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RESUMO

AOYAGI, G. M. Identificacdo, anotacao e analise filogenética das familias génicas
envolvidas na via de biossintese de hemicelulose em cana-de-aciicar (Saccharum spp.).
2016. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Universidade de Sao Paulo, Escola de

Engenharia de Lorena, Lorena, 2016.

A parede celular de plantas é formada basicamente por celulose, hemicelulose e
lignina. A formagdo dos polimeros de hemicelulose depende do suprimento de precursores
chamados de acucares-nucleotideos. A biossintese das diferentes estruturas de
hemicelulose da parede celular envolve a participacdo de enzimas pertencentes as familias
das glicosiltransferases (GTs). Estudos feitos em Arabidopsis thaliana, Brachypodium
distachyon, Oryza sativa (arroz) € Zea mays (milho) auxiliaram na descoberta de 11
enzimas da via de interconversio nucleotideo-agicar e de enzimas da familia das
glicosiltransferases (GTs), como as GT2, GT8, GT43, GT47, GT61 e GT75, envolvidas na
biossintese de hemicelulose. O presente trabalho visa a identificacdo de genes da via de
biossintese de hemicelulose da parede celular de cana-de-acticar (Saccharum spp.) e
andlise filogenética entre Arabidopsis thaliana (planta modelo de eudicotiledoneas), Oryza
sativa, Brachypodium distachyon, Zea mays, Sorghum bicolor e Saccharum spp. Foram
identificados os genes das familias GT2, GT8, GT43, GT47, GT61, GT75, CSL,
Epimerase e UDPG em cana-de-actcar a partir da busca em sete bibliotecas de RNA-Seq
utilizando as sequéncias de O. sativa, Z. mays e S. bicolor como referéncia. Os dominios
especificos de cada familia génica foram confirmados através do programa PFAM e
consequentemente anotados. A identificacdo e anotacdo das sequencias possibilitou a
construcdo de bancos de sequéncias das familias envolvidas na biossintese de hemicelulose
para as espécies A. thaliana, B. distachyon, O. sativa, Z. mays e S. bicolor. Foram
identificadas para cada espécie, respectivamente, um total de 67, 49, 49, 60 e 56 genes
bona fides. O presente trabalho, além da identificacdo de genes nas diferentes espécies,
permitiu a identificacdo e selecdo de 27 genes candidatos envolvidos na biossintese de
hemicelulose em cana-de-actcar e possivelmente envolvidos na recalcitrancia da parede

celular nas diferentes bibliotecas de RNA-Seq de cana-de-agucar

Palavras-Chave: Hemicelulose. Glicosiltransferase. Ac¢ucar-nucleotideo. Cana-de-

acucar. Bioinformética



ABSTRACT

AOYAGI, G. M. Identification, annotation and phylogenetic analysis of gene families
involved in hemicellulose biosynthesis pathway in sugarcane (Saccharum spp.). 2016.
77p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de

Sao Paulo, Lorena, 2016.

The plant cell wall is mainly composed of cellulose, hemicellulose and lignin. The
formation of hemicellulose polymers lies on the supply of the so-called sugar-nucleotide
precursors. The diverse hemicellulose structures biosynthesis of cell wall involves the
participation of enzymes belonging to the families of glycosyltransferases (GTs). Studies
in Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Oryza sativa (rice) and Zea mays
(corn) aid the discovery of 11 enzymes of the nucleotide sugar interconversion pathway
and enzymes of the GT family, as GT2, GT8, GT43, GT47, GT61 e GT75, involved in the
hemicelluloses biosynthesis. This study aims to the identification of hemicellulose
biosynthesis pathway genes from the cell wall of sugarcane (Saccharum spp.) and
phylogenetic analysis of Arabidopsis thaliana (eudicotyledonous plant model), Oryza
sativa, Brachypodium distachyon, Zea mays, Sorghum bicolor and Saccharum spp. The
genes of the GT2, GT8, GT 43, GT47, GT61, GT75, CSL, epimerase and UDPG families
were identified in sugarcane from a search in seven RNA-Seq libraries using the sequences
of O. sativa, Z. mays and S. bicolor as reference. The specific domains of each gene family
have been confirmed through the PFAM program and consequently noted. The
identification and annotation of the sequences enabled the construction of sequences banks
of the families involved in hemicellulose biosynthesis in the species A. thaliana, B.
distachyon, O. sativa, Z. mays and S. bicolor. It was identified for each species,
respectively, a total of 67, 49, 49, 60 and 56 bona fides genes. This work, in addition to the
identification of genes in different species, allowed the identification and selection of 27
candidate genes involved in the biosynthesis of hemicelluloses in sugarcane and possibly

involved in cell wall recalcitrance in the different sugarcane RNA-Seq libraries.

Keywords: Hemicellulose. Glycosyltransferases. Sugar-nucleotide. Sugarcane.

Bioinformatics
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas e composicao da parede celular

A parede celular € uma estrutura muito complexa que possui diversas fungdes.
Além de proporcionar as células rigidez mecanica, define a sua morfologia, controla a
expansdo celular e transporte intercelular, protege a célula contra uma grande quantidade
de organismos potencialmente patogénicos e predadores e também participa na
comunicacdo intercelular (DHUGGA, 2001). Como muitas destas fun¢des sdo exigidas ao
mesmo tempo em vdrios estidgios de desenvolvimento do vegetal, a parede celular possui
simultaneamente, grande flexibilidade com um médximo de resisténcia, devido a um
sofisticado controle metabdlico, com regides de extrema complexidade (CARPITA;
GIBEAUT, 1993; GIBEAUT; CARPITA, 1994). Morfologicamente, a parede celular é
dividida em trés regides distintas, a lamela média, parede primdria e parede secunddria
(Figura 1). A lamela média € a regido de intersecdo entre duas células adjacentes. Esta
camada intercelular € rica em substincias pécticas e lignina (BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2000).

Figura 1 - Modelo estrutural da parede celular de plantas. LM: lamela média; P: parede primaria; S1+S2+S3:
parede secunddria

Fonte: Adaptado de (FENGEL; WEGENER, 1989)

A parede celular ¢ uma estrutura complexa, diversa e dinamica, sofrendo
modificacdes ao longo de processos de divisdo celular, crescimento e diferenciacdo. Os
tipos de polissacarideos presentes na parede celular variam de acordo com a espécie, tipo
celular e localizagdo, estdgio de desenvolvimento e de respostas a estresses bidticos ou
abidticos (CARPITA; TIERNEY; CAMPBELL, 2001) A parede primdria vegetal é

composta por trés estruturas independentes, as microfibrilas de celulose (~30%),
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polissacarideos nao-celulésicos como as hemiceluloses (~30%) e pectinas (~30%) e ainda
proteinas estruturais (~10%). A fina parede primdria (100 nm ou menos) e altamente
hidratada (~60% de peso timido) é produzida por células em expansdo podendo assim, se
alongar com crescimento difuso ou orientado (CARPITA; GIBEAUT, 1993; HAYASHI,
1989; O'NEIL; YORK, 2003).

