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"Quanto mais te convences de que podes ser feliz, de que tens em ti os atributos da
paz, acao, resisténcia e amor, mais as facilidades chegam a ti. No entanto, se
preferes viver em lamentagdes, na recusa a pratica do bem ou no cultivo de vicios,
ergues, desnecessariamente, barreiras a ti mesmo. Cré em ti mesmo, age e vera os
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resultados. Quando te esforgas, a vida também se esforga para te ajudar.’

Chico Xavier
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ANALISES IN SILICO DE GENES ASSOCIADOS A EMBRIOGENESE SOMATICA
EM CANA-DE-ACUCAR

Autor: VICTOR RAMOS CAVALCANTE
Orientadora: Profa. Dra. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

RESUMO

A embriogénese somatica indireta (ESI) € uma das vias de regeneracdo mais
utilizadas na obtencao de plantas geneticamente modificadas em cana-de-agucar.
Genes reguladores da ESI vem sendo amplamente estudados em plantas
monocotileddneas e dicotiledoneas, e agem como ativadores da expressédo de
cascatas génicas ou promotores de crescimento e diferenciacdo celular do
explante. Em contrapartida, em cana-de-acucar h& poucos relatos na literatura com
esses genes envolvidos na ESI. Assim, o presente estudo visou: i) buscar genes
homélogos putativos responséaveis pela regulacdo da ESI (familias: BABYBOOM,
WUSCHEL, LEAFY COTYLEDON, VIVIPAROUS1 e AGAMOUS-LIKE) em cana-
de-acucar (SP80-3280 e Saccharum spontaneum); ii) analisar a filogenia entre as
sequéncias de aminoacidos de cana-de-acUcar e seus homdélogos em Arabidopsis
thaliana e espécies de Poaceae; iii) desenhar primers ideais para estudo de
expressdo génica de genes relacionados a ESI de cana-de-acucar. Foram
realizadas pesquisas BLAST e BLASTp nos bancos de dados do Phytozome, NCBI,
UniProt e Gramene para a obtencdo de sequéncias homologas das cinco familias
génicas em milho, sorgo, arroz e A. thaliana. Desse modo, analises filogenéticas de
sequéncias de aminoacidos foram realizadas com o auxilio dos softwares
CLUSTALW e MEGAX, que apontaram proximidade evolutiva entre as proteinas de
Zea mays, Sorghum bicolor, S. spontaneum e SP80-3280 em todos os genes
estudados. As analises in silico indicaram que podem ter mais de um gene das
familias BABYBOOM, WUSCHEL E VIVIPAROUSI1 regulando as vias da ESI em
cana-de-agucar. Além disso, com auxilio do software PRIMER3, foram obtidos 8
pares de primers com parametros ideais para serem utilizados em futuras andlises
de expressao génica para compreender mais profundamente os mecanismos da
ESI.

Palavras-chave: Saccharum, filogenia, fatores de transcrigéo, cultura de tecidos



IN SILICO ANALYSIS OF GENES ASSOCIATED WITH SOMATIC
EMBRYOGENESIS IN SUGARCANE

Author: VICTOR RAMOS CAVALCANTE
Adviser: Prof. Dr. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

ABSTRACT

Indirect somatic embryogenesis (ISE) is one of the most used regeneration pathways
to obtain sugarcane genetically modified plants. ISE regulatory genes have been
widely studied in monocotyledonous and dicotyledonous plants, and act as activators
of the expression of gene cascades or promoting cell growth and differentiation. In
contrast, in sugarcane, there are few reports in the literature with these genes involved
in ISE. Thus, the present study aimed to i) search for putative homologous genes
responsible for the regulation of ISE (families: BABYBOOM, WUSCHEL, LEAFY
COTYLEDON, VIVIPAROUS1, and AGAMOUS-LIKE) in sugarcane (SP80-3280 and
Saccharum spontaneum); ii) analyze the phylogeny between the sugarcane amino
acid sequences and their homologous in Arabidopsis thaliana and Poaceae species;
iif) design ideal primers for studying the expression of sugarcane ISE-related genes.
BLAST and BLASTp searches were carried out in the Phytozome, NCBI, UniProt, and
Gramene databases to obtain homologous sequences of the five gene families in corn,
sorghum, rice, and A. thaliana. Thus, phylogenetic analyzes of amino acid sequences
were performed with the aid of the software CLUSTALW and MEGAX, which showed
evolutionary proximity between the proteins of Zea mays, Sorghum bicolor, S.
spontaneum, and SP80-3280 in all the studied genes. In silico analyzes indicated that
they may have more than one gene from the BABYBOOM, WUSCHEL, and
VIVIPAROUS1 families regulating the pathways of ISE in sugarcane. In addition, with
the aid of the PRIMER3 software, 8 pairs of primers with ideal parameters were
obtained to be used in future analyzes of gene expression to understand more deeply
the mechanisms of ISE.

Keywords: Saccharum, philogeny, transcription factors, tissue culture



1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma planta semi-perene presente em
regides de clima tropical e subtropical e pertencente a familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae, tribo Andropogoneae, subtribo Saccharinae e género Saccharum. As
principais espécies que compdem este género e que contribuiram para formacéao
do complexo Saccharum sdo: S. spontaneum L., S. robustum, S. officinarum, S.
barberi, S. sinense e S. edule. (DANIELS; ROACH, 1987; CARNEIRO et al; 2016).
Os hibridos modernos séo resultantes do cruzamento entre as espécies S.
officinarum, por possuir alelos relacionados com alto acumulo de acucares, e S.
spontaneum devido a alta tolerancia a varios fatores de estresse biéticos e abibticos
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al, 2011; PARK; DA SILVA, 2016; PIPERIDIS;
D’HONT, 2020).

Essa cultura é responséavel por cerca de 80% do acucar in natura produzido
no mundo, além de sua importancia na producéo de biocombustiveis, em razdo da
capacidade das espécies e hibridos em acumularem biomassa (ROTT, 2018). No
Brasil, para a safra 2020/2021, é esperada uma produtividade de 624.069,7 milhdes
toneladas de cana-de-acucar, com cerca de 39,3 milhdes de toneladas de agucar e
30,6 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2020). Os programas de melhoramento
cladssicos contribuiram com o langamento de variedades de cana-de-acgucar com
alta produtividade, alto conteudo de acgucares nos colmos, resisténcia a doencas e

outras caracteristicas de interesse comercial (MING et al, 2006).



Ao adotar métodos de melhoramento classicos, uma Unica variedade de
cana pode levar de 10 a 14 anos para ser aprovada e lancada no mercado
(BUTTERFIELD; THOMAS, 1996). Além disso, a cana-de-acucar possui um
genoma complexo em virtude de sua natureza poliploide, inclusive com ocorréncias
de aneuploidia, o que torna o melhoramento genético laborioso, complicado e
demorado (HENRY; KOLE, 2010; ARRUDA, 2012; SOUZA et al, 2019). A
dificuldade da obtencdo de genotipos superiores com caracteristicas especificas
através dos métodos convencionais de melhoramento tem limitado o rendimento na
producdo de cana-de-acucar, ja que altos patamares de ganhos na producédo
acucar e colmos vem sendo atingidos nos ultimos anos (HOTTA et al, 2010). Desse
modo, a adoc¢ao de ferramentas biotecnoldgicas, como a obtencao de transgénicos,
€ considerada uma alternativa viavel para gerar variedades mais produtivas e
adaptadas a demanda do mercado (DAL-BIANCO et al, 2012; NERKAR et al, 2018;
ROOT, 2018). Também podera ser uma maneira de enfrentar o desafio das
mudancas climaticas e a necessidade de produzir alimentos suficientes para uma
populacdo em rapido crescimento (ALTPETER et al, 2016).

O cultivo in vitro € um dos pré-requisitos no processo de transformacao
genética visando a obtencédo de plantas geneticamente modificadas (ROTT, 2018).
As plantas submetidas a cultura de tecidos, podem assumir a embriogénese
somatica direta ou indireta como via de regeneracdo (MUSTAFA et al, 2018), sendo
a forma indireta a mais utilizada em estudos com cana-de-acucar (TAPARIA et al,
2012). A embriogénese somética (ES) € um processo genétipo-especifico (GILL et
al, 2004; SNYMAN et al, 2011) que necessita de adaptacdes de protocolos e
metodologias para estudos com diferentes variedades (SILVEIRA et al, 2013).

Apesar de existirem diversos relatos de varias espécies de plantas acerca da
expressao e a identificacdo de familias génicas relacionadas com a ESI, em cana-
de-acucar ainda ha poucos estudos que descrevam esses genes. Portanto, sdo
necessarios mais estudos que possibilitem compreender melhor os mecanismos e
genes que controlam a ESI em cana-de-agucar. O presente estudo podera auxiliar
na otimizacéo da ESI em Saccharum spp., tanto pela manipulag&o da expressao do
gene de forma a favorecer a inducéo, quanto pelo estabelecimento de marcadores
moleculares que auxiliem na selecdo de variedades com maior potencial
embriogénico. Além disso, este estudo podera ajudar na melhoria do processo de

obtencéo de transgénicos de cana e na aplicacdo na edicdo de genomas, no intuito



de promover maior desenvolvimento embriogénico das variedades de cana-de-

acucar, em especial as recalcitrantes.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O presente estudo visou identificar no genoma de cana—de—acucar (SP80-
3280) genes e proteinas das familias génicas BABYBOOM (BBM), WUSCHEL
(WUS), LEAFY COTYLEDON (LEC), VIVIPAROUS1 (VP1) e AGAMOUS-LIKE

(AGL) associadas ao processo de embriogénese somatica.

2.2 Especificos

— Construir arvores filogenéticas a partir de sequéncias de aminoacidos
identificadas em cana-de-acUcar e suas proteinas homoélogas em outras
espécies de Poaceae;

— Construir e caracterizar um painel de imagens da morfologia dos calos em SP80-
3280 ao longo de 70 dias de cultivo in vitro;

— Desenhar primers de WUS, BBM, AGL, LEC e VP1 para SP80-3280 ideais para
estudos de RT-gPCR.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1Cultura de tecidos

A cultura de tecidos é uma ferramenta utilizada para propagar variedades
comerciais de cana-de-acglcar em alta escala, produzir plantas livres de doencas e
pragas, conservar germoplasma e como parte das técnicas de transformacéo
genética (SNYMAN et al, 2011; ROOT, 2018). Na cultura in vitro € necessério a
elaboracdo de meios de cultura que possam suprir as necessidades nutricionais
das plantulas. Em vista disso, na literatura sdo reportadas diversas formulagbes
comumente utilizadas. O meio de cultura mais utilizado € conhecido como MS e foi
desenvolvido por Murashige and Skoog (1962). Este meio contém macro e
micronutrientes em concentracdes ajustadas para ser suficiente e garantir um bom
crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro (THORPE, 2007; SAAD;
ELSHAHED, 2012).

