss tEtkc,ceacchecbocat

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1 1

Hilho_Serk2 TCARTCCTCCATCTCCC---CCARCTCARTCTACTGGTGCTTCTAGCACTGGEAGCARTAGCTGEAGGTGTTGCTGLTGGTGCAGCATTGETGTTTGCTGTTCCTGCARTTGCATTTGCAATGTGGCGCCG

Cana_Serk2 ACARCCCTACARCCCCTGCGCARTCACCAGGARGTAGCTCTTCCAGTACTGGAGCART TRCTGETGGAGTGECTGCTGGCGCAGCCTTGCTATTTGCTATTCCTGCARTTGGTTTTGCCTATTGGCGGELG
Prinerl_Serk2 AC

Priner2_Serk2 G
COMSEISUS ol uusesesesssesssssososssosososososososesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnss g

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
|

Hilho_Serk2 TCGTARACCTGARGAGCATTTCTTCGATGTTCCTGCCGAGGAGGATCCAGARGTCCATCTTGGTCAGCTCARAAAGTTTTCATTGCGGGAGCTTCARGT TGCARCTGATARTTTCAGTARCARGRACATT
Cana_Serk? CAGGARACCGCARGAGCATTTCTTCGATGTACCTGCCGAGGARGATCCAGAGGTGCATCTTGGCCAGCTTARAAGATTTTCACTACGAGAATTACARGTTGCARCAGATGGCTTCAGCAATARGAACATT
Prinerl_Serk?
Priner2_Serk2 CRAGGARACCGCARGAGCA
C

Figura 16. Sequéncia dos primers do gene SERK2 de cana-de-aclcar alinhados a

sequéncia de seu respectivo amplicon e demais sequéncias homdlgas.

Para averiguar a presenca de cDNA puro (ndo contaminado com DNA
gendmico) foi realizado uma PCR utilizando primers para o gene GAPDH de cana-
de-acucar ancorados em uma distribuicdo exon-intron-exon dentro da sequéncia do
gene em questdo. Ambas as figuras (17 e 18) ilustram eletroforeses em gel de
poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata 0,1 % w/v. Os resultados dos géis
para controle positivo (Fig 17 e 18) e negativo (Fig 19) demonstram a amplificacédo
de transcritos de GAPDH e auséncia de amplificacdo no controle negativo. Esses
resultados demonstram que a transcricdo reversa e a eliminacdo de possiveis

contaminantes pela acdo da DNAse | foram bem sucedidas.



Figura 17. Gel de eletroforese das amostras de calos embriogénico (CE), ndo-embriogénico
(CNE) com os transcritos de GAPDH. L100 — Marcador de peso molecular de 100 pares de
base. RT+: Controle positivo; RT-: controle negativo. Emul: Embriogénico, multiplicacdol;
Emu2: Embriogénico, multiplicacdo2; Nemul: Nao-embriogénico, multiplicacdol; Nemu2:
Nao-embriogénico, multiplicacdo2; Emal: Embriogénico, maturacdol; Ema2: Embriogénico,
maturacdo2; Nemal: Na&o-embriogénico, maturacdol; Nema2: N&o-embriogénico,

maturacao2.

Figura 18. Gel de eletroforese das amostras de calos embriogénico (CE), nao-embriogénico

(CNE) com os transcritos de GAPDH. L100 — Marcador de peso molecular de 100 pares de
base. RT+: Controle positivo; RT-: controle negativo. Emu3: Embriogénico, multiplicacéo3;
Emu4: Embriogénico, multiplicagdo4; Nemu3: N&o-embriogénico, multiplicacdo3; Nemu4:
N&o-embriogénico, multiplicacdo4; Ema3: Embriogénico, maturacdo3; Ema4: Embriogénico,
maturacdo4; Nema3: N&o-embriogénico, maturacdo3; Nemad: N&o-embriogénico,
maturacao4.
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Figura 19. Gel de eletroforese das amostras de folha e meristema (controles) com os
transcritos de GAPDH. L100 — Marcador de peso molecular de 100 pares de base. RT+:
Controle positivo; RT-: controle negativo. F: Folha; M: Meristema.

4.2.Andlise da abundancia de transcritos (222" através de anélise dos
resultados de PCR quantitativo (qPCR)

Estudos em diferentes modelos de eucariotos demonstram que essa transicao
entre um estado de diferenciacdo celular para um estado de totipoténcia constitui
uma reprogramacdo no transcriptoma e no epigenoma celular (Duranthon et al.,
2008). Nesta reprogramacao celular que ocorre durante a inducdo da embriogénese
somatica uma célula soméatica diferenciada necessita se desdiferenciar e ativar o seu
ciclo de divisdo celular por meio de alteracdes fisiologicas, metabdlicas e dos
padrdes de expressao génica (Fehér et al., 2003; Verdeil et al., 2007).