A parede primdria de eudicotiledoneas, gimnospermas e monocotiledoneas nao-
comelinideas (conhecida também como parede celular tipo I) consiste de uma rede
celuldsica inserida em uma matriz complexa de polissacarideos, onde as xiloglucanas e
pectinas sdo os mais abundantes (CARPITA; GIBEAUT, 1993; MCCAN; ROBERTS,
1994). A parede primaria das Poales e monocotiledoneas comelinideas relacionadas
(conhecida também como parede celular tipo II) é organizada do mesmo modo, exceto que
os polissacarideos predominantes sdo as glucuronoarabinoxilanas (GAX) e glucanas de
cadeia mistas ((1,3;1,4)-B-D-glucanas). Os niveis de pectina e xiloglucana sdo
relativamente baixos (CARPITA; GIBEAUT, 1993; MCCAN; ROBERTS, 1994). A
Figura 2 ilustra a diferenca entre a parede celular tipo I e tipo II. A maneira como os
polimeros estdo arranjados na parede de cada tecido pode variar consideravelmente. Esse
arranjo de polimeros, chamado de arquitetura da parede celular, estd intimamente

relacionado com a estrutura desses carboidratos (SOUZA et al., 2013).

Quando o crescimento celular € finalizado, inicia-se o processo de diferenciacdo
celular com inicio da formacdo da parede secundaria. A transicio da parede celular
primdria para formacgdo da parede secundéria é marcada pela redugdo da sintese de pectina
e um grande aumento na sintese de celulose, hemiceluloses e lignina (BOUDET et al.,
2003).Durante o desenvolvimento da parede celular secundéria, hd uma reducdo da
flexibilidade e consequente aumento da forca da célula. A celulose e a matriz de
polissacarideos com baixo grau de substitui¢do na cadeia principal, como as heteroxilanas
e heteromananas, sdo depositadas em um padrio altamente ordenado durante o
desenvolvimento da parede celular secunddria. Isso ocasiona, juntamente com a deposicao
de lignina, em uma desidratacdo da parede celular, tornando-a altamente hidrofébica.
Ligninas hidrofébicas encobrem as microfibrilas de celulose e a matriz de polissacarideos,
podendo ser covalentemente complexada com os polissacarideos da parede. Essa
associagdo lignina-polissacarideos (juntamente com o processo de desidratacdo) sdo fatores
que contribuem para a chamada recalcitrancia da parede celular lignificada a digestdao

enzimatica (DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010).
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Devido ao interesse na biomassa de plantas para producdo de biocombustiveis, é
importante reconhecer que o grau de recalcitrancia ndo € influenciado apenas pela quimica

da parede celular, mas também com a anatomia estrutural das células e tecidos.

Figura 2 - Representacdo simplificada da parede celular tipo I e tipo II. A parede estd sendo ilustrada com
corte transversal. Em vermelho estd destacado as principais diferencas. As Poales e monocotiledoneas
comelinideas possuem como principal hemicelulose da parede primdria a glucuronoarabionxilana (GAX),
juntamente com as glucanas de cadeia mista (MLG), com baixo conteido de pectina. Eudicotiledoneas,
gimnospermas e monocotiledoneas ndo-comelinideas possuem a xiloglucana como principal hemicelulose da
parede primdria e uma matriz contendo pectina e proteinas estruturais. Note que na parede secundaria a MLG
e pectinas se tornam componentes minoritdrios (reduzem em massa) e hd um aumento na quantidade de

lignina.
Parede celular tipo | Parede celular tipo II
Microfibrila de Celulose Macrofibrila de Celulose )
Hemicelulose Hemicelulose

(rica em GAX)
Compostos

(rica em xiloglucana)

Proteinas estruturais Fenolicos
Matriz de pectina Vi el
e pectina

Proteinas estruturais
Parede primaria

Parede secundaria Lignina

Hemicelulose
(rica em xiloglucana)

Hemicelulose
(rica em GAX)

Lignina Macrofibrila de Celulose

Microfibrila de Celulose

Fonte: Adaptado de (FERREIRA et al., 2013)

A parede celular secunddria contém tipicamente trés camadas distintas, S1, S2 e S3
(Figura 1), as quais sdo diferenciadas, em espessura, composi¢cdo e orientacdo das
microfibrilas de celulose. A camada exterior S1 € a mais fina e representa apenas 5-10% da
espessura total da parede celular. Nesta camada as microfibrilas de celulose formam um
angulo de 60-80° em relacdo ao eixo da célula. A camada intermedidria S2 é a mais espessa
e representa 75-85% da espessura total da parede celular, e a orientacdo das microfibrilas
forma um angulo de 5-30° em relagd@o ao eixo da célula. As caracteristicas relacionadas a
espessura e a orientacdo das microfibrilas influenciam diretamente as propriedades fisicas
e mecanicas da célula. Ja a camada S3 € relativamente fina, e forma um angulo de 60-90°
em relacdo ao eixo da célula (FENGEL; WEGENER, 1989; EMONS; MULDER, 2000). A
Tabela 1, demonstra a diferenca de composi¢do da parede celular (primdria e secundaria)

entre gramineas e eudicotiledoneas.
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Tabela 1 - Composicdo das paredes celulares dos diferentes tipos de grupos de plantas (Eudicotileddneas e
Monocotiledoneas comelinideas e nao comelinideas). *Em ordem de abundéncia.

Parede primaria Parede Secundaria
Grupos de plantas - — o —
Fase fibrilar Fase matricial* Fase fibrilar Fase matricial*
Polissacarideos
pécticos GX
Xiloglucana
Eudicotiledoneas Celulose - Celulose
Heteroxilana
Galactoglucomanas Glucomanana
(minoritario)
Monocotiledoneas:
Polissacarideos
pécticos GX
Xiloglucana
Comelinideas Celulose - Celulose
Heteroxilana
Galactoglucomanas Glucomanana
(minoritario)
GAX
. . Polissacarideos GAX
Nao-Comelinideas L.
P Celulose pécticos Celulose
(gramineas) -
Xiloglucana Galactoglucomanas
MLG (minoritario)

Fonte: Adaptado de (DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010)

Os avancos tecnoldgicos sdao enormes no sentido de elucidar os mecanismos de
formacdo da parede celular, envolvendo um grande nimero de genes, relacionados a
biogénese, organizacdo e também a mudancas estruturais. Na planta modelo, Arabidopsis
thaliana (eudicotiledonea), aproximadamente 15% do seu genoma estd relacionado ao
processo de formacdo e modificacdo da parede celular, revelando a complexidade da
estrutura e formacdo da parede celular das plantas (CARPITA; TIERNEY; CAMPBELL,
2001).