A fonte de carbono adicionada aos meios de cultura € um importante fator
para garantir a inducéo e desenvolvimento das plantulas. Entretanto o tipo de fonte
a ser utilizada varia em funcdo do estagio de desenvolvimento e do gendtipo
utilizado na cultura de tecidos. Existe uma vasta gama de acglcares metabolizados
pelas plantas como: hexoses de monossacarideos, pentoses, dissacarideos,
trissacarideos e alcodis de acucar, que podem ser usados nos meios de cultivo. Por
essa razao, é indispensavel determinar a influéncia de cada fonte de carbono em

diferentes espécies e genotipos, assim como sua concentracdo adequada. Assim,



se a fonte de carbono for utilizada de maneira inapropriada, pode causar desordens
fisiologicas que afetam a adequada morfogénese vegetal (YASSEN et al, 2013).
Com o passar dos anos a sacarose se tornou um dos carboidratos mais comumente
adicionados aos meios de cultura em estudos in vitro, inclusive em cana-de-acucar
(MURASHIGE; SKOOG, 1962; LIU, 1993; CHENGALRAYAN; GALLO-MEAGHER,
2001; DESAI et al, 2006; ALCANTARA et al, 2014; FERREIRA et al, 2017).

Outro importante elemento relacionado a composicédo dos meios de cultura
sao os fitorreguladores de crescimento, que variam em quantidade e tipo de acordo
com o resultado a ser alcancado pelo estudo in vitro. Os fitohormdnios podem ser
de diferentes classes como: giberelinas, etileno, acido abscisico, brassinosterdéides,
poliaminas e, os mais utilizados, auxinas e citocininas. As auxinas sao uma classe
de substancias naturais ou sintéticas responsaveis pela elongacao celular, inducéo
de brotos, inibicdo de raizes e regulacdo da dominancia apical (TAIZ; ZEIGER,
2013). No cultivo in vitro de cana-de-acucar, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) é o auxina que confere os melhores resultados (HO; VASIL, 1983; PASTERNAK
et al, 2002; SHAHZAD et al, 2017). Alcantara et al (2014) estudaram a regeneracao
in vitro das variedades RB855156 e RB72454 com adicdo de diferentes
concentracdes e tipos de auxinas ao meio de cultura. Os autores concluiram que o
melhor regulador de crescimento foi o 2,4-D na concentragédo de 13,5 uM, a qual
proporcionou as maiores médias de inducdo de calos em ambas variedades.

Além das auxinas, outra classe de fitorreguladores amplamente utilizados
sao as citocininas, que estédo relacionadas com a proliferacdo celular, quebra da
dominancia apical e desenvolvimento vascular (TAIZ; ZEIGER, 2013). Em um
experimento avaliando os efeitos da interacdo de duas citocininas distintas, cinetina
e 6-Benzilaminopurina (BAP), na propagacéo in vitro dos genoétipos C86-12 e C86-
56, Shimells et al (2014) demonstraram que a combinacdo de 1,5 mgL-1 de BAP
com 0,5 - 1,0 mgL-1 de cinetina em meio MS proporcionou os melhores resultados
para a multiplicagdo in vitro de plantulas. Em adicdo, Taiz e Zeiger (2013)
pontuaram que manter uma alta relacdo auxina:citocinina afeta a morfogénese dos
tecidos, visto que estimula a formacgéao de raizes, enquanto que uma baixa relacéo
promove o desenvolvimento foliar. Em contrapartida, valores intermediarios dessa
relacdo, promovem a formacdo de massas de células indiferenciadas conhecidas
como calos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A cultura de tecidos de cana pode ser realizada com explantes de diferentes



porcBes meristematicas, como o meristema apical (JAHANGIR et al, 2014), folhas
imaturas (SHANKAR et al, 2018), inflorescéncias pré-emergentes (JOSHI et al,
2013) e gemas axilares (CHEONG et al, 2012). A regeneracao dos explantes e a
formacdo de plantulas ocorrem usualmente através de duas vias distintas,
organogénese ou embriogénese somética, que podem ser de maneira direta ou
indireta, as quais j& possuem protocolos bem estabelecidos (SNYMAN et al, 2011).
Lakshmanan et al (2006) realizaram um experimento in vitro com hibridos
interespecificos de cana-de-aclUcar com a finalidade de comparar alguns aspectos
da cultura de tecidos que podem incrementar essa técnica. Os autores concluiram
que a polaridade, orientacdo, tamanho, estagio de desenvolvimento, genétipo e a
concentracdo de fitorreguladores sédo fatores determinantes no potencial de
regeneracao dos explantes. Desse modo, discos foliares com tamanho entre 1 e 2
mm de espessura, provenientes de por¢cdes mais proximas do meristema apical e
com a face distal em contato com o meio de cultura sdo mais eficientes na
organogénse e embriogénese somatica diretas de cana-de-acucar. Além disso,
altas concentracbes de fitoreguladores podem causar efeitos inibitorios no
crescimento e desenvolvimento de calos e plantulas.

Joshi et al (2013) realizaram um experimento a fim de encontrar um método
eficaz de organogénese direta usando 3 genétipos diferentes (CP84-1198, CP88-
1762 e CP89- 2143). Nesse estudo, os autores concluiram que o uso de discos
foliares imaturos préximos do meristema apical e inseridos horizontalmente com a
face distal em contato com o meio de cultura é a melhor configuracdo para
regenerar cana-de-acucar in vitro. Esses resultados corroboram com os dados
obtidos anteriormente por Lakshmanan et al (2006). A combinacao de varios fatores
€ determinante para criar ou escolher um protocolo util e eficiente para a cultura in
vitro de cana-de-acgucar. Em razdo disso, deve-se levar em consideragdo que
diferentes gendtipos e explantes requerem formulacdes especificas dos meios de

cultura e métodos para aplicar as técnicas de cultura de tecidos.

3.2Vias de regeneracéao

Dentre as vias de regeneracao utilizadas na cultura de tecidos vegetais
temos a organogénese e embriogénese. Em ambas as vias, 0 processo de
regeneracao pode ser direto (sem a fase de calogénese) ou indireto (formacéao de

calos). Snyman et al (2011) sumarizaram que a organogénese é caracterizada por



regenerar brotos a partir do meristema apical ou folhas imaturas (palmito), sem a
formagdo de embribes, devido a alta taxa citocinina:auxina. A embriogénese
somatica € a via mais utilizada e consiste na regeneracao de plantas a partir de
embrides somaticos formados em razdo da adi¢cdo de auxinas no meio de cultura
(LAKSHMANAN et al, 2005; SNYMAN et al, 2011).

A embriogénese somatica (ES) pode ser dividida em duas vias: i) direta
(ESD) e, ii) indireta (ESI), que consiste na formacdo de calos como uma fase
intermediaria entre a inoculagdo dos explantes e a formacdo de embrides
(MUSTAFA et al, 2018). A ESI é considerada a via de regeneracdo mais eficiente
para ser aplicada em protocolos de obtencdo de cana-de-aclUcar geneticamente
modificada (TAPARIA et al, 2012).

ESI promove a formacao de dois tipos diferentes de calos, embriogénicos e
nao- embriogénicos, 0s quais possuem diferentes composi¢des bioquimicas que
podem tomar diferentes funcbes na regulacdo da ES (MAHMUD et al, 2015). Além
disso, esse fenbmeno envolve uma série de eventos peculiares, como mudancas
nos padrdes fisiolégicos, metabolicos e de expressdo génica, além de
desdiferenciacdo e divisdo celular (PATHAK; HAMZAH, 2008; YANG; ZHANG,
2010). A ESI pode ser dividida em duas etapas: i) indu¢édo, que ocorre na presenca
de fitoreguladores de crescimento e consiste na aquisicdo de competéncia
embriogénica pelas células somaticas, tornando-se células embriogénicas e; ii)
expressao, que comeca a partir da remocao dos fitoreguladores de crescimento,
permitindo demonstrar a competéncia embriogénica dos explantes, que irdo se
diferenciar em embribes somaticos (JIMENEZ; BANGERTH, 2001;
NAMASIVAYAM, 2007; BRAYBOOK; HARADA, 2008).

Ho e Vasil (1983) estudando a ESI de S. officinarum, descobriram que 4 dias
apos o inicio da cultura de tecidos ocorreu a formacao de calos na face abaxial do
explante. Entre 2 e 3 semanas, ocorreu a formacdo de calos compactos com
desdiferenciacdo em embridides, a qual se tornou mais definida entre 30 e 55 dias
da cultura in vitro. Em adicdo, neste artigo, os resultados indicaram que a melhor
concentracédo de 2,4-D para formar calos e massa fresca variou entre 0,5 e 1,5
mg/L. Existem dois fatores que sdo responsaveis por ativar a competéncia
embriogénica: fitorreguladores de crescimento e 0 estresse oxidativo, que
reprogramam a expressao génica, controlando o processo de ES (ZAVATTIERI et

al, 2010). Ho e Vasil (1983) e Guiderdoni e Demarly (1988) caracterizaram que a



formacéo e desenvolvimento de embrides em cana-de-agUcar ocorrem a partir
de pequenas células unicas com paredes finas, compactadas, ricas em citoplasma
com muitos vacuolos e gréos de amido.

Segundo Guiderdoni e Demarly (1988), aos seis dias de cultivo in vitro, as
células ao redor do feixe vascular dos discos foliares comegcam a se proliferar
formando camadas concéntricas, tendo o centro mitético restrito ao parénquima do
floema, o que pode indicar o inicio da formacao dos calos. Nesse mesmo estudo,
aos 3 meses de cultivo in vitro, os calos apresentaram estruturas embriogénicas
bem diferenciadas com clara organizag&o bipolar dos eixos apicais e radiculares.
Entretanto, a razdo pela qual ocorre a transicdo de células somaticas para
desdiferenciadas e totipotentes é desconhecida (DE-LA-PENA et al, 2015). Por
esse motivo, existe escassez de estudos que exploram esses mecanismos em
cana-de-acucar, visto que é um processo gendétipo-especifico (GILL et al, 2004;
SNYMAN et al, 2011) e necessita de adaptacdes de protocolos para estudos com
diferentes variedades (SILVEIRA et al, 2013).