Em mamiferos onde a reprogramacdo gendmica comecou a ser estudada a
mais de meio século, com experimentos de Briggs e King (1952), atualmente se
conhece as assinaturas de expressdo que levam ao estabelecimento de toti e
pluripoténcia, sendo essas utilizadas para gerar células indiferenciadas como as iPS
(induced pluripotent stem cells) (Hochedlinger e Plath, 2009). Os perfis de expresséo
génica relacionados com a embriogénese sofrem mudangas drasticas durante o
desenvolvimento do embrido e na diferenciacdo dos diferentes tecidos, sendo estes

perfis regulados de forma tempo e espago especifico. Para elucidar esse
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mecanismo, € necessario caracterizar os perfis de expressdo génica adjacente aos
processos de embriogénese e diferenciagao celular. (Shibukawa et al., 2009).

Estudos em diferentes modelos de eucariotos tém demonstrado que a
transicdo entre estados de potencialidade celular sdo mediados principalmente por
genes codificadores de fatores de transcricdo (TF — Transcrition Factors) e genes
codificadores de fatores de remodelamento da cromatina (Yazawa et al.,, 2004) e
Hanna et al., 2010).

O gene PKL (ATP-dependent chromatin remodeler PICKLE containing CHD3
domain) teve sua atividade esta associada a repressao de genes associados ao
estabelecimento de tracos embriogénicos e dessa forma, a promocao do
estabelecimento de identidade celular durante a diferenciacdo (Zhang et al., 2012).

Os resultados da andlise dos transcritos mostra um perfil de aumento de
transcritos de PKL nas amostras de folhas (células diferenciadas) versus meristema
(células nao-diferenciadas), porém com uma pequena variacdo de uma repeticao
para outra, como em folhas, F1 possui 1,985284 e F3 possui 1,600046 de
guantidade de transcritos. No meristema, M1 tem 1,278913 e M3 possui 0,94198 de
guantidade de transcritos. Ocorre também uma grande variabilidade da quantidade
de transcritos em cada repeticdo de cada tratamento (Figura 20).

A cultura de tecidos pode induzir variagdo em plantas regeneradas, que €&
chamada variacdo somaclonal (Larkin e Snowcroft, 1981), que podem resultar numa
gama de variacdes geneticamente estaveis (Skirvin et al, 1993;. Jain et al., 1998). A
variacdo somaclonal imprevisivel na natureza pode ser tanto de origem hereditaria
(genéticos) como nao hereditaria (epigenética) (Jain, 2001).

O sistema de cultura de tecido atua como um sistema que causa diversos
tipos de estresse as plantas, pois as células experimentam experiéncias traumaticas
de isolamento, e podem reprogramar-se durante a regeneracdo da planta, que séo
diferentes do que em condi¢cdes naturais. A reprogramacdo ou reestruturacdo de
eventos pode criar uma ampla gama de variacdo epigenética em plantas recém-

regeneradas (Jain, 2000).
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Figura 20. Resultado dos valores de para o gene PKL nos calos embriogénicos e ndo-

embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e meristema. Emu (roxo):
embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico, multiplicacdo; Ema (verde):
Embriogénico, maturacdo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico, maturacdo; F (azul): Folha;

M (preto): meristema. Quatro repeti¢cdes por tratamento.

Os resultados da analise da média de transcritos mostram um perfil de
aumento de transcritos de PKL em amostras durante a maturagdo versus amostras
durante a multiplicacédo, nos CE, EMA teve um aumento de 50,58% em relacdo ao
EMU, nos CNE, NEMA teve um aumento de 58,82% em relagcdo a NEMU. O perfil de
abundancia de transcritos em amostras in vivo demonstra uma expressao
aumentada nas amostras de folhas (células diferenciadas) de 38,06% em relacdo ao
meristema (células nédo-diferenciadas) (Figura 21). De acordo com a literatura, o
gene PKL reprime a embriogénese e inicia o desenvolvimento para o crescimento

vegetativo em Arabidopsis (Rider et al., 2003).
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Figura 21. Resultado da média dos valores de 2" para o gene PKL nos calos
embriogénicos e nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e
meristema. Emu (roxo): embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico,
multiplicacdo; Ema (verde): Embriogénico, maturacdo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico,
maturacdo; F (azul): Folha; M (preto): meristema. Dados representam médias de 4

repeticbes + EP.