1.2 Estrutura das principais classes de hemiceluloses

As hemiceluloses sdo classes de polissacarideos ndo-celuldsicos que contém
substituintes heterogéneos interligadas as microfibrilas de celulose. As hemiceluloses sdo
divididas em quatro (4) classes principais: Heteroxilanas, Xiloglucanas, Glucanas de

cadeia mista (MLG) e Mananas (LEROUXEL et al., 2006; PAULY et al., 2013).
(1) Heteroxilanas

Heteroxilanas sd3o hemiceluloses majoritdrias na parede secundédria de

eudicotileddneas e em monocotiledoneas comelinideas. Elas sdo essenciais no
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desenvolvimento de tecidos com alto conteido de parede secundaria e conferindo

fortalecimento a esses tecidos (PAULY et al., 2013).

A cadeia principal das heteroxilana (Figura 3) consiste de xiloses (Xylp) ligadas
linearmente por ligagdes do tipo B-1,4 na qual aproximadamente 10% da cadeia sofre
substituicdo no C(0)3 e C(0)2 com residuos de L-arabinofuranosil (Araf), acido-a-D
glucurénico (GlcpA e MeGlcpA — dcido 4-O-metil-glucurdnico) ou uma combinagdo dos
dois formando  arabinoxilanas (AX3), (metil)glucuronoxilanas (GXs) e
glucuronoarabinoxilanas (GAXs), respectivamente ((KEPPLER; SHOWALTER, 2010;
EBRINGEROVA, 2005; O'NEIL; YORK, 2003). A cadeia principal de Xylp pode, ainda,
ser acetilada nas posi¢des C(0)3 e C(O)2 e em alguns casos em ambas (YORK; O'NEILL,
2008). Acredita-se que os substituintes de Araf na cadeia de xilana promovem o
impedimento das ligacdes de hidrogénio entre moléculas adjacentes de AXs ou com as
microfibrilas de celulose, levando uma redu¢do na hidrofobicidade (URAHARA et al.,
2004). O residuo de Araf em GAX ou AX de gramineas pode ser decorado pela adi¢do de
substituintes -1,2 Xylp ou a-1,3 Araf (FAIK, 2010). Além disso, substituintes de feruloil e
coumaroil presentes na posicao C-5 da cadeia lateral de Araf pode sofrer esterificacdo e
levando a ligagdes covalentes entre a heteroxilana e a lignina em gramineas (FAIK, 2010).
Figura 3 - Representacdo da estrutura de xilanas. Glucuronoxilana (GX) € a estrutura de xilana encontrada

em eudicotiledoneas e estd sendo representada com o tetrassacarideo na extremidade redutora. GAX ¢ a
estrutura encontrada em gramineas.

Glucuronoxilana (GX) Glucuronoarabinoxilana (GAX)
&de ) &ae x &
02 02 o2 P 2 o
FeBapepadeBafrpak b Bk B B4k P3 AcOuddk ﬁmﬁmﬁmﬁmﬁﬂ?&mﬁﬁdﬁ
AN b o2 / 03 o3 o3
+"* I?2 ;
w ]

* D-Xilose (Xilp) % L-Arabinose (Araf) <+ Acido Ferilico A L-Ramnose (Rhap)
e  Metil @ Acetato @ Acido D-Glucurénico(GleAp)

Fonte: Adaptado de (PAULY et al., 2013).

GXs s@o os polissacarideos ndo-celuldsicos mais abundantes na parede secundaria
de eudicotiledoneas, enquanto que as GAXs sdo componentes minoritdrios da parede
secunddria de coniferas (softwoods). Em comparacdo, AXs sdo as xilanas predominantes
na parede celular das gramineas, com as GAXs sendo menos abundantes (YORK;
O'NEILL, 2008). Além da cadeia lateral, foi observado a existéncia de um tetrassacarideo
de B-Xyl-1-3-a-Rha-1-2-0-GalA-1-4-B-Xyl no terminal redutor de GX (Figura 3) em
espécies de eudicotiledoneas e gimnospermas (PENA et al., 2007; YORK; O'NEILL,
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2008). Acredita-se que desempenha um papel na biossintese de xilana. Entretanto, tal

tetrassacarideo nao foi observado em xilanas de gramineas (PAULY et al., 2013).
(2) Xiloglucanas (XyG)

XyG € a hemicelulose mais abundante na parede primdria de eudicotiledoneas com
20-30% de propor¢cao massa/massa (w/w) (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Acredita-se
que as XyGs formam ligacdes cruzadas entre as microfibrilas de celulose formando uma
forte rede de XyG-celulose, funcionando como o principal componente da parede celular
primaria (HAYASHI, 1989; PAULY et al., 1999; SOMERVILLE et al., 2004). XyGs
podem, também, se ligar de forma covalente com pectinas. Por isso, acredita-se que o
metabolismo de XyG desempenha papel importante na elongacdo celular (PAULY et al.,
2001). Paralelamente, as XyGs podem desempenhar papel na prevencdo da formacdo de
agregados de celulose microfibrilar (ANDERSON et al., 2010; THOMPSON, 2005) ou
permitindo a interagdo da celulose com outros componentes da matriz celular (HA;

APPERLEY; JARVIS, 1997; KEEGSTRA et al., 1973; CAVALIER et al., 2008).
Figura 4 - Representacdo da estrutura de xiloglucana (XyG) de plantas. fucogalactoXylG € estrutura

predominante de eudicotiledoneas e arabinogalactoXyG de monocotileddoneas. As ligacdes glicosidicas entre
os monossacarideos estio representadas pela sua configuragao

Fucogalactoxiloglucana Arabinogalactoxiloglucana
g &
o (v
o° o o}
p2 p2 B2
* * * * * * *
ob of of ob ob b ob g b : b g
.I54?6D4.B4.D4.ﬁ4,634.15401540154,6&40154. Ou«s’em I54.|54.li4,6|54 1540;540154’6154 p4@
© O o O © o
* * * * * ®
p2 o2 p2
o) e}

@ D-Glicose (Glcp) O D-Galactose (Galp) A L-Fucose (Fucp) W D-Xilose (Xilp) @ Acetato
;& L-Arabinose (Araf)

Fonte: Adaptado de (PAULY et al., 2013).

Xiloglucanas possuem a cadeia principal constituida de ligagdes B-1,4 de glucanas,
substituidas parcialmente com unidades de xilosil na posicio O-6 (LEROUXEL et al.,
2006; PAULY et al., 2013). XyG de vdrias eudicotiledoneas, como Arabidopsis, e
monocotiledoneas ndo-gramineas, normalmente possuem de uma maneira regular trés
residuos de xilosil a cada quatro residuos de glicose da cadeia principal (Figura 4),
enquanto que em plantas da ordem das Poales (GIBEAUT et al., 2005) e diversos outros
clados das monocotiledoneas (HSIEH; HARRIS, 2009), a cadeia principal das XyGs é
menos xilosilada com apenas dois residuos de xilosil a cada quatro ou mais de glicose

(Figura 4) (HOFFMAN et al., 2005).
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Na maioria das espécies de plantas, os grupos xilosil s@o substituidos na posi¢ao O-
2, geralmente com galactosil, galacturonosil, arabinosil ou outros residuos de glicosil
(HOFFMAN et al., 2005; HANTUS et al., 1997). Ainda, os residuos de galactosil podem
ser decorados, na posi¢do O-2, com fucosil e/ou substituintes de O-acetil (LEROUXEL et
al., 2006; PAULY et al., 2013). As xiloglucanas sao sintetizadas no complexo de Golgi e
entdo, transportadas para a parede celular (HAYASHI, 1989).
(3) Glucanas de cadeia mista (MLG — Mixed linked glucans)