3.3Genes associados a embriogénese somatica

A identificacdo de genes associados a embriogénese somatica (ES)
representa um importante aspecto no entendimento acerca dos processos de
interacdo genética em virtude das vias de sinalizacdo e regulagcéo das respostas no
cultivo in vitro (CARVALHO et al, 2006).

Indmeros genes reportados estdo envolvidos no processo de expressao
génica durante a ESI em espécies vegetais. Boutilier et al (2002) identificou o gene
BABYBOOM (BBM) em cultura de Brassica napus, relacionando-o com o estimulo
a proliferacdo celular e morfogénese. Tal gene faz parte da familia de fatores de
transcricao (FT) AIL (AINTEGUMENTA-like) (HORSTMAN et al, 2014) e codifica o
FT AP2/ERF, responséavel pela regulacdo de outros genes também relacionados
com o processo embriogénico (PASSARINHO et al, 2008). Também foi relatado
que, qguando em superexpressao, o gene induz a formacéo de calos embriogénicos
e de embrides somaticos, dispensando a adicéo de reguladores em A. thaliana e B.
napus (BOUTILIER et al, 2002). BBM também foi estudado por Florez et al (2015)
em cacau a partir de diferentes estagios do desenvolvimento de embrides: i)
globular, ii) cordiforme, iii) torpedo inicial, iv) torpedo tardio e v) maduro. Constatou-

se gue os niveis de expressao do gene foram superiores em todos o0s estagios da



ES quando comparados com a zig6tica, sendo assim, considerado um biomarcador
da ES. O estudo indica aumento nos niveis de expressdo quando os embrides estdo
em estagio globular. Além disso, a expresséao desse fator de transcricdo € maior em
calos indiferenciados associados a tecidos que produzem embrides do que quando

associados a tecidos em que nao ha producdo de embrides.

A funcdo do gene WUSCHEL (WUS) foi estudada por Zuo et al (2002) em
Arabidopsis e foi relatada como um mecanismo chave na embriogénese,
promovendo a transicdo do estdgio vegetativo para o embriogénico e na
manutencdo da identidade das células embriogénicas. Bouchabké-Coussa et al
(2013) promoveram a superexpressdo do gene WUS em calos de Gossypium
hirsutum L. e observaram que houve uma formagéo trés vezes maior de tecido
embriogénico nesses calos do que em relacédo ao tratamento controle, que possuia
expresséo padrédo do gene WUS. Lowe et al (2016) avaliaram a transformagéo
genética em plantas recalcitrantes de monocotiledéneas. O estudo constatou que
0s genes BBM e WUS2 quando inseridos no T-DNA de um vetor de transformacéo,
estimularam o crescimento do tecido embriogénico, permitindo que o processo de
transformacao via Agrobacterium tenha obtido uma maior frequéncia de plantulas
transformadas de S. bicolor, S. officinarum e Oryza sativa. Em relagdo ao mesmo
estudo, Yin et al (2017) reiteram que essa abordagem € genotipo independente e
que a otimizacdo desse processo, juntamente com a identificacdo de mais genes,
podera permitir que outros estudos consigam tornar mais eficiente a transformacéo
e edicdo do genoma das plantas.

Outros genes que possuem papeéis na regulacéo e inducdo da ESI sdo o
LEAFY COTYLEDON (LEC) e LEAFY COTYLEDON-LIKE (L1L), que estéao
relacionados com a aquisicdo de competéncia embriogénica, formacao,
desenvolvimento dos embrides, morfogénese, diferenciacdo celular e ativagédo de
outros genes essenciais (ROCHA; DORNELAS; 2013). O gene VIVIPAROUS1
(VP1) promove o desenvolvimento e maturagédo do embrido (UDDENBERG et al,
2011). Segundo Shivani et al (2017), esse gene é altamente expresso em calos de
banana, porém Gruszczynska e Rakoczy- Trojanowska (2011) sugeriram em seu
estudo que, em centeio, 0s genes homadlogos de VP1 e LEC podem causar efeitos
negativos na formacao de calos embriogénicos, pois podem agir como ativadores

ou repressores de outros genes (SUZUKI et al, 1997).
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Zhai et al (2016) reportaram que FT da familia AGAMOUS-LIKE (AGL) sédo
responsivos a horménios vegetais e podem estar associados a ESI em rabanete.
Em um estudo anterior com A. thaliana e Glycine sp., Thakare et al (2008)
observaram que a perda de funcédo de genes homologos de AGL ocasionou uma
diminuicdo na frequéncia de formagdo de embribes somaticos, e sua
superexpressao causou o aumento do desenvolvimento dos embrides. Foram
encontradas, ainda, outras familias que também possuem relacdo com a
embriogénese somatica de plantas, por exemplo, o gene BOLITA (BOL), que esta
relacionado com os FT AP2/ERF. Tal gene promove a proliferacdo e expansao
celular e, quando superexpressado em A. thaliana, afeta a diferenciacédo celular e
induz a formacé&o de calos a partir de explantes radiculares (MARSCH-MARTINEZ
et al, 2006).

Shivani et al (2017) avaliaram familias de FT (BABYBOOM , WUSCHEL,
BSD, LEAFY COTYLEDON, LEAFY COTYLEDON LIKE, VIVIPAROUS1, CUP
SHAPED COTYLEDONS, BOLITA e AGAMOUS LIKE) associados a ESI em Musa
spp. Os autores encontraram 18 genes a partir de calos embriogénicos e, dentre
esses genes, quatro tiveram sua expressdo aumentada com a adi¢ao de 2,4-D ao
meio de cultura. Além disso, esse estudo sugeriu que o gene homélogo de LEC
(MaLEC2) em banana pode desempenhar papel no desenvolvimento de calos nao-
embriogénicos. Ademais, os genes homodlogos de BBM (MaBBM2) e WUS
(MawusS2) foram os mais promissores na regulagéo na ESI em banana. Por isso o
estudo aponta a necessidade de mais investigacbes com esses genes para que a
ESI possa ser melhor compreendida. Esses homadlogos encontrados em cultura de
banana por Shivani et al (2017) foram expressos a partir da utlizagdo de
reguladores de crescimento durante o cultivo dos calos, podendo estar relacionados
com a fase de inducéo da ES. Segundo Pulianmackal et al (2014), a reprogramacao
das células para aquisicéo de competéncia embriogénica ocorre por meio da adi¢cao

de reguladores de crescimento ao meio de cultura.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Foi utilizada a variedade comercial de cana-de-agucar SP80-3280, com 8
meses de idade, coletada do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de S&o Carlos (CCA UFSCar) em Araras - SP (latitude 22°18'S, longitude 47°23'W
e altitude de 707m). Esse gendtipo foi escolhido porque é amplamente usado como
variedade-modelo em estudos in vitro e de prova de genes. Além disso, a variedade
SP80-3280 teve seu genoma sequenciado (SOUZA et al, 2019) e é utilizada em
estudos de perfil de transcriptoma (DE MELLO et al, 2020) e mapas genéticos. Em
ambiente laboratorial, os ponteiros das canas tiveram suas folhas maduras
retiradas e segmentos de cerca de 15 cm (palmitos) a partir do meristema apical
foram usados para introducéao in vitro (Figura 1-A). Em seguida, os palmitos foram
submetidos a um processo de assepsia, que consistiu em duas lavagens com alcool
70% durante cerca de 1 minuto e 3 enxagues com agua desmineralizada
autoclavada. Entdo, os palmitos foram mantidos em frascos previamente
autoclavados (Figura 1-B) e levados a camara de fluxo laminar para introducéo in
vitro (Figura 1-C).
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Figura 1: Inoculacdo de explantes da variedade comercial SP80-3280: A) palmitos de cana;
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B)

assepsia dos palmitos em frascos com alcool 70%; C) inoculacao e seccao dos discos foliares em fluxo

laminar e D) placa de Petri com discos foliares em meio MS3k sdlido.

4.2 Cultivo in vitro
4.2.1 Meio de cultura

O meio de cultura para a inducdo da calogénese foi 0 MS3K solido, que foi
composto pela formulacdo do meio MS basal (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 3 mg/L de 2,4-D (4cido-2,4-diclorofenoxiacético), 0,5 mg/L de
cinetina, 30 g/L de sacarose, 150 mg/L de &cido citrico e 2,3 g/L de Phytagel. Os
componentes foram misturados com o auxilio de agitador magnético e tiveram seu
pH ajustado para 5,8, utilizando pHmetro digital de bancada. Em seguida, o0 meio
foi distribuido em frascos de 500mL e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm
durante 20 minutos. ApOs a esterilizagdo, em camara de fluxo laminar,
aproximadamente 25mL de meio de cultura foram dispensados em placas de Petri
previamente autoclavadas, as quais foram seladas com plastico filme para evitar
qualquer tipo de contaminacdo. Antes da manipulacdo dos meios em camara de
fluxo laminar, a mesma passou por um processo de assepsia com alcool 70% e foi
exposta a radiacdo UV durante 15 minutos para que 0s microrganismos presentes

fossem eliminados.



4.2.2 Inoculagéo dos explantes

Os palmitos previamente esterilizados foram seccionados transversalmente
em 5 discos foliares de aproximadamente 0,2 cm de espessura por 1 cm de
didmetro, com o auxilio de bisturi com lamina de a¢o carbono nimero 10 da Solidor.
Posteriormente, os discos foram inseridos em placas de Petri contendo solugéo de
acido citrico (150 mg/L), usada como substancia antioxidante. Com o auxilio de uma
pinca de aco inox, os discos foliares foram retirados da placa com solucéo de acido
citrico e colocados em papel filtro estéril para que o excesso de solugdo fosse
absorvido. Os discos, entdo, foram inseridos com a por¢ao abaxial em contato com
0 meio de cultura MS3K fresco contido em placas de Petri. Em seguida, as placas
foram tampadas e lacradas com plastico filme (Figura 1-D). As placas foram
mantidas em sala de crescimento na auséncia de luz e temperatura de 27 + 1°C

durante 70 dias de cultivo in vitro.

Os discos foliares e calos foram repicados e transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura fresco em camara de fluxo laminar a cada 3 semanas até
completar 70 dias de cultivo. No processo de repicagem dos calos, foram
contabilizados (%) e descartados quaisquer discos ou por¢cdes de segmentos que
estivessem oxidados ou contaminados. Esse controle acerca da contaminagéo e
oxidacdo do material vegetal foi realizado com o intuito de registrar que a introducao
in vitro de explantes da cana-de-acucar SP80-3280 se deu dentro dos padrdes
encontrados em outros estudos com cana-de-acucar. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes compostas de 30
placas de Petri, e cada placa continha cinco discos foliares. Desse modo, cada

repeticdo possuiu 150 discos.