O fator de transcricdo LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) fator de ligacdo ao
motivo CCAAT expresso na embriogénese inicial (Junker e Baumlein, 2012). Muitos
fatores de transcricdo demostraram ter envolvimento em diversos eventos de
desenvolvimento e/ou respondem a estimulos ambientais, mediante a variacdo da
sua expressdo espaco/temporal e sua interacdo com outros fatores de transcricao
(Junker e Baumlein, 2012). A expressao de LEC1 é restrita a embriogénese e é
reprimida na fase pds-germinacdo do tecido vegetativo em parte pela PKL (Ogas et
al.,, 1999). LEC1 é negativamente regulada por PKL durante o desenvolvimento
(Ogas et al.,, 1999). Portanto, a repressdo da expressdo de LEC1 é uma
caracteristica de transicdo da embriogénese para o crescimento vegetativo (Casson
e Lindsey, 2006).

Os resultados da andlise dos transcritos mostra um perfil de aumento de
transcritos de LEC1 nas amostras de folhas (células diferenciadas) versus
meristema (células nao-diferenciadas), porém com uma grande variabilidade de
transcritos em F, de 8,888626 para Fl1 e 0,725455 para F3. Para os calos
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embriogénicos em maturacdo (EMA), a abundéancia de transcritos foi maior que para
0S outros tratamentos, isto corrobora com a literatura, demostra que o LEC1 é
reprimido apés a germinacdo, indicando que o LEC1 é essencial para o
desenvolvimento inicial (Ogas et al., 1999). Porém, ocorre uma grande variabilidade
da quantidade de transcritos em EMA, que tem de 1,503148 a 15,03564 de
guantidade de transcritos, em EMA2 e EMA4, respectivamente. Essa variacao de

transcritos também ocorre nos demais tratamentos (Figura 22).
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Figura 22. Resultado dos valores de 2! para o gene LEC1 nos calos embriogénicos e
nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacéo, folhas e meristema. Emu (roxo):
embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico, multiplicacdo; Ema (verde):
Embriogénico, maturacdo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico, maturacao; F (azul): Folha;

M (preto): meristema. Quatro repeticdes por tratamento.

Os resultados da analise da média de transcritos mostra um perfil de aumento
de transcritos de LEC1 em amostras embriogénicas versus nao-embriogénicas. O
perfil de abundancia de transcritos em amostras in vivo demonstra uma expressao
aumentada em amostras de folhas (células diferenciadas) de 71,04% em relacdo ao
meristema (células ndo-diferenciadas) (Figura 23). Apesar de um aparente perfil de
expressdo de LEC1 entre amostras embriogénicas e nao-embriogénicas € evidente
a grande variabilidade das amostras entre os valores de 24! (Figura 23).

Em cenoura a expressdo de LEC1l em embrides somaticos aumentou
gradualmente e atingiu o seu pico em sete dias apds a inducéo (estagio embrionério)
e, em seguida diminuiu ao longo da maturacéo do embrido somatico (Yazawa et al.,

2004).
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Figura 23. Resultado da média dos valores de 2%2° para o gene LEC1 nos calos
embriogénicos e nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e
meristema. Emu (roxo): embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico,
multiplicacdo; Ema (verde): Embriogénico, maturacédo; Nema (vermelho): Ndo-embriogénico,
maturacao; F (azul): Folha; M (preto): meristema. Dados representam médias de 4

repeticbes + EP.

Um dos primeiros genes descritos como envolvidos na expressao da
competéncia celular foi o Somatic Embryogenesis Receptor Kinase (DcSERK) em
cultura de tecidos de Daucus carota (Schmidt et al., 1997). Estudos voltados para a
demonstracdo da correlagcdo entre o potencial embriogénico e o padrdo de
expressdo de genes especificos levaram a identificacdo dos genes SERK em
diversas espécies de plantas (Baudino et al., 2001). A expressédo do gene SERK tem
sido utilizada como um marcador, dentro de uma populacdo de células
embriogénicas competentes e ndo competentes (Santa-Catarina et al., 2004). Esta
situacao também foi identificada para outros sistemas como: Arabidopsis (AtSERK1)
(Hecht et al., 2001), Dactylis glomerata (DgSERK) (Somleva et al., 2000), Medicago
trunculata (MtSERK1) (Nolan et al., 2003), Ananas comosus (Ma et al., 2012). Porém
em cana-de-acUcar ainda ndo possui nenhum relato na literatura do perfil de
caracterizacao de expressdo desses genes.