Em plantas, as MLG sao restritivas da parede celular das gramineas (Poaceae). A
quantidade de MLG ¢€ regulada durante o desenvolvimento sofrendo modificacdes durante
a elongacdo celular. H4 um acimulo de aproximadamente 20% de massa seca de MLG em
tecidos jovens (CARPITA; MCCANN, 2010; CARPITA, 1996). A MLG ¢é entdo
degradada por hidrélise pelas liquenases e B-glucosidades de plantas (KIM; OLEK;
CARPITA, 2000; HRMOVA; FINCHER, 2001), concomitantemente com a expansao
celular. Devido a reducdo dessa hemicelulose ao longo do processo de expansao celular,
foi proposto que, possivelmente, a MLG seja um polimero de armazenamento de energia

no momento de elongagdo celular (PAULY et al., 2013).

Figura 5 - Representagdo da estrutura das glucanas de cadeia mista (MLG).

Glucana de Cadeia Mista (MLG)

i
g.’.}.ﬁ“.&
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£ @
.{5&.‘3‘&'.?’ @ D-Glicose (Glep)

Fonte: Adaptado de (PAULY et al., 2013).

A MLG (1,3; 1,4-B-glucana) ¢ um homopolimero de glicose, sem substituintes e
sem ramificacdes, com distribuicao aleatéria de unidades B-1,4 de celotriosil e celotetraosil
conectadas por ligacoes B-1,3 (Figura 5). A maioria dos segmentos encontrados em MLG
consiste de celotrioses e celotetraoses. Entretanto, pode-se encontrar celooligdbmeros
maiores, com residuos de glucopiranosil variando de 5-20 unidades. Esses celooligdmeros
correspondem a 10% da cadeia das MLGs (FINCHER, 2009). A razao entre as unidades de
celotriose e celotetraose bem como a abundancia das MLGs varia consideravelmente entre
as diferentes espécies de gramineas e entre tecidos diferentes (BRENNAN; CLEARY,
2005)
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(4) Heteromananas

As heteromananas sdo hemiceluloses encontradas em grandes quantidades na
parede celular de gimnospermas. As heteromananas, segundo a sua funcdo bioldgica,
conferem rigidez (RODRfGUEZ—GACIO et al., 2012; BUCKERIDGE, 2010), além de
outros papéis fisioldgicos, como sinalizacdo da parede, embriogénese e diferenciacio
tecidual (GOUBET et al., 2009; RODRIGUEZ-GACIO et al., 2012; BENOVA-
KAKOSOVA et al., 2006).

Baseada na composicao da cadeia principal e nos substituintes da cadeia lateral, as
heteromananas sdo agrupadas em quatro classes distintas: mananas, glucomananas,
galactomananas, e galactoglucomananas (PAULY et al., 2013; SCHELLER; ULVSKOV,
2010). As mananas e galactomananas possuem a cadeia principal constituida de liga¢des -
1,4 de manoses (Figura 6); as glucomananas e galactogluicomananas contém unidades de
manose e glicose em sua cadeia principal ligadas pela configura¢do de pB-1,4 (Figura 6).
Nos casos das galactomananas e das galactoglucomananas, o residuo de manosil pode ser
substituido com um residuo de a-1,6 galactosil (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Além
disso, o residuo de manosil pode sofrer O-acetilacdo nas posi¢des de O-2 e O-3 da
molécula de manose. O alto grau de substituicdo da cadeia principal estd associado com o

aumento da solubilidade do polimero (PAULY et al., 2013).

Figura 6 - Representacdo das estruturas de heteromananas.

Galactomanana Galactoglucomanana ,
@ D-Glicose (Glcp)
2 O D-Galactose (Galp)
A -alactose a
01340154,1543154015401540 31540340%&4015401540 oA
uOS g @ D-Manose (Manp)

¢ Acetato

Fonte: Adaptado de (PAULY et al., 2013)

1.3 Bioinformatica, filogenia, genomica evolutiva e comparativa

A genOmica, andlise da sequéncia completa de DNA de um organismo, tem sido de
grande importancia em estudos bioldgicos. O genoma de um organismo € de fundamental
importancia para a compreensao das funcdes individuais dos genes e das redes de interagdo
entre eles, pois possibilita inferir relagdes evolutivas podendo, ainda, revelar mecanismos

regulatorios até entdo ndo estudados (BEVAN; UAUAY, 2013).

A abordagem com sistemas modelos € de importancia para o entendimento de

processos bioldgicos a niveis genéticos e moleculares. A Arabidopsis thaliana, primeiro
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vegetal superior com o genoma sequenciado, € uma eudicotiledonea da familia
Brassicaceae que apesar de ndo ser de importancia econdmica, é considerada uma planta
modelo para estudos em biologia de plantas e tem contribuido para a identificacdo de genes
relacionados com a biossintese de hemicelulose na parede celular (LIEPMAN et al., 2010;
KOORNEEF; MEINKE, 2010; MEINKE et al., 1998). Grande quantidade de recursos
genOmicos, como banco de dados de ESTs e cDNA, bem como um conjunto de dados de
expressdo abordando diversas condicdes ambientais e estdgios de desenvolvimento
tornaram a Arabidopsis uma excelente referéncia para realizacdo de gendmica comparativa
e funcional (SPANNAGL et al., 2011). Desde a liberacdo do genoma de Arabidopsis no
ano 2000 (Arabidopsis Genome Initiative), um nimero crescente de espécies de plantas
vem tendo seu genoma sequenciado, revolucionando nosso entendimento da biologia
vegetal e facilitando o melhoramento das espécies de interesse (VARSHNEY et al., 2012;
BOLGER et al., 2014, BEVAN; UAUAY, 2013). Novas metodologias bioldgicas vém se
desenvolvendo devido as tecnologias “Omicas”. Primeiramente a andlise de DNA
(gendmica), seguido pelo RNA (transcriptdmica), proteinas (protedmica) e pequenos

metabdlitos (metaboldmica) (WANG; WANG:; XIA, 2015).

Por sua vez, Oryza sativa (arroz), juntamente com Brachypodium distachyon sao
considerados organismos modelos em gramineas, grupo este que contém espécies de
grande importancia agrondmica como o préprio arroz, milho, trigo e a cana-de-agicar. Em
ambas espécies, 0 genoma j4 estd sequenciado com alta qualidade e ainda, existe uma rica
quantidade de estudos gendmicos realizados (CHRISTENSEN et al., 2009; DRAPER et
al., 2001; KONISHI et al., 2007; OIKAWA et al., 2010; THE INTERNATIONAL
BRACHYPODIUM INITIATIVE, 2010). Devido a importancia agrondmica de cultivares
do grupo das gramineas, uma estratégia interessante é aplicar o conhecimento que se tem
em arroz, Brachypodium como também em Arabidopsis para permitir o entendimento de
processos bioquimicos de culturas de interesse econdmico e agricola. Isso permite uma

maior precisdo em programas de melhoramento genético.