4.2.3 Classificagéo de calos
Os calos obtidos durante o cultivo in vitro foram identificados em relagéo ao
seu aspecto morfoldgico, baseado na classificacéo feita por Silveira et al (2013) e
Heringer et al (2015), que consistiu em:
a) Calos compactos e lisos: calos embriogénicos (CE);
b) Calos friaveis e mucilaginosos: calos ndo embriogénicos (CNE).
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4.2.4 Painel de imagens de SP80-3280

A criacdo de um painel de imagens de diferentes estagios da ES da
variedade SP80-3280 foi realizada com o auxilio de céamera digital Canon
PowerShot G10. No painel constaram imagens dos calos durante os periodos de 0,
7, 14, 30, 40, 55 e 70 dias de cultivo in vitro (TO, T7, T14, T30, T40, T55 e T70,
respectivamente), os quais foram descritos morfologicamente. O painel de imagens
possui a finalidade de servir como controle para comparar estagios morfolégicos da
ESI de cana-de-acucar com futuras analises de expressdo génica nos mesmos

tempos registrados nas imagens (TO a T70).

4.3 Anédlise in silico

Nas andlises in silico (Figura 2) cinco familias génicas de fatores de
transcricdo (FT) foram avaliadas: BABYBOOM (BBM), WUSCHEL (WUS), LEAFY
COTYLEDON (LEC), VIVIPAROUSL (VP1) e AGAMOUS-LIKE (AGL), baseadas no
estudo de Shivani et al (2017). Foram utilizadas sequéncias génicas e de
aminoacidos de milho (Z. mays), arroz (O. sativa) e A. thaliana (planta modelo)
encontradas através de pesquisas BLAST e BLASTP nas plataformas do NCBI
(National Center for Biotechonology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e
UniProt (http://www.uniprot.org/). Essas sequéncias foram utilizadas como base
de consulta para encontrar genes e protelnas homoélogas em sorgo (S. bicolor)
através de pesquisas no banco de dados do Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#). Posteriormente, as sequéncias de
sorgo foram inseridas em ferramentas de pesquisa da plataforma SUCEST-FUN
(www.sucest-fun.org) para encontrar putativas sequéncias CDS (coding
sequences) e de aminoacidos de cana-de-acucar (SP80-3280 e S. spontaneum)
(Tabela suplementar 3). As sequéncias CDS de SP80-3280 foram inseridas na
ferramenta BLAST do SUCEST-FUN para avaliar o numero de coOpias génicas,
sendo consideradas como cépias as sequéncias que apresentaram e-value zero e
score = 200 no alinhamento.

Em relacdo a andlise filogenética, foi realizada uma nova pesquisa por
proteinas homoélogas em espécies de Poaceae (S. bicolor, Z. mays, O. sativa,
Panicum halli, Setaria italica, O. brachyanta, Brachypodium distachyon,
Dichanthelium oligosanthes, Triticum aestivum, Aegilopsis speltoides, Hordeum

vulgare, Stipa purpurea, Aegilops tauschii e B. napus). Assim, foram utilizadas
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sequéncias de aminoacidos de cana-de-aglcar como sequéncias de consulta nas
plataformas do NCBI, UniProt, Phytozome e Gramene (http://www.gramene.org/).
Em seguida, todas as sequéncias de aminoacidos obtidas foram submetidas ao
alinhamento mdultiplo com o auxilio dos softwares CLUSTALW (versdo 2.1) e
CLUSTAL Omega (versao 2.1) (Figura 2). O resultado do alinhamento multiplo foi
utilizado na construcdo de arvores filogenéticas através do método de neighbor-
joining com o software MEGA X (https://www.megasoftware.net/), através de 1000
bootstrap, pairwise deletion e p-distance como parametros para confiabilidade da

arvore.
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Amplificacio via
PCR

Figura 2: Etapas e metodologias empregadas na analise in silico, na construcdo de arvore filogenética
e no desenho de primers.

4.4 Desenho de primers, extracdo de DNA e amplificacédo por PCR

Os exons das sequéncias CDS de SP80-3280 foram separados e utilizados
para a construcdo dos pares de primers com o auxilio do software Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Foram definidos como critérios para obtencdo
do primers: amplicons entre 100 e 200 pb, tamanho de primers entre 15 e 20
nucleotideos, temperatura de Melting entre 58°C e 62°C, porcentagem de GC entre
40 e 60% e os valores de dimeros e hairpins entre -5 e 0, baseado nos critérios
estabelecidos por Correr et al (2020), com modificacdes. A avaliacdo da qualidade

dos primers foi feita atraves do  software Beacon  Designer
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(http://www.premierbiosoft.com/) (Figura 2).

Para verificar se os pares de primers desenhados foram complementares a
regides especificas do genoma da cana-de-acucar foi realizada uma etapa de
validacéo através de PCR. Para isso, o DNA gendmico de discos foliares de SP80-
3280 em TO foi extraido com base na metodologia empregada por Ulhoa et al (2014).
As amplificagbes foram realizadas em gradientes de temperatura de 53-55-57-C ou
61-62-63-C, de acordo com as temperaturas de melting informadas pelos softwares
PRIMER3 e Beacon Designer. Os produtos das PCRs foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose (3%) a 150mV por 60 minutos. Em seguida, os géis
foram mergulhados em solucdo de brometo de etidio por 10 minutos para marcacao
dos fragmentos de DNA e, levados a camara com iluminacdo UV para registro de

imagens com o auxilio da camera digital Canon PowerShot G10.


http://www.premierbiosoft.com/)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Introducéo in vitro

A contaminacao por microorganismos (bactérias e fungos) ocorreu em 6,66%
dos discos foliares de SP80-3280. A taxa de oxidacdo dos explantes foi observada
em 20,66%, o que proporcionou um aproveitamento de 72,66% de discos
saudaveis. Todos os explantes ndo contaminados foram responsivos a ES com a
formacéo de CE ou CNE.

Os explantes coletados em diferentes tempos do cultivo in vitro
apresentaram aspectos morfolégicos distintos durante os 70 dias de cultivo (Figura
3). Em geral, o surgimento de calos foi observado a partir de T14. Entretanto so foi
possivel diferenciar entre CE e CNE a partir de T30 (Figuras 3 e 4). Além disso,
devido a maior proliferagdo de células desdiferenciadas a partir do estagio T40, os
discos precisaram ser desmembrados para que os calos tivessem mais espago e
continuassem seu desenvolvimento. Gill et al (2004) observaram que as variedades
Co0.J.83 e C0.J.86 apresentaram porcentagens acima de 90% na formacé&o de calos
a partir da ESI entre 8 e 12 dias ap0s a introducéo in vitro.

Os CE obtidos foram caracterizados como compactos, lisos e de coloracéo
creme (82,6%), ao passo que CNE foram classificados como friaveis, mucilaginosos
e levemente translicidos (17,4%). Os CNE também apresentaram por¢cdes
esbranquicadas de aspecto endurecido (Figura 4). Alta porcentagem (95%) de CE
também foi obtida por Gandonou et al (2004) ao avaliar a ESI das variedades de

cana-de-agucar NCo310, CP70-321 e CP65- 357 apds 4 semanas de cultivo in vitro.
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Alguns fatores metabdlicos podem estar relacionados com as diferencas
morfologicas dos tipos de calos obtidos na ESI de cana-de-acucar. Silveira et al
(2013) avaliaram as diferencas morfologicas e de contetudo de poliaminas entre CE
e CNE de cana- de-acucar (SP79-1011) durante a aquisicdo de competéncia
embriogénica na ESI. A histomorfologia dos CE indicou que possuem formato
arredondado, alta taxa nucleo/citoplasma, pequenos vacuolos, nicleo proeminente
e estruturas globulares bem organizadas. Enquanto que CNE apresentam células
dispersas e alongadas, com baixa relacdo nucleo/citoplasma e muitos vacuolos.
Além disso, os autores observaram que os niveis enddégenos de poliaminas foram
maiores em CE, o que pode contribuir na aquisicdo da competéncia embriogénica.
A aquisicao da competéncia embriogénica acontece a partir da expressao de alguns
genes das familias LEC e AGL (ROCHA; DORNELAS, 2013). Assim, a expressao
desses genes podem estar relacionadas com o acumulo de poliaminas pelos calos.

Da mesma forma que acontece com as poliaminas, o acumulo de outros
tipos de metabdlitos pode estar relacionado com a ESI e com a expressao de seus
genes reguladores. Neves et al (2003) analisaram calos da variedade CP-5243 e
notaram que CE possuem maior conteddo de prolina livre, poliaminas, agucares,
invertases e cinco vezes mais proteinas soluveis do que em CNE. Sugere-se entdo
qgue a atividade metabodlica em CE é maior, 0 que pode ajudar nas vias da ESI.
Mahmud et al (2015) compararam os perfis metabdlicos de CE e CNE de cana-de-
acucar (CP 801743 e CP 841198). Os autores observaram que metabdlitos como
glicose, frutose, sacarose e alanina ocorreram em maior concentracdo em CE,
enquanto que o0s conteddos de asparagina, glutamina, lisina, colina e 2-
hidroxiisobutirato foram maiores em CNE. Essa diferenca nos perfis dos calos € um
indicativo de que os diferentes metabdlitos culminam em rotas metabdlicas distintas
durante os processos de ESI, o que também influencia na morfologia das células
desdiferenciadas de CE e CNE.
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Figura 3: Painel de imagens de discos foliares da variedade comercial SP80-3280: estagios de TO a T70 do
cultivo in vitro. A partir do estagio T30 notou-se a formacao de calos embriogénicos compactos e lisos. As setas
apontam para regides com a presenca de calos e as barras representam 1 cm. TO: 0 dias; T7: 7 dias; T14: 14
dias; T30: 30 dias; T40: 40 dias; T55: 55 dias e T70: 70 dias de cultivo in vitro.

Figura 4: Calos ndo embriogénicos da variedade comercial SP80-3280 com aspecto fridvel e mucilaginoso
formados a partir do estagio T30 do cultivo in vitro de cana-de-aglcar. A seta indica a presenga de CNE
esbranquigados de aspecto endurecido. As barras representam 1 cm. TO: 0 dias; T7: 7 dias; T14: 14 dias;
T30: 30 dias; T40: 40 dias; T55: 55 dias e T70: 70 dias de cultivo in vitro.