Os resultados da analise dos transcritos de SERK1 mostra que os CE e CNE
em multiplicacdo (EMU e NEMU) obtiveram uma maior quantidade de transcritos em
relagdo aos CE e CNE em maturacédo (EMA e NEMA). Similar aos controles, que

obtiveram um aumento de transcritos nas amostras do meristema (células néo-
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diferenciadas), que tiveram quantidade de transcritos de 1,411602 e 2,70247 nas
amostras M1 e M3, respectivamente, versus amostra de folha (células
diferenciadas), que foram de 0,80902 e 0,36931 quantidades de transcritos,
respectivamente, F1 e F3. Porém, ocorre uma grande variabilidade da quantidade de

transcritos em cada repeti¢cdo de cada tratamento (Figura 24).
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Figura 24. Resultado dos valores de para 0 gene SERK1 nos calos embriogénicos e

nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e meristema. Emu (roxo):
embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico, multiplicacdo; Ema (verde):
Embriogénico, maturacdo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico, maturacéo; F (azul): Folha;

M (preto): meristema. Quatro repeticdes por tratamento.

Os resultados da analise da média de transcritos mostram um perfil de
aumento de transcritos de SERK1 em amostras durante a multiplicacdo versus
durante a maturacdo. A média das amostras embriogénicas de multiplicacéo tiveram
uma maior quantidade de transcritos, de 28,49% em comparacdo a média das
amostras embriogénicas de maturacao. Esse perfil € visto também para as amostras
nao-embriogénicas, em que as amostras ndo-embriogénicas de multiplicacao
tiveram uma maior quantidade de transcritos, de 38,72% em comparacdo a média
das amostras nao-embriogénicas de maturacdo. O perfil de abundancia de
transcritos em amostras in vivo demonstra uma expressao aumentada no meristema
(células ndo-diferenciadas) de 71,39% em comparacao a amostras de folhas (células
diferenciadas) (Figura 25).

Em muitos casos relatados na literatura, a expressdo dos homoélogos de
SERK inicia-se nos estagios iniciais do embrido, como observado em A. angustifolia

(Steiner et al.,, 2012). Expressdo do gene SERK em centeio esta envolvido na
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inducdo de embriogénese somatica iniciada a partir de embribes imaturos e sua
expressdo é suprimida nas fases posteriores de cultivo in vitro. (Gruszczynska e
Rakoczy-Trojanowska, 2011). Desta forma, o gene SERK pode ser considerado um
confiavel marcador molecular para as células com potencial embriogénico. A
expressdo de homologos de SERK ndo s6 marca as células competentes para
formar embribes, mas também esta envolvida em conferir a competéncia
embriogénica e pode ser um componente para a via de sinalizacdo da embriogénese
(Santa-Catarina et al., 2004).
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Figura 25. Resultado da média dos valores de 222° para o gene SERK1 nos calos
embriogénicos e nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e
meristema. Emu (roxo): embriogénico, multiplicacdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico,
multiplicacdo; Ema (verde): Embriogénico, maturagdo; Nema (vermelho): Ndo-embriogénico,
maturacao; F (azul): Folha; M (preto): meristema.

Savona e colaboradores (2012) mostraram que o0s genes CpSERK1 e
CpSERK2 (Cyclamen persicum Mill.) sdo expressos em células embriogénicas e
pode ser considerada marcadores de pluripoténcia in vivo e in vitro. Além disso, foi
encontrado uma correlacdo estreita entre a expressdo de CpSERK1/ CpSERK2
relacionado ao potencial embriogénico in vitro, sugerindo uma elevada expressao
dos dois genes, e isto leva a totipoténcia e consequente formacdo de embrides

somaticos.
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Os resultados da analise dos transcritos de SERK2 demostraram um mesmo
perfil que o gene SERK1, isto é, os CE e CNE em multiplicacdo (EMU e NEMU)
obtiveram uma maior quantidade de transcritos em relacdo aos CE e CNE em
maturacdo (EMA e NEMA), porém com uma grande variabilidade de expresséo entre
as amostras, como em NEMU, em que NEMUL1 possui 2,28487 de quantidade de
transcritos enquanto o NEMU4 possui 0,18219 de quantidade de transcritos. Os
controles obtiveram um aumento de transcritos nas amostras do meristema (células
nao-diferenciadas), com quantidade de transcritos de 1,94841 e 0,91799 no M1 e
M3, respectivamente, versus amostra de folha (células diferenciadas), que teve uma
guantidade de transcritos de 0,99345 e 0,49189 nas F1 e F3, respectivamente.
Ocorre também uma grande variabilidade da quantidade de transcritos em cada
repeticdo de cada tratamento (Figura 26).
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Figura 26. Resultado dos valores de para 0 gene SERK2 nos calos embriogénicos e