Os recentes avangos no sequenciamento de genomas através, por exemplo, das
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, permitem o estudo de espécies vegetais
nio consideradas modelos, como a busca de genes de interesse agrondmico. A
identificacdo desses genes em diferentes espécies permite um entendimento de como
algumas caracteristicas vegetais de interesse sao reguladas, conhecimento este que pode ser

utilizado diretamente no melhoramento vegetal (EDWARDS; BATLEY 2010).
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O conceito de homologia de sequencias é definida como a relagc@o entre dois genes
que divergiram a partir de um ancestral comum (FITCH, 2000). A nog¢do de ortologia
versus paralogia foi introduzida por Walter Fitch em 1970 e sdo termos essénciais para
definir relagdes evolutivas distintas. Genes considerados ortélogos sdo aqueles que
possuem uma relacdo de homologia na qual descendem de um gene ancestral em comum a
partir de um evento de especiacdo (KOONIN, 2001). Portanto, pode-se dizer que genes
ortélogos sdo genes homodlogos de diferentes espécies. Em contraste, genes pardlogos sdo
aqueles que dentro do mesmo genoma sofreram duplicacio (KOONIN, 2001). Apesar da
paralogia ocorrer dentro do mesmo genoma, existem casos de genes pardlogos em espécies
diferentes. A figura 7 demonstra em um diagrama os eventos de paralogia e ortologia.
Figura 7 - Diagrama simplificado demonstrando os subtipos de homologia (eventos de ortologia e paralogia).
Os eventos de especiagdo levaram a formacdo das espécies A, B e C. Os genes Al, B1, B2, C1, C2 e C3
descenderam de um gene ancestral comum a partir de eventos evolutivos de especiacdo e de duplicacdo
génica. Existem dois eventos de especia¢do (linhas tracejadas) e dois eventos de duplicagdo (barras
horizontais). Dois genes com o ancestral comum a partir das linhas tracejadas (especiacdo) s@o ort6logos. E

dois genes com o ancestral comum a partir de barras horizontais (duplicacido gé€nica) sdo pardlogos. Assim, 0s
genes C2 e C3 sdo pardlogos entre si e ortélogos do gene B2. E os trés genes sdo pardlogos do gene B1, mas

ortélogos ao gene Al.
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Fonte: Adaptado de (FITCH, 2000)

A identificacdo de regides codificantes de proteinas em sequéncias de nucleotideos
permanece um desafio na interpretacdo de genomas (STATES; GISH, 1994). A descoberta
de homologia entre uma determinada sequéncia de 4cido nucleico e/ou uma proteina é
frequentemente o primeiro indicio sobre a fun¢do de um gene recém-sequenciado. Como
os bancos de dados de DNA e de aminoécidos estdo em constante expansao, eles se tornam
cada vez mais uteis na andlise de novas sequéncias, pois € cada vez maior a chance de se
encontrar alguma homologia (ALTSCHUL et al., 1990). Existe um grande ntimero de
softwares disponiveis para a busca em bases de dados, porém todos utilizam algum método

de andlise de similaridade entre sequéncias para distinguir relacdes de significado
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bioldgico daquelas similaridades ao acaso (NEEDLEMAN; WUNSH, 1970; SELLERS,
1974; SANKOFF; KRUSKAL, 1983; WATERMAN, 1984).

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) € um programa de busca de
similaridade de sequéncias que pode ser usado via interface na web, ou como ferramenta
individual. Existem vdrios tipos especificos de blast, que comparam aminodcidos e
nucleotideos com o banco de dados. E um programa heuristico que busca pequenas regides
de similaridade entre duas sequéncias e tenta iniciar um alinhamento a partir desses —hot
spots. Além do alinhamento em si, o blast oferece dados estatisticos para ajudar a

interpretacdo do significado bioldgico desse alinhamento (MCGINNIS; MADDEN, 2004).

O HMMER ¢ outro software de busca de similaridade, que utiliza o método
probabilistico das cadeias ocultas de Markov (Hidden Markov Models, HMM). Pode ser
utilizado na busca em um banco de dados a partir de uma unica sequéncia proteica, um
grupo de sequéncias, ou ainda um perfil HMM, que pode ser criado pelo préprio programa.
Inclui alguns algoritmos de busca especificos, como o jackhmmer e o hmmrsearch (FINN;

CLEMENTS; EDDY, 2011).

1.4 Importancia econémica, estrutura da parede celular e genética da cana-de-acicar

A cana-de-acicar € uma das mais importantes culturas do mundo, sendo a fonte
primdria de agucar para alimentos e bebidas e para a produg¢do de biocombustiveis. As
dificuldades e limitacdes associadas ao melhoramento tradicional de cana-de-acucar, além
do grande potencial do uso de engenharia genética, tornam a biotecnologia uma abordagem
interessante para o melhoramento de aspectos relevantes da cana-de-agicar, como
contetido de acgucar e tolerancia a estresse bidtico e abidtico (LAKSHMANAN et al.,
2005). Ainda, a biotecnologia pode ser utilizada para diversificagdo da industria de cana-
de-agucar, criando linhagens que produzam produtos alternativos de alto valor agregados,
como compostos farmacéuticos, antibidticos, produtos industriais e agucares alternativos
(WANG et al, 2005, BASNAYAKE et al, 2012; HARRISON et al., 2011;
PETRASOVITS et al., 2012; KINKEMA et al., 2014).

Atualmente, o Brasil produz intensivamente bioetanol a partir da cana-de-actcar
(AMORIM et al., 2011), entretanto, estd cada vez mais evidente que a producdo de

bioetanol tanto a partir do amido de milho armazenado nas sementes quanto da sacarose de
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cana-de-acicar armazenada nos colmos, o chamado etanol de primeira gera¢do (1G), ndo

serdo suficientes para atender a demanda futura de combustivel (SOUZA et al., 2013).

Nesse contexto, diversos grupos de pesquisa estdo buscando alternativas eficientes
para hidrolisar os polissacarideos da parede celular do bagaco a fim de fornecer
fundamento cientifico para o desenvolvimento de tecnologia para producdo do chamado
etanol de segunda geracdo (2G). As gramineas com fotossintese C4 sdo caracterizadas pela
sua alta produtividade e rendimento de biomassa (VAN DER WEIIDE et al., 2013).
Assim, a biomassa das gramineas estd entre as matérias-primas consideradas promissoras
para producao de biocombustiveis 2G (SIMS et al., 2010). Ademais, a biomassa da cana-
de-acucar pode ser utilizada para produgdo de bioenergia através da queima do bagago para

gerar eletricidade (AMORIM et al., 2011).