5.2 Anédlise in silico
A partir de pesquisas nos bancos de dados do NCBI e UniProt, foram

encontrados 21 sequéncias de aminoacidos em A. thaliana (6), Z. mays (8) e O.
sativa (7) para os genes das familias BBM (7), WUS (8), VP1 (1), AGL (1) e LEC
(4) (Tabela 1). Nao foram encontradas proteinas homologas de sorgo em ZmBBM2,
OsBBM e AtWUS.

Tabela 1: Lista de acessos nos bancos de dados (NCBI e UniProt) utilizados como consulta para

encontrar proteinas homaologas em Sorghum bicolor e outras espécies de gramineas.

E%r:iig:: Nomenclatura Espécie Acesso F%nt

AtBBM A. thaliana AF317907.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AF317907.1
AtBBM A. thaliana AAM33803.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/protein/AAM33803.1
ZmBBM1 Zea mays NP_001147535. https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/protein/NP_001147535.1

BBM .
ZmBBM1 Zea mays AQK72611.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/protein/AQK72611.1
ZmBBM1 Zea mays AQK72610.1 https://w w w .ncbi.nlm.nih.gov/protein/AQK72610.1
ZmBBM2 Zea mays ACG29578.1 https://w w w .ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACG29578.1
OsBBM O. sativa ABA92780.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/protein/ABA92780.1
AtWUS A. thaliana Q9SB92 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q9SB92
AtWUS A. thaliana NP_565429.1 https://w w w .ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_565429.1
AtWOX2 A. thaliana NM_125325 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q6X7K1

WUS OsWUS 0. sativa AB218894.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AB218894.1?report=genbank
OsWOX1B O. sativa Q33DKO0 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q33DK0
OsWOX1A O. sativa Q7XM13 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q7XmM13
ZmWOX3A Zea mays Q70UV1 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q70UV1
ZmWOX3B Zea mays Q6S3I3 http://w w w .uniprot.org/uniprot/Q6S3I3

VP1 ZmVP1 Zea mays P26307 http://w w w .uniprot.org/uniprot/P26307

AGL AtAGL62 A. thaliana QIFKK2 http://w w w .uniprot.org/uniprot/ Q9FKK?2
ZmLEC1 Zea mays AF410176 https://w w w .ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/AF410176

LEC OsLEC1 O. sativa AY264284.1 https://w w w .ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AY264284.1
OsLEC1B O. sativa AY062184 https://w w w .ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY062184.1
OsLEC1A O. sativa AY062183.1 https://w w w .ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY062183.1

No genoma de S. bicolor, foram econtradas 7 sequéncias putativas de
aminoacidos de WUS, 3 de BBM, 3 de VP1, 1 de LEC e 1 de AGL. Essas
sequéncias de aminoacidos de sorgo foram utilizadas como base para buscar
proteinas putativas de S. spontaneum e SP80-3280 através do SUCEST-FUN.
Desse modo, foram encontradas: a) BBM: 4 sequéncias para SP80-3280 e 5
sequéncias para S. spontaneum; b) WUS: 7 sequéncias para SP80-3280 e 7
sequéncias para S. spontaneum; c) VP1: 3 sequéncias para SP80-3280 e 6
sequéncias para S. spontaneum; d) AGL: 1 sequéncia para SP80-3280 e 1
seqguéncia para S. spontaneum; e) LEC: 1 sequéncia para SP80-3280 e 1 para S.
spontaneum. Em seguida, foram utilizadas as ferramentas BLAST e BLASTP do

SUCEST-FUN para obter as respectivas sequéncias de nucleotideos


http://w/
http://w/
http://w/
http://w/
http://w/
http://w/
http://w/
http://w/

correspondentes as proteinas anteriormente encontradas (Tabela suplementar 3).

A andlise de cépias génicas indicou que as sequéncias génicas putativas de
WUS apresentaram até 13 copias génicas (Tabela suplementar 1). Em
contrapartida, ainda em WUS, a sequéncia SP803280WUS1 apresentou 2
possiveis copias (Figura 5). Esse resultado sugere que pode haver variagdo no
namero de copias entre genes de uma mesma familia. Dentre as outras familias de
fatores de transcricdo, BBM e VP1 também apresentaram variagdo no numero de
copias, enquanto que AGL e LEC, por possuirem apenas um gene homodlogo
putativo, apresentaram 3 e 9 copias génicas, respectivamente (Tabela suplementar
1).

Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments
Color Key for Alignnent. Scores

sca7_uti_cns_0068090
—- - <40 40-50 50-80 o Boe200 NSNS

sca7_unitig_434828

<go 175 34 0.1

Figura 5: Resultado de pesquisa BLAST na plataforma do SUCEST-FUN referente & sequéncia
SP803280WUSL. A seta indica o resultado alinhamento (score = 200) e o retangulo indica as
mesmas sequéncias com e-value zero.

5.3Filogenia

Em geral, as arvores filogenéticas apresentaram uma tendéncia na divisao
dos grupos e ramos das arvores. Na maioria das proteinas estudadas, as avores
filogenéticas apresentaram a tendéncia de reunir as sequéncias de aminoacidos da
cana-de-agucar cultivada (SP80-3280) com a espécie selvagem (S. spontaneum)
em um mesmo ramo ou proximos entre si. Também foi observado que as
sequéncias de aminoéacidos de sorgo e milho, de modo geral, permaneceram mais
proximas das sequéncias de aminoacidos de cana-de-acucar quando comparadas
com as sequéncias de A. thaliana e outras espécies de Poaceae. A proximidade
dos agrupamentos entre sequéncias de cana-de-acucar com sorgo pode ocorrer

em consequéncia da extensa colinearidade entre os genomas de ambas as
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espécies, 0 que torna sorgo um modelo para estudos com cana-de-agucar, assim
como observado por Aitken et al (2014) e Gasmeur et al (2018). Os agrupamentos
entre sorgo e milho nas construcdes filogenéticas obtidas podem ser explicados
devido a proximidade evolutiva entre ambas espécies (WHITKUS et al, 1992;
DRAYE et al, 2001; JIAO et al, 2017). A proximidade entre as sequéncias da
variedade cultivada SP80-3280 e da espécie S. spontaneum é explicada devido ao
fato de os hibridos modernos serem oriundos do cruzamento entre S. spontaneum
e S. officinarum (D-HONT et al, 1994; CHEAVEGATTI- GIANOTTO et al, 2011,
PARK; DA SILVA, 2016), sendo que 12,25% da sequéncia gendmica de SP80-3280
pode ser oriunda de S. spontaneum (ZHANG et al, 2018).

Nas arvores filogenéticas foi observada uma divisdo entre as espécies
representantes de metabolismo C3 e C4. Um dos exemplos € o agrupamento entre
cana- de-acUcar, sorgo e milho, sendo todas C4. Em contrapartida as demais
espécies de gramineas presentes nas arvores filogenéticas sdo majoritariamente
de metabolismo C3. Uma excecdo foi observada nas proteinas de FT responsaveis
pela ESI das espécies Panicum hallii (PhWOX9, PhwOX8, PhLEC1, PhVP1.1,
PhVP1.2 e PhBBM2) e Setaria italica (SiWOX9, SiWOX8, SIiLECB2, SiVP1 e
SiBBM2). Ambas as espécies com metabolismo C4, apresentaram proximidade
com Dichantelium oligosanthes (DoWOX9, DoWOX8, DoLECB6, DoVP1l e
DoPLT2), que é de metabolismo C3. Isso pode ser explicado em razédo de
Dichantelium ja ter sido considerado um sub-genéro de Panicum, devido a sua
similaridade morfol6gica e numero de cromossomos (CLAYTON; RENVOIZE, 1986;
DUBCOVSKY; ZULOAGA, 1991; ALISCIONI et al, 2003), o que torna essa espécie
um excelente modelo para comparagdes entre gramineas C3 e C4 (STUDER et al,
2016).

Na analise de filogenia de proteinas WUS, foram encontrados 6 grupos
principais: 1) de SbWUS2 a ZmWOX9; 2) ZmWOX2 a SspontWUS1; 3)
SP803280WUS7 a ZmWOX3A; 4) ZmWUS2 a SspontWUS5; 5) ZmWOX4 a
SspontWUS6 e; 6) SP803280WUS3 a SspontWUS3. As sequéncias SspontWuS4
e SP803280WUS4 (94,96% de identidade) apareceram préximas entre si, apesar
de um valor de bootstrap mais moderado (65). Além disso, SbWUS 4 e ZmWOX8
aparecem isoladamente ao lado do ramo que gerou as sequéncias de cana-de-

acucar. (Figura 6).
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A proteina putativa SP803280WUS2 se agrupou com SbWUS2 (98,59% de
identidade), porém permanceu em um ramo separado em relacdo ao seu homélogo
de S. spontaneum (SspontWuUS2) (97,14% de identidade), sugerindo, que para
essas sequéncias, ha uma maior similaridade entre um hibrido de cana com sorgo
do que com uma espécie selvagem. Em contrapartida, SspontWUS3 se agrupou
com SbWUSS3, com similaridade entre as sequéncias de 87%. Nesse grupo,
SP803280WUS3 foi disposta mais distante das demais sequéncias de aa e
apresentou identidade inferior a 45% com as proteinas do mesmo grupo (Tabela
suplementar 4). Isso indica que essa proteina putativa de uma espécie Saccharum
possui maior similaridade e proximidade com sorgo. Além disso, observa-se que a
sequéncia de aminoacidos de SP80-3280, apesar de ser disposta no mesmo grupo
gue as demais sequéncias (SspontWUS3 e SbWUS3), permaneceu mais distante,
além de apresentar uma maior proximidade com uma proteina de milho (ZmwWOX?7).