nao-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e meristema. Emu (roxo):
embriogénico, multiplicagdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico, multiplicagdo; Ema (verde):
Embriogénico, maturacéo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico, maturacéo; F (azul): Folha;

M (preto): meristema. Quatro repeticdes por tratamento.

Para o gene SERK2, os resultados da andlise da média de transcritos mostra
um perfil similar a andlise de transcritos do gene SERK1. Ocorreu um alto nimero de
transcritos em amostras durante a multiplicacdo versus as amostras durante a
maturacdo. A média das amostras embriogénicas de multiplicacdo tiveram uma
maior quantidade de transcritos, de 34,87% em comparacdo a média das amostras

embriogénicas de maturacdo. Esse perfil é visto também para as amostras néo-
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embriogénicas, as amostras nao-embriogénicas de multiplicagéo tiveram uma maior
guantidade de transcritos, de 21,94% em comparacdo a média das amostras nao-
embriogénicas de maturacdo. O perfil de abundancia de transcritos em amostras in
vivo demonstra uma expressao aumentada no meristema (células nao-diferenciadas)
de 48,18% em relacdo a amostras de folhas (células diferenciadas), assim como no
gene SERK1, porém em menores propor¢des de quantidade de transcritos (Figura
27).

Os genes CpSERK1 e CpSERK2 sdo expressos principalmente no inicio da
fase da embriogénese somatica. Foi encontrado uma forte correlagdo entre a
expressdo de CpSERK1 e CpSERK2 e o potencial embriogénico dos tecidos
(Savona et al., 2012). A expressao embriogénica foi elevada e a expresséo
organogénica foi moderada. No entanto, a observacdo de que CpSERK1l e
CpSERK2 também sao expressos durante as fases iniciais da organogénese, a um
nivel menor do que a embriogénese, sugere que ambos 0s genes sdo necessario
para o envolvimento do controle precoce do desenvolvimento in vitro (Savona et al.,
2012).
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Figura 27. Resultado da média dos valores de 222 para o gene SERK2 nos calos
embriogénicos e n&o-embriogénicos durante a multiplicacdo e maturacdo, folhas e
meristema. Emu (roxo): Embriogénico, multiplicagdo; Nemu (laranja): Nao-embriogénico,
multiplicacdo; Ema (verde): Embriogénico, maturagdo; Nema (vermelho): Nao-embriogénico,

maturacéo; F (azul): Folha; M (preto): Meristema.
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Para Cyclamen persicum, a similaridade de aminoacidos elevada entre as
duas proteinas CpSERK1 e CpSERK2, suas relagbes filogenéticas, o perfil de
expressdo semelhante e o padrao de expressao de sobreposicéo, pode sugerir que
eles atuam juntos (Savona et al., 2012).

A expressdo do gene CLF nado foi amplificada no Real Time PCR. N&o

ocorreu expressao dos transcritos nas amostras.
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5. CONCLUSAO

As anadlises in silico mostraram que a cana-de-agUcar possui alta homologia
com as espécies alinhadas, tais como, sorgo, milho e arabidopsis.

Foi encontrado perfil de expressao na andlise de abundancia dos transcritos
entre os calos embriogénicos e calos ndo-embriogénicos durante a multiplicacéo e
maturacdo e também em folhas e meristema. A analise dos resultados demonstra
gue os perfis de expressédo séo diferentes e em alguns casos antagbnicos entre
amostras de culturas embriogénicas e nao-embriogénicas.

Estudos visando a caracterizacdo da expressao destes genes podem auxiliar
na elucidacdo de mecanismos basicos relacionados a fisiologia, bioquimica e
biologia molecular da embriogénese somatica, além de auxiliar na compreensao da
regulacdo deste processo morfogenético em cana-de-acUcar. E possibilitardo a
identificacdo de culturas com competéncia para embriogénese e o monitoramento do
desenvolvimento adequado dos embrides somaticos nestas espécies de interesse

cientifico e tecnologico.
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