Uma vez que os biocombustiveis lignoceluldsicos utilizam-se da parede celular da
planta como fonte para geracdo de agucares fermentdveis, é importante compreender a
composi¢do, arquitetura e a genética da parede celular para desenvolver estratégias para
uma degradacdo eficiente (FERREIRA et al.,, 2013). A recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos estd relacionada com diversos fatores, incluindo as associacdes entre a
celulose, hemicelulose e a lignina da parede celular, o que dificulta a acdo das celulases

(HIMMEL et al., 2007).

Descobrir a complexidade estrutural dos polimeros da parede celular, bem como
suas interacOes € essencial para contornar os problemas de recalcitrancia do material
(SOUZA et al., 2013). Assim, estudos sobre a composicdo quimica da parede celular
representam uma etapa importante na elucidacio dessa complexidade estrutura. J4 existem
alguns estudos sobre a composicao quimica confinando o fracionamento da parede celular
em grandes classes de compostos em cana-de-agucar. Relata-se que o bagaco da cana-de-
acucar possui 3843 % de glucanas, 25-32 % de hemicelulose, 17-24 % de lignina e 1.6—
7.5 % de extrativos (MASARIN et al., 2011). Outros autores (SANJUAN et al., 2001)
relatam a composi¢cdo da parede celular sendo de 48.6 % de celulose, 31.1 %

hemiceluloses (principalmente xilose e galactose), 19.1 % lignina, e 1.2 % cinzas.

Durante o processamento da cana-de-acucar, grandes quantidades de bagaco de
cana-de acucar sdo geradas apds a maceracdo desta para retirada do caldo dos colmos. A
quantidade de bagago disponivel varia entre 250 a 300 kg por tonelada de cana-de-acucar

(REIN, 2007). Em geral, o bagago € queimado para produzir vapor e eletricidade como
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parte do esquema de co-geracdo nas usinas. O bagaco residual é descartado como dejeto
industrial de baixo valor. O contetido dos componentes no bagaco varia, sendo em média
41,6% celulose, 25,1% hemicelulose e 20,3% lignina (KIM; DAY, 2011). O bagaco
oferece muitas vantagens no uso para bioconversdo por micro-organismo devido a sua
relativa baixa concentracdo de cinzas (4,8%) comparada a outras matérias-primas como
palha de arroz (17,5%) e palha de milho (11%) (PANDEY et al., 2000; GOH et al., 2010;
KIM; DAY, 2011).

Espécies do complexo Saccharum (cana-de-actcar) fazem parte da familia das
gramineas (Poaceae) que realizam fotossintese C4, e juntamente com sorgo, milho e
Miscanthus formam a superfamilia Panicoidae as quais possuem importincia econdmica
(KELLOGG, 2001). O uso da fotossintese C4 pelas plantas, evita a fotorrespiracao levando
a uma maior eficiéncia na conversao de energia do que a via C3 utilizada por arroz, trigo e
outras gramineas (ZHU; LONG; ORT, 2008). Assim, a fotossintese C4 leva a um maior

acumulo de biomassa.

As variedades comerciais de cana-de-agicar possuem a notdvel capacidade de
armazenar altos niveis de sacarose, chegando a 40% de sua massa seca (FERREIRA et al.,
2013). Essas variedades modernas de cana-de-agicar sdo derivadas da hibridizacdo
interespecifica entre as espécies Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum. S.
officinarum possui colmos grossos e suculentos com alto conteido de sacarose enquanto
que a espécie selvagem S. spontaneum possui colmos finos e fibrosos com baixa sacarose,
mas com alta tolerdncia a estresse (GRIVET; ARRUDA, 2002). Essas variedades
modernas resultantes da hibridizacdo, sdo altamente polipléides e aneupldides com
contribuicao desigual dos genomas parentais de S. officinarum (80-90%) e S. spontaneum
(10-20%) e 10% sao recombinantes das duas espécies (PIPERIDIS; PIPERIDIS; HONT,
2010). Ainda, o genoma dessas variedades é muito maior (cultivar R570, 10,000 Mb e 2n =
115) que milho (4600 Mb, 2n = 20), sorgo (1500 Mb, 2n = 20) ou arroz (775 Mb, 2n = 24)
(D'HONT; GLASZMANN, 2001; INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING
PROJECT, 2005; PATERSON et al., 2009; SCHNABLE et al., 2009). A alta ploidia e a
complexidade do genoma geram desafios para a expressdo de transgenes e para O

desenvolvimento de marcadores moleculares (LAKSHMANAN et al., 2005).

Recentemente, os esforcos em melhoramento estdo visando aumentar o conteido
energético (GJ/ha) utilizando o genétipo de S. spontaneum para produgdo da cana energia,

uma cana-de-agtcar com altos rendimentos, com maior conteido de fibras e alta tolerancia
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a seca e pouca sacarose ( STICKLEN, 2008; FERREIRA et al., 2013) A cana energia é,
portanto, um hibrido de cana-de-acticar comercial e selvagem. Tem elevada tonelagem
(capacidade de transporte em um determinado volume fixo) quando comparado com as
canas comerciais, porém com reduzida graduacio Brix (% de sélidos soliveis). O ciclo de

vida € um pouco mais extenso do que o da cana-de-agcicar comercial, e apresenta

aproximadamente o dobro de conteddo de fibras (KIM; DAY, 2011) (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo e caracteristicas agrondmicas da cana-de-agucar, cana energia e sorgo.

Propriedades Cana-de-agiicar Cana energia Sorgo
Ciclo da cultura (meses) 10-12 10-15 3.5
Numero de ciclos/ano Um Um Um
Rendimento (t.hal.ano™) 70 100 60
Brix (% caldo) 13-15 10-12 11-13
Fibras (% cana) 13.5 26.7 13

Fonte: Adaptado de (KIM; DAY, 2011)

Recentemente, vém sendo gerado uma grande quantidade de estudos genéticos,
quimicos e composicionais da parede celular com as variedades cana-de-acucar
(CARDOSO-SILVA et al., 2014; COSTA et al., 2013; COSTET et al., 2012; GARCIA et
al., 2013; MASARIN et al.,, 2011; PALHARES et al.,, 2012; SOUZA et al.,, 2013;
VICENTINI et al., 2015). Apesar de sua importancia econdmica, o genoma da cana-de-
actcar ainda ndo foi sequenciado, diferentemente de outras espécies de importancia como
o sorgo, milho e arroz. Estd em progresso um esforco multinacional para produ¢do do
genoma referéncia de cana-de-agucar (sugarcanegenome.org), mas muitos obstdculos
devem surgir durante o caminho, particularmente devido ao alto nimero de homdlogos e
alelos intimamente relacionados que colapsam em um tUnico contig durante a montagem

(NISHIYAMA JR et al., 2014).