Segundo a anotacéo funcional encontrada no Phytozome (GOODSTEIN et al,
2012), o gene WUS em A. thaliana desempenha um papel central na embriogénese
precoce, em especial, ha regulacdo de outros genes que controlam a ESI (AGL e
LEC), na manutencéo da identidade das células no meristema apical e participa da
transicdo de células vegetativas para embriogénicas. Em A. thaliana também foi
encontrado o gene AtWOX2, que é um FT responsavel pela padronizacdo dos
embrides, especialmente no desenvolvimento de embrifes apicais (HAECKER et
al, 2004). Isso sugere que em uma mesma familia génica podem existir variados
genes que desempenham fungdes diferentes, porém complementares nas vias de

regulacdo da embriogénese.
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Figura 6: Arvore filogenética de proteinas de WUSCHEL em cana-de-aglicar, Arabidopsis
thaliana e espécies de Poaceae. At: Arabidopsis thaliana; Sh: Sorghum bicolor; SP803280:
SP80-3280; Sspont: Saccharum spontaneum; Zm: Zea mays; Ph: Panicum hallii; Si: Setaria
itdlica; Os: Oryza sativa; Ob: Oryza brachyanta; Do: Dichanthelium oligosanthes; Ta: Triticum
aestivum; As: Aegilops speltoides; Hv: Hordeum vulgare; Bd: Brachypodium distachyon; Sp:
Stipa purpurea; Atauschii: Aegilops tauschii.

A analise filogenética de proteinas VP1 apontou a formacdo de 3 grupos
principais: 1) SP803280VP1l.1 a SspontvVP1.2; 2) SP803280VP1.10 a
SspontVP1.4 e; 3) ZmVP1.2 aZmVP1.4. No grupo 1, SP803280VP1.1 agrupou-se
com a SspontVP1.1 (98,81% de identidade) e apresentaram proximidade com
SbVP1.1 com cerca de 91,5% de identidade entre as proteinas (Tabela suplementar
5). Entretanto a sequéncia SspontVP1.2 permaneceu mais distante das demais,
tendo maior proximidade com milho do que com as demais de cana-de-acUcar,
mesmo que a porcentagem de identidade com a proteina milho (74,64%) tenha sido

menor do que com as outras proteinas do grupo (SbVP1l.1: 78,25%;
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SP803280VP1.1: 83,87% e SspontVP1.1: 85%). No grupo 2, as proteinas de S.
spontaneum (SspontVP1.4 e SspontVP1.3) foram dispostas em ramos originados
a partir de um mesmo ndé (98,92% de identidade). As sequéncias de aa
SP803280VP1.10 e SP803280VP1.4 apresentaram proximidade entre si e com
sorgo (68,94 e 72,73% de identidade, respectivamente), o qual foi disposto entre os
dois gendtipos de cana-de-acucar (SP80-3280 e S. spontaneum). O grupo 3 néo
apresentou representantes da variedade comercial SP80-3280, em contrapartida,
observou-se a presenca de 4 proteinas de milho que se agruparam aos pares
(ZmRAV1 com ZmVP1.2 e ZmVP1.3 com ZmVP1.4) . O Unico representante de
cana-de-acgucar nesse grupo é SspontVP1.5, o qual é originado a partir de um noé

em comum com SbVP1.3 (Figura 7).
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Figura 7: Arvore filogenética de proteinas de VIVIPAROUS1 em espécies de Poaceae. Sh:
Sorghum bicolor; SP803280: SP80-3280; Sspont: Saccharum spontaneum; Zm: Zea mays; Ph:
Panicum hallii; Si: Setaria italica; Os: Oryza sativa; Do: Dichanthelium oligosanthes;; Bd:

Brachypodium distachyon.

A construcéo filogenética de AGL pode ser dividida em 3 grupos (bootstrap

100): 1) composto pelas sequéncias de SP80-3280, S. spontaneum e S. bicolor; 2)



sequéncias de Z. mays e; 3) P. hallii e S. italica. As proteinas de cana-de-agucar
sdo oriundas de um mesmo ng, portanto indicando serem as mais proximas
evolutivamente, além disso, sugere-se proximidade com SbAGL1 (Figura 8). O
alinhamento mudltiplo indicou identidade de 98,79% entre SP803280AGL1 e
SspontAGL1 e cerca de 83% com SbAGL1 (Tabela suplementar 6).

—100: SP803280AGL1
7 SspontAGL1 1

SbAGL1

Figura 8: Arvore filogenética de proteinas de AGAMOUS-LIKE em espécies de Poaceae. Sb:
Sorghum bicolor; SP803280: SP80-3280; Sspont: Saccharum spontaneum; Zm: Zea mays; Ph:
Panicum hallii; Si: Setaria italica.

Em relacdo a LEC (Figura 9), ocorre a formacédo de 3 grupos: 1) SP80-
3280LEC1 a ZmLECB2; 2) BnLECB6 a AtauschiLECB3 e; 3) as proteinas
SILECB2, PhLEC1 e DoLECBS6, as quais aparecem isoladas do restante dos ramos
da arvore filogenética. As sequéncias de cana SP803280LEC1 e SspontLEC1
apresentam proximidade entre si (97,74% de identidade) sendo oriundas de um
mesmo no (bootstrap 94). Adicionalmente, observa-se proximidade com uma
sequéncia de aa de sorgo (SbLE1), que aparece disposta ao lado das ramificacdes
de cana-de-agucar. A proteina de sorgo (SbLEC1) apresentou aproximadamente
91% de similaridade com as sequéncias de aa de cana-de-acucar (Tabela
suplementar 6). Tanto para LEC quanto para AGL, observa-se que existe uma alta
proximidade entre uma espécie selvagem de cana-de-acucar (S. spontaneum) e
uma variedade (SP80-3280).

27



94 SP803280LEC1
L —’: SspontLEC1
64 L SbLECH 1
100 I: ZmLEC1
100 ZmLECB6
ZmLECB2
% |: BnLECB6
OsLEC1A
= —100: OsLEC1
OsLEC1B
81 BdLECB3
{ AtauschilLECB3
SILECB2

PhLEC1
DoLECB6

96

Figura 9: Arvore filogenética de proteinas de LEAFY-COTYLEDON em espécies de Poaceae.
Sb: Sorghum bicolor; SP803280: SP80-3280; Sspont: Saccharum spontaneum; Zm: Zea mays;
Ph: Panicum hallii; Si: Setaria italica; Os: Oryza sativa; Do: Dichanthelium oligosanthes; Bd:
Brachypodium distachyon; Atauschii: Aegilops tauschii; Bn: Brassica napus.

Maulidiya et al (2020) encontraram a primeira possivel sequéncia de LEC
(390 pb) em calos embriogénicos de cana-de-acucar (variedade Bululawang). O
estudo realizou o alinhamento da sequéncia de aminoacidos de cana com outras
espécies de gramineas para a construcao de uma arvore filogenética. As anélises
indicaram similaridade com Dactylis glomerata (98%), O. sativa (90%), Z. mays
(88%) e Bixa orelana (85%).

A construcéo filogenética de sequéncias de aa de BBM (Figura 7) pode ser
dividida em 3 grupos principais: 1) SP803280BBM4 a SP803280BBM5; 2)
SP803280BBM7 a SspontBBM5 e; 3) ZmGDB a SspontBBM2. No grupo 1, a
sequéncia SP803280WUS4 possui maior proximidade com SspontBBM3, sendo
originadas a partir de um mesmo no da representacao filogenética e com 98,71%
de similaridade entre as sequéncias. Adicionalmente, ambas sequéncias
apresentarem proximidade com SbBBM. Todavia, no mesmo grupo, a sequéncia
SP803280BBM5 aparece mais distante das demais proteinas de cana-de-agucar e
sorgo, aléem de possuir maior proximidade com uma sequéncia de aa de milho
(ZzmBBM2) (Figura 10). Todas as sequéncias de aa desse grupo apresentaram
entre si porcentagens de identidade acima de 92% (Tabela suplementar 7).

No grupo 2, as sequéncias de S. spontaneum (SspontBBM4 e SspontBBM5)
possuem maior proximidade entre si (93,82% de identidade), sendo oriundas de um
né em comum, enquanto que SP803280BBM7 se agrupou com ZmBBM?2a
(43,73%). A proteina SbBBMx apresentou maior similaridade com as sequéncias
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de S. spontaneum (Tabela suplementar 7). Por fim, o grupo 3 também teve duas
proteinas de S. spontaneum (SspontBBM1 e SspontBBM2) sendo originadas a
partir de um né em comum. Ao lado das sequéncias da espécie selvagem de cana-
de-acucar se dispés SP803280BBM2, fortalecendo a tendéncia de protéinas de um
hibrido moderno de cana-de-aclUcar apresentar proximidade filogenética com
protéinas de S. spontaneum (Figura 10).

Maulidiya et al (2020) foram responsaveis pelos primeiros relatos de um
possivel gene da familia BBM em cana-de-agUcar. Os autores identificaram uma
sequéncia BBM com 494 pb apds construirem pares de primers, baseados em
regides conservadas do genoma de milho e D. Glomerata. Esses primers foram
utilizados em analises de expressao génica de CE e CNE da variedade de cana-
de-acucar Bululawang. O estudo demonstrou que a expressdo do gene BBM foi
detectada em todos os estdgios de desenvolvimento dos CE, tendo seu &pice no
estagio globular. Além disso, o estudo indicou que CNE apresentaram expressao
baixa ou nula, o que indica uma forte tendéncia dessa possivel sequéncia de BBM
estar relacionada com o desenvolvimento de calos embriogénicos somaticos de
cana-de-acgucar. Na analise filogenética da proteina do gene BBM, os resultados
indicaram alta similaridade com S. bicolor (98%), Z. mays (96%), S. italica (95%) e
P. hallii (94%). Esses achados corroboram com os resultados encontrados no
presente trabalho, em que podemos observar a proximidade evolutiva entre as 4
proteinas putativas de cana-de-aclUcar com sorgo e milho, apesar dos acessos de
S. italica e P. hallii permanecerem em um ramo separado das demais sequéncias

de aminoacidos.

29



30

=~
o
® S
«©
3 = 1
2 )
g g B
3 %,
% =
% \
k2 % 3 \\3!\/
(623 N AR
g L aF 5 &
4{3 < ,'.'/'.; @6@
St
0, ‘,vi\f/
(s e /, >
S 2
{ 20 5’\33\\
ZmGDB ~ \/\
e 100
PhBBM2
48
OsGDB1 \
//\ Oory T2
056032 2
/
/ Chirg
o 8)
o
ANEPA. S .

Figura 10: Arvore filogenética de proteinas de BABYBOOM em Arabidopsis thaliana e
diversas espécies de Poaceae. At: Arabidopsis thaliana; Sh: Sorghum bicolor; SP803280:
SP80-3280; Sspont: Saccharum spontaneum; Zm: Zea mays; Ph: Panicum hallii; Si: Setaria
itdlica; Os: Oryza sativa; Do: Dichanthelium oligosanthes; Atauschii: Aegilops tauschii.