Até o momento, estudos de gendmica funcional e transcriptoma contam com 0s
conjuntos de dados de expressed sequence tag (EST) e de RNA-Seq (CARDOSO-SILVA et
al., 2014; FERREIRA et al.,, 2013; VICENTINI et al., 2015). Apesar da auséncia do
genoma da cana-de-acucar, esses estudos produzem os primeiros ensaios, isto é,
disponibilizacdo massiva de sequencias relevantes para a identificacio de sequencias
homoélogas com alta identidade a genes previamente caracterizados funcionalmente nas
diversas vias metabdlicas de interesse para o melhoramento da cana-de-aguicar
(FERREIRA et al., 2013; MANNERS; CASU, 2011; MENOSSI; VINCENTZ; SOUZA,
2008).
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1.5 Genética da biossintese de hemicelulose

Os diferentes tipos de carboidratos sintetizados pelo processo de fotossintese
podem ser utilizados como precursores de varios componentes celulares (aminoacidos,
lipidios e 4cidos nucléicos) e também como componentes estruturais da parede celular. A
biossintese dos componentes da parede celular, tais como celulose, hemiceluloses, pectina

e lignina dependem do fornecimento dos acticares que foram fixados pelo processo

fotossintético (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A parede celular é constituida de varios polissacarideos formando uma rede
estrutural complexa. Para organizar essa rede de polissacarideos, a célula necessita de um
amplo mecanismo biossintético. Assim, estima-se que aproximadamente 2000 genes estio
envolvidos no processo de biossintese e manutencdo da parede celular (CARPITA;

TIERNEY; CAMPBELL, 2001).

Andlises de bioinformética das sequéncias gendmicas revelaram que a maioria das
proteinas que realizam a biossintese da parede celular sdo codificadas por familias
multigénicas. A sintese de polissacarideos pode ser dividida em quatro estdgios distintos:
(1) produgdo dos doadores de acucar-nucleotideos, (2) inicia¢do da sintese do polimero, (3)

elongacdo do polimero e (4) terminacdo da sintese (DELMER; STONE, 1988).

1.5.1 A via de interconversao acicar-nucleotideo

7z

A maioria do carbono fixado pela fotossintese de plantas € incorporado aos
polissacarideos da parede celular. Os monossacarideos utilizados para montagem de
carboidratos sdo altamente diversos (SEIFERT, 2004). A¢ucares-nucleotideos sdo unidades
de monossacarideos ativados que sdo diretamente utilizados pelas glicosiltransferases
(GTs) para sintese de diversos glicoconjugados e polissacarideos. Em plantas, existem pelo
menos 30 acucares-nucleotideos diferentes, muitos dos quais possuem papel na sintese de

diferentes polissacarideos da parede celular (REITER, 2008; YIN et al., 2011).

As enzimas envolvidas nas reacdes que levam a formacao dos diversos aguicares-
nucleotideos sdo denominadas de enzimas de interconversao aguicar nucleotideos (NSE),
como mostra a Figura 8 (YIN et al., 2011). A formacado de GDP-L-Fucose € realizada pela
GDP-D-manose-4,6-desidratase (GMD) (BONIN et al., 1997) juntamente com a enzima
bifuncional GDP-4-ceto-6-deoxi-D-manose-3,5-epimerase-4-redutase (GER) (BONIN;
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REITER, 2000). J4& a GDP-L-Galactose ¢ formada pela GDP-D-manose 3,5-epimerase
(GME).

Figura 8 - Esquema das 11 enzimas da via de interconversdo agticar-nucleotideo envolvidas na sintese de
hemiceluloses da parede celular de plantas

P =

/ \\\
/" GDP-L-Galactose 4%» GDP-D-Manose % GDP-L-Fucose
/ . GER \

FOTOSSINTESE | -weeveeeees » D-Frutose-6-P
H
UDP-D-Galactose «oct» UDP-D-Glicose —~EM,  UDP-L-Ramnose
NRS/ER
UGD
UDP-D-Apiose. UAXS '\,hp b Acido Glucursnico —22+ UDP-D-Xilose
UDP-D-Xilose
UGICAE UXEl
\ ' UDP-L-Arabinose |
\. UDP-D-Acido Galacturénico #
AN //

~ s

Fonte: Adaptado de (YIN et al., 2011).

A UDP-D-Glicose pode ser convertida diretamente em UDP-D-Galactose, UDP-D-
Acido Glucurénico ou UDP-L-Ramnose. E provdvel que a RHM (gene da Ramnose
Sinthase) catalisa a reacdo que leva a conversao de UDP-D-Glicose em UDP-L-Ramnose
em plantas (REITER; VANZIN, 2001), com o auxilio da nucleotideo-ramnose
sinthase/epimerase-redutase (NRS/ER, conhecida também como UER) (YIN et al., 2011).

O UDP-D-Acido Glucurdnico é irreversivelmente formado a partir da UDP-D-
Glicose pela UDPD-glucose desidrogenase (UGD). A biossintese do UDP-D-Acido
Glucurdnico pode ainda ocorrer por um caminho alternativo que envolve a enzima inositol

oxigenase (ARNER et al., 2001, KANTER et al., 2003).

A base molecular da biossintese de UDP-D-Xilose foi elucidada no fungo
patogénico Cryptococcus neoformans através da abordagem de gene candidato utilizando
uma UDP-D-Acido Glucurdnico decarboxilase bacteriana (BAR-PELED; GRIFFITH,;
DOERING, 2001) e da UDP-D-xilose sintase (UXS) purificada de ervilha (KOBAYASHI
et al., 2002). Alternativamente, genes pardlogos codificam para duas isoformas de UDP-D-
xilose 4-epimerase (UXE) cineticamente distintas. A UXE promove a interconversdao de
UDP-D-Xilose em UDP-L-Arabinose (SEIFERT, 2004). Além da UXS e UXE, existe

ainda uma terceira enzima que leva formacdo de UDP-D-Xilose: UDP-D-apiose/UDP-D-
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xilose sintase (AXS). AXS1 recombinantes purificados levaram a formacdo de UDP-D-
Apiose e UDP-D-Xilose utilizando UDP-D-Acido Glucurdnico como substrato (MOLHOYJ;
VERMA; REITER, 2003).

UDP-D-Glicose, UDP-D-Acido Glucur6nico e UDP-D-Xilose sdo interconvertidas
reversivelmente em UDP-D-Galactose, UDP-D-Acido Galacturonico e UDP-L-Arabinose
respectivamente (REITER; VANZIN, 2001; FEINGOLD, 1982). A enzima UGE promove
a interconversdo da UDP-D-Glicose em UDP-D-Galactose. E por fim, o UDP-D-Acido
Galacturénico é gerado pela UDP-D-Acido glucurénico 4-epimerase (GAE) (FEINGOLD,
1982).

Figura 9 - Familias génicas envolvidas da sintese dos polissacarideos da parede celular. A figura mostra o
arranjo e localizacdo propostos para algumas das principais enzimas envolvidas na biossintese de
polissacarideos. A cadeia de (1,4)-B-glucanas (celulose) sdo produzidas pelo Complexo Enzimético da
Celulose Sintase (CSC), ou pelas rosetadas na membrana plasmatica (MP) que se associam entre si formando
as microfibrilas. Membros da familia das CESAs e das CSLC e CSLD estdo envolvidos na sintese de
celulose e na formagdo do CSC.A celulose utiliza a UDP-D-Glicose no lado citoplasmatico e libera os
produtos nos apoplastos. Foi proposto que as CSLs, GAUT/GATLs e GTs participam da sintese dos
polissacarideos ndo-celuldsicos. As cadeias laterais encontradas em polissacarideos ramificados sdo
adicionadas pelas GTs localizadas no aparato de Golgi.