5.4 Desenho de primers e amplificacdo por PCR
Foram obtidos 36 pares de primers a partir do software PRIMER3. Dentre os

primers, 8 apresentaram altos valores de formagéo de dimeros (self-dimers e cross-
dimers) e hairpins, sendo 4 destes de WUS, e 1 em BBM, VP1, AGL e LEC (Tabela
2). Para o gene homoélogo putativo da familia AGL (SP803280AGL1), foi possivel gerar
apenas 1 par de primers, que apresentou problemas com altos valores (AG) para
hairpins e dimeros (Figura suplementar 1). Para os genes homdlogos putativos das
outras familias génicas, puderam ser obtidos 2 pares de primers para LEC, 18 para

WUS, 4 para VP1 e 11 para BBM (Tabela 2).

O teste para verificar se os pares de primers desenhados seriam capazes de
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amplificar regides gendmicas da variedade comercial SP80-3280, demonstrou que
apenas os pares nomeados de BBM2a e BBM7a (Figura suplementar 6) né&o
produziram fragmentos na amplificagdo via PCR convencional. Assim, tais primers
foram considerados inviaveis de serem utilizados na identificacdo de sequéncias
putativas de BABYBOOM em cana-de-agucar. Por outro lado, 10 primers (WUS2a,
WUS2b, WUS3b, WUS5a, WUSG6b, LEC1a, VP1a, VP1.4a, VP1.10a e BBM4a) foram
capazes de promover a amplificacdo de fragmentos unicos (Figuras suplementares 2,
3, 5 e 6), sendo considerados os primers com maior especificidade dentre todos os
testados. Os primers LECla e VPl.4a, apesar de anelarem em fragmentos
especificos do DNA da cana-de-acucar, ambos apresentaram altos valores para
formacé&o de dimeros e hairpins na anélise do software Beacon Designer. Doze pares
de primers (WUS1b, WUS3a, WUS4a, WUS4b, WUS5c, WUS6a, WUS7a, WUST7D,
WUS7c, AGL1a, LEC1b e VP1b) produziram 2 fragmentos, enquanto que os demais
(WUS1la, WUS2d, WUS5b, BBM2b, BBM2c, BBM2d, BBM4b, BBM5a. BBM5c,
BBM7b e BBM7c) apresentaram trés ou mais fragmentos amplificados (Figuras
complementares 2, 3, 4, 5 e 6). Em relacdo aos gradientes de temperatura utilizados
para encontrar a melhor temperatura de melting de cada par de primers, os resultados
apontaram que nao houve diferenca dentro das faixas de temperatura testadas (53-
55-57-C e 61-62-63°C).

Segundo McPherson e Moller (2006), a especificidade de um primer € uma
caracteristica de suma importancia, pois garante que apenas as sequéncias alvo
de estudo sejam aneladas e, consequentemente, amplificadas via PCR. Outro fator
levado em consideracdo na escolha de primers para estudos de PCR é a
capacidade de formacéo de dimeros e hairpins, dado que essas estruturas sao
prejuciais a amplificagéo de acidos nucléicos, afetando a velocidade e sensibilidade
dessas técnicas (MEAGHER et al, 2018). Desse modo, o presente estudo originou
8 pares de primers (WUS2a, WUS2b, WUS3b, WUS5a, WUS6b, VP1a, VP1.10a e
BBM4a) que possuem alta especificidade de anelamento no DNA da cana-de-
agucar e com baixos valores de formacdo de dimeros e hairpins. Esses primers
sao ideais para serem usados em estudos futuros de expressdo génica de genes
relacionados com ES em cana-de-acgucar, especialmente em estudos comparativos
entre diferentes estagios dos calos ao longo do tempo ou, até mesmo, entre

variedades responsivas in vitro e recalcitrantes.
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Tabela 2: Pares de primers desenvolvidos para regifes exdnicas presentes em genes das
familias AGL, LEC, WUS, VP1 e BBM, usando o software PRIMERS3.

Gene Gene Foward primer Reverse primer Nomenclatura propria
AGL | SP803280AGL1 |AGCGCCGCCCAAGCTTATTC TCGAAAGTGTGCGCGGCAAG AGLla*
AACAACGGCGTCGCTCAGCAG |ATCACGTTCGCGATTGGCATCAG LECla*
LEC | SP803280LEC1
AACAACGGCGTCGCTCAGCAG |ACGTTCGCGATTGGCATCAGC LEC1b
AATGCATTCTACATGCCTGCGCC|ATGACTGTCACTTGCTGCTGCG WuUSla*
SP803280WUS1
AATGCATTCTACATGCCTGCGCC]ATGACTGTCACTTGCTGCTGCGG WUS1b
TCGGCAAGGTGGAGAGCAAGAAC |TTCTTGTGGTGGTGGCGCTCG WuUS2a
AGCGCCACCACCACAAGAAGC |TCGTTGCTACCACTGCCGCTG WUS2b
SP803280WUS2
AGCGCCACCACCACAAGAAGC |TTCCTCGTTGCTACCACTGCCG WuUS2c
AGACGCTGGAGCTCTTC AAGGAGAACTCCCTGCAC wus2d
AGCAAGGCGGACAGCATTACCTG |AGCTTCGTTGCACAGGCCAAAG WUS3a
SP803280WUS3
ACACCCACACGACGCATGAGC |TTCGTTGCACAGGCCAAAGAGC WUS3b
ATGGCAACCAACACCAATGCAGC |AGATTTGGCCATGGTGCGAGAGC WuUS4a*
WUS| SP803280WUS4
ACGATGGCAACCAACACCAATGC |AGATTTGGCCATGGTGCGAGAGC WUS4b*
ACGGCAAGATCGAGGGCAAGAAC |ACGTTGACGTCGAGGTTGGTGAG WUS5a
SP803280WUS5 | ACGGCAAGATCGAGGGCAAGAAC | ATGAAGGCGACGACAGCGAGG WUS5b
ACTGTCAGTGCCACTTCCGTTGG |ATGCTGCTGCTGATGCATCTTGG WUS5c*
AATATTGTCTGCGCCCGCTTGC |TGACGCGAGCAAACTCAGGAAGG WUS6a
SP803280WUS6
TTCCAGAACCACAAGGCCCGC |AGCAGCGTGGAAGAAGTGGTGC WuUS6b
TACAGCAGCGACGGCTTCGAG |TGTGGCACGAAGTTGGTTGCG WUS7a
SP803280WUS7 |AGCACTGCAACGCCAGCTACG |TGCTGCACTCGTCCTTGAGCC WUS7b
GCAGCAGCAGGAGGAAATAAGGC |ACCGTAGCTGGCGTTGCAGTG WUS7c
R AGCGCCTACACCAACACGACAG |ATGTCATCGAGCGCATCAAACCC VP1la
VP1l AGGCGGCGGATGACTTCATGTTC |TGTCGTGTTGGTGTAGGCGCTG VP1b
SP803280VP1.4 |TGTTTGGCGTCAACATCGCTGG |TTCTTCAACAATTCCTGCGGCCC VP1.4a*
SP803280VP1.10 | ACGCCAAAGAAGCAAGACGAAGG |TGTCAACGCCGAACAGCTTGATG VP1.10a
ACAACTGGCTGGGATTCTCG TGCCATAGGAAGCGTGATCG BBM2a
AGCACCAACAGCAACAGC AATCCGAGCAGCCAAAGC BBM2b
SP803280BBM2
TCCTGATGCCGTCGAACAC TCGTACCCGATGAGCTTCC BBM2c
ACCAGGAGGGGAAGCTCATC ATGCCGTTGAAAGGAGAGC BBM2d
GCCCAAGCTCGAAGATTTCC TTGCTGTTGGTGCTGCTG BBM4a
SP803280BBM4
BBM AGCTCGGCAGTCTACAACAG TGTTCGACGGCATCAGGAAG BBM4b
ATGCCACTTCTCGCTGGAC TTCCTTGCCGTGTTGTCAG BBM5a
SP803280BBM5
TGATAGCAACGGCAGCAC TAGTTCTCCGCGTTCACCAG BBM5b
GGGGGCACATCATCATCATC TCCTCTTGACGGTGATGCTG BBM7a
SP803280BBM7 |ACGCCTACGAGTACCACAAC TGTTGCCAAACCCATTCCAG BBM7b
ATACGACATCGCGGCGATAG TGGGTTTCAGCCATGTGATG BBM7c*

*Par de primers que possui alta formac&o de dimeros e hairpin



6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a identificacdo de 16 e 20 sequéncias putativas
de aminoacidos de familias de genes relacionados a ESI na cana-de-acUcar
comercial SP80-3280 e S.spontaneum, respectivamente. As analises indicaram que
podem existir mais de um gene para as familias génicas WUS, VP1 e BBM
envolvidos na regulacdo das vias da ESI em cana-de-acucar. As construcdes
filogenéticas sugerem que as proteinas e genes putativos de SP80-3280 sao
conservados ao longo da evolucado, dada a consisténcia de agrupamento dessas
sequéncias com proteinas homodlogas de S. spontaneum, sorgo e milho. A
identificacdo das sequéncias proteicas e gendmicas com possivel ligagcdo com a
ESI no genoma da cana podera servir de base em estudos de expressao génica,
que permitirdo compreender o comportamento e a importancia desses genes na

regulacédo dessa via no desenvolvimento in vitro de cana-de-acguUcar.
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APENDICE

Tabela suplementar 1: NOmero de cépias génicas obtidas em pesquisa BLAST na plataforma
SUCEST-FUN relativas as sequéncias putativas de BBM, WUS, VP1, AGL e LEC.
Gene Sequéncia Numero de copias
SP803280BBM2 10
SP803280BBM4 12
SP803280BBM5 11
SP803280BBMY7

SP803280WUS1
SP803280WUS2
SP803280WUS3
WUS  SP803280WUS4
SP803280WUS5
SP803280WUS6
SP803280WUS7
SP803280VP1.1
VP1 SP803280VP1.4
SP803280VP1.10
AGL SP803280AGL1
LEC SP803280LEC1

BMM

[ =
OlwloR oo o owN (N




Tabela suplementar 2: Lista de abreviaturas com seus significados correspondentes.

Abreviatura

Significa
do

2,4-D
AlL
AGL
BAP
BBM
BOL
CDS
CE
CNE
ES
ESD
ESI
FT
L1L
LEC
MS
T-DNA
uv
VP1
WUS

Acido-2,4-diclorofenoxiacético
AINTEGUMENTA-LIKE
AGAMOUS-LIKE
6-Benzilaminopurina
BABYBOOM

BOLITA

Coding segment

Calos embriogénicos

Calos ndo embriogénicos
Embriogénese somética
Embriogénese somética direta
Embriogénese somética indireta
Fatores de transcricao

LEAFY COTYLEDON LIKE
LEAFY COTYLEDON
Murashige e Skoog

DNA de transferéncia
Ultra-violeta

VIVIPAROUS1

WUSCHEL

43
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Tabela suplementar 3: Nimero de aminoacidos das proteinas e pares de base dos genes putativos relacionados a embriogénese somatica na
variedade comercial SP80-3280. A tabela também fornece as entradas que podem ser utlizadas para acessar as sequéncias de aminoacidos (aa) e
gendmica (nucleotideos [nt]) no banco de dados do SUCEST-FUN, assim como a orientacao da fita de nucleotideos.

AGL1

LEC1

VP1

VP1.4

VP1.10

WUS1

WUuUS2

WUS3

WuS4

WUSS

WUS6

WUS7

BBM2

BBM4

BBMS

BBM7

247

266

696

362

277

162

214

402

273

321

230

262

689

601

699

433

744

801

4142

1089

834

489

771

1414

2815

1167

973

889

4152

3715

3780

2073

>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0030766.2
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0241187.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0074780.1
unnamed protein product
>gnl|blastjlevm.model.scga7_uti_cns_0182223.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0023249.6
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0068090.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0161579.3
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0145700.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0002006.2
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0132424.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0170734.3
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0117953.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns _0342418.1
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0334373.1
unnamed protein product
>gnl|blastlevm.model.scga7_uti_cns_0154362.1
unnamed protein product
>gnl|blastjevm.model.scga7_uti_cns_0079840.2
unnamed protein product

scga7_uti_cns_0030766:19476..20219
scga7_uti_cns 0241187:2406..3206
scga7_uti_cns_0074780:7139..11280
scga7_uti_cns_0182223:979..2067
scga7_uti_cns_0023249:53823..54656
scga7_uti_cns_0068090:1503..1991
scga7_uti_cns_0161579:13029..13799
scga7_uti_cns_0145700:9226..10639
scga7_uti_cns_0002006:5092..7906
scga7_uti_cns_0132424:4614..5780
scga7_uti_cns_0170734:23816..24788
scga7_uti_cns _0117953:6206..7094
scga7_uti_cns_0342418:2504..6655
scga7_uti_cns 0334373:210..3924
scga7_uti_cns_0154362:2758..6537

scga7_uti_cns_0079840:12421..14493

Senso
Anti-senso
Senso
Anti-senso
Senso
Senso
Anti-senso
Senso
Senso
Senso
Senso
Anti-senso
Anti-senso
Senso
Senso

Anti-senso
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Tabela suplementar 4: Porcentagem de identidade das proteinas de WUSCHEL (WUS) dentro de
seus respectivos grupos com base nas arvores filogenéticas geradas pelo software MEGAX. A

matriz de identidade foi gerada a partir dos softwares CLUSTALW e CLUSTAL Omega.

WUS (Grupo 1)

Matriz de identidade (%)

SP803280WUS5 | SspontWUS5

ZmWuS2
ZmWuS1
SbwWuUS5
SP803280WUS5
SspontWUS5

79,67
85,25
91,94
100
99,37

80,13
84,33
91,15

99,37
100

WUS (Grupo 2)

Matriz de identidade (%)

SP803280WUS1 | SspontwuUS1

ZmWOX2 64,86 76,01
Sbwus 90,91 90,48
SP803280WUS1 100 97,53
SspontWuUS1 97,53 100
Matriz de identidade (%)

WUS (Grupo 3) SP803280WUS7 | SspontWUS7
ZmWOX3A 93 93,41
SbwuS7 96,11 96,51
SP803280WUS7 100 98,09
SspontWuUS7 98,09 100

WUS (Grupo 4)

Matriz de identidade (%)

SP803280WUS2 | SspontwuS2

ZmWOX5 88,63 87,44
ZmWOX9 89,81 88,61
SbWUS?2 98,59 95,69
SP803280WUS2 100 97,14
Sspontwus2 97,14 100
Matriz de identidade (%)
WUS (Grupo 5) SP803280WUS6 | SspontWuUS6
SIWOX4 82,24 83,02
ZmWOX4 85,24 86,61
ZmWOX 80 81,19
SbWUS6 91,74 92,11
SP803280WUS6 100 99,12
SspontWuUS6 99,12 100
Matriz de identidade (%)
WUS (Grupo 6) SP803280WUS3 | SspontwuUsS3
ZmWOX7 42,66 72,91
Sbwus3 43,58 87
SspontWuUS3 44,08 100
SP803280WUS3 100 44,08

Sequéncias isoladas

Matriz de identidade (%)

SP803280WUS4 | SspontWuUS4

ZmWOX8
Sbwus4
SP803280WUS4
SspontWuSs4

92,62
94,83
100
94,96

88,28

91,02

94,96
100
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Tabela suplementar 5: Porcentagem de identidade das proteinas de VIVIPAROUS1 (VP1) dentro
de seus respectivos grupos com base nas arvores filogenéticas geradas pelo software MEGAX.
A matriz de identidade foi gerada a partir dos softwares CLUSTALW e CLUSTAL Omega.

VP1 (Grupo 1)

Matriz de identidade (%)

SspontVP1.2

| sp803280vp1.1 | SspontVP1.1

SspontVP1.2
ZmVP1.1
SbVP1.1
SP803280VP1.1
SspontVP1.1

100
74,64
78,25
83,87

85

83,87
87,63
91,67
100
98,81

85
87,07
91,59
98,81

100

VP1 (Grupo 2)

Matriz de identidade (%)

SP803280VP1.4 | SP803280VP1.10 | SspontVP1.3 | SspontVP1.4

SP803280VP1.4
SP803280VP1.10
SbVP1.2
SspontVP1.3
SspontVP1.4

100
68,94
72,73

73,9

73,9

68,94
100
82,12
82,1
82,03

73,9
82,1
93,3
100
98,92

73,9
82,02
93,24
98,92

100

VP1 (Grupo 3)

Matriz de identidade (%)

SspontVP1.5

ZmVP1.3
ZmVP1.4
ZmVP1.2
ZmRAV1
SbVP1.3
SspontVP1.5

87,3
87,23
91,22
91,27

93,5

100

Tabela suplementar 6: Porcentagem de identidade das proteinas de AGAMOUS-LIKE (AGL) e
LEAFY-COTYLEDON (LEC) dentro de seus respectivos grupos com base nas arvores
filogenéticas geradas pelo software MEGAX. A matriz de identidade foi gerada a partir dos
softwares CLUSTALW e CLUSTAL Omega.

AGL (Grupo 1)

Matriz de identidade (%)

SP803280AGL1 | SspontAGL1

SbAGL1
SP803280AGL1
SspontAGL1

83
100
98,79

83,81
98,79
100

LEC (grupo 1)

Matriz de identidade (%)

SP803280LEC1 | SspontLEC1

ZmLECB2
ZmLEC1
ZmLECB6
SbLEC1
SP803280LEC1
SspontLEC1

82,59
84,79
84,5
90,98
100
97,74

82,59
85,11
85,05
90,94
97,74
100
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Tabela suplementar 7: Porcentagem de identidade das proteinas de BABYBOOM (BBM) dentro
de seus respectivos grupos com base nas arvores filogenéticas geradas pelo software MEGAX.
A matriz de identidade foi gerada a partir dos softwares CLUSTALW e CLUSTAL Omega.

BBM (Grupo 1)

Matriz de identidade (%)

SP803280BBM5 SP803280BBM4 \ SspontBBM3
ZmBBM2 94,47 93,03 92,02
SbBBM 95,27 96,26 95,25
SP803280BBM5 100 96,28 95,78
SP803280BBM4 96,28 100 98,71
SspontBBM3 95,78 98,71 100
BBM (Grupo 2) Matriz de identidade (%)
SspontBBM4 \ SspontBBM5 \ SP803280BBM7
SbBBMx 85,5 88,71 41,52
SspontBBM4 100 93,82 36,36
SspontBBMS 93,82 100 38,41
SP803280BBM7 36,96 38,41 100
ZmBBM?2a 37,08 40,95 43,73
BBM (Grupo 3) Matriz de identidade (%)
SspontBBM2 SP803280BBM?2 SspontBBM1
ZmGDB 90,92 94,03 95,05
SbGDB 92,42 96,18 96,79
SspontBBM2 100 94,85 98,26
SP803280BBM2 94,85 100 98,63
SspontBBM1 98,26 98,63 100
Fee e Concorii . Tt Concotat o
o e R s "

20 61.53

60 1 12 52 -2.0

Figura suplementar 1: Avaliacdo do par de primers da sequéncia SP803280AGL1 de AGL pelo

software Beacon Designer.
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Figura suplementar 2: Amplificagdo em gel de agarose (3%) de primers da familia génica
WUSCHEL em 3 temperaturas de anelamento (61-C, 62°:C e 63°C). A1 e B1: WUS1a; A2 e B2:
WUS2a; A3 e B3: WUS2b; A4 e B4: WUS3a; A5 e B5: WUS5D.
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Figura suplementar 3: Amplificacdo em gel de agarose (3%) de primers das familias génicas
WUSCHEL (WUS3b, WUS4a, WUS4b, WUS5a, WUS5c, WUS6a, WUS6b, WUS7b, WUS7c),
AGAMOUS-LIKE (AGLla) e LEAFY-COTYLEDON (LECla e LEC1b) em 3 temperaturas de
anelamento (61-C, 62-C e 63-C).

a'C

WUS1b

Figura suplementar 4: Amplificagdo em gel de agarose (3%) de primers da familia génica
WUSCHEL (WUS1b e WUS7a) em 3 temperaturas de anelamento (61-C, 62-C e 63-C).
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VP1.103 VPL108

G2°C

Figura suplementar 5: Amplificacdo em gel de agarose (3%) de primers da familia génica
VIVIPAROUSL1 (VPla, VP1b, VP1.4a e VPQ.10a) em 3 temperaturas de anelamento (61-C, 62-C e
63-C).
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Figura suplementar 6: Amplificagdo em gel de agarose (3%) de primers da familia génica
BABYBOOM (BBM2a, BBM2b, BBM2c, BBM2d, BBM4a, BBM4b, BBM5a, BBM5b, BBM7a, BBM7b
e BBM7c) e WUSCHEL (WUS2d) em 3 temperaturas de anelamento (53-C, 55-C e 57-C).