CITOPLASMA MEMBRANA PAREDE
PLASMATICA CELULAR
\

Roseta e
. CESA OUCSLC/D ~ CsC}
\\ 5
~

@ @ o ;‘11 Microfibrilas
ﬁwtg Cadeiadeglucanas s de celulose

, -
| ¥ Microfibrilas e
de celulose s
| , 7 -
Z S
| Y A It
| -

. .y
Aparatode Golgi: \ ~
. il . )
G5 . (EORE N vesicula Glucanadecadeiamista—»
glicosiltransferases \ - J
N (f\ NS
Sintasedecade \ . v L r o
com ligacio B 1‘ =
(ex: CSLC) .

GalASintase
(GAUT/GATL)

SintasedeMLG
(CSLF/H)

0
3 d% 5

- Pectina

Fonte: Adaptado de (DOBLIN; PETTOLINO; BACIC, 2010).
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A biossintese dos polimeros da parede celular ocorre em diferentes regides da
célula. As hemiceluloses e as pectinas s@o sintetizadas no complexo de Golgi (GIBEAUT;
CARPITA, 1994; SCHEIBLE; PAULY, 2004). Nesse caso, os acucares-nucleotideos
devem ser transportados para dentro do limen do complexo de Golgi para que os
polissacarideos sejam sintetizados. No interior do complexo de Golgi, as
glicosiltransferases (GTs) transferem um residuo de agicar para a cadeia de
polissacarideos em constru¢do, formando o complexo polimérico, que € entdo transportado
via vesiculas secretoras do complexo de Golgi, para a superficie da parede celular (BAR-
PELED; O’NEILL, 2011; SCHEIBLE; PAULY, 2004). Os diferentes tipos de
glicosiltransferases envolvidas na biossintese de polissacarideos depende tipicamente do
tipo de agucar-nucleotideo que serd utilizado como substrato (DOBLIN; PETTOLINO;
BACIC, 2010). A Figura 9 demonstra onde os diferentes polissacarideos sdo sintetizados
em uma parede celular esquematizada.

O processo central da biossintese de polissacarideos € realizado pela acdo das
glicosiltransferases (GTs). Uma GT catalisa a formacdo de ligagcdes entre monossacarideos
adjacentes através da transferéncia de agicar de um doador ativado (nucleotideos-agucares)
a um apropriado aceptor (cadeias crescentes de polissacarideos) levando a formacgdo de
ligacGes glicosidicas ocasionando na extensdo do polissacarideo (DOBLIN; PETTOLINO;
BACIC, 2010). A molécula alvo aceptora € especifica para cada enzima GT, mas como um
todo, hd uma grande diversidade incluindo todos os tipos de macromoléculas e um grande
numero de classes de compostos de baixo peso molecular (LIU; MUSHEGIAN,2003). A
biossintese de cada estrutura de hemicelulose bem como as GTs envolvidas serdo

abordadas nos préximos topicos.
1.5.2 Biossintese de xilana

Uma grande quantidade de genes estd envolvida na biossintese de xilana
(DOERING; LATHE; PERSSON, 2012; SCHELLER; ULVSKOYV, 2010). Diferente das
outras hemiceluloses ndo existe evidéncias de que genes das familias CSLs atuam na
formacdo da cadeia de xilana. Em contra-partida diversas GTs foram identificadas e
caracterizadas na sintese da cadeia de xilana, IRX9/IRX9L e IRX14/IRX14L (GT43)
(CHINIQUY et al., 2013; KEPPLER; SHOWALTER, 2010; WU et al., 2010),
IRX10/IRX10L (GT47) (BROWN et al., 2009). IRX10L, assim como IRX9L e IRX14L
atuam juntamente com IRX10, IRX9 e IRX14, respectivamente, na elongacdo da cadeia

xilana das heteroxilanas (JENSEN et al., 2013). Foi verificado que essas proteinas—like
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independentes ndo desempenham atividade de biossintese de xilana. Entretanto atuam
complementado a atividade realizada pelas IRX10, IRX9 e IRX14 (BROWN et al., 2009;
CHINIQUY et al., 2013).

Diversas glicosiltransferases, FRA8 (PENA et al., 2007) e F8H (GT47) (LEE et al.,
2009). IRX8 (ou GAUT12) (PENA et al., 2007; PERSSON et al., 2007) e PARVUS (GTS)
(LEE et al., 2007), desempenham um papel na formacdo de um tetrassacarideo, 4-B-D-
Xylp- (1—-4) -B-D-Xylp- (1—3) -a-L-Rhap- (1—-2) -a-D-GalpA- (1—4) -D-Xylp na
extremidade redutora de GX (PENA et al., 2007). O tetrassacarideo da extremidade
redutora possivelmente possui papel importante na biossintese de xilana. Foi proposto que
ele possa atuar como um iniciador (primer), ou entdo que ele atue como um terminador.

Esse tetrassacarideo ndo € encontrado na GAX de gramineas (YORK; O'NEILL, 2008).

A FRAS pertence a familia da glicosiltransferase GT47. Nao se sabe ao certo a
funcao bioquimica da enzima. Foi proposto que FRAS8 promove a ligacdo B de xilose (Xyl)
ao O3 da ramnose utilizando o agucar-nucleotideo UDP-a-D-xilose como substrato ou
promove a ligagdo o da ramnose ao O2 do acido galacturdnico (GalA) utilizando UDP-§-

L-ramnose como substrato (PENA et al., 2007).

O gene da familia GT47 que codifica para F8H, € um pardlogo funcional de FRAS,
estando envolvido na biossintese do tetrassacarideo da extremidade redutora de GX. O
F8H ¢é expresso preferencialmente em células de xilema, onde a parede secundaria possui

grande quantidade de GX (LEE et al., 2009).

A enzima IRXS8 (ou denominada GAUT12), pertencente a GT8, € um homdlogo da
GAUT] (transferase de GalA) e afeta os niveis de glucuronoxilana em plantas superiores.
Desempenha, também, papel na biossintese do tetrassacarideo da extremidade redutora. A
IRX8 ¢ um forte candidato na formacao da ligacdo de GalA com Xil (STERLING et al.,
2006). IRX8 promove uma ligacdo importante entre o polimero de xilana e a matriz da
parede secundéria da célula, afetando diretamente a integridade dessa parede secunddria

(PERSSON et al., 2007).

O gene PARVUS, pertencente a GT8, € expresso durante a biossintese da parede
secunddria em fibras e vasos. A enzima PARVUS possui atividade caracterizada na
sequencia iniciadora do tetrassacarideo da extremidade redutora de GX e também na
adi¢do de 4cido glucurdnico da cadeia lateral. Assim, a PARVUS possui um papel na

iniciacdo da biossintese da sequéncia iniciadora do tetrassacarideo de GX (LEE et al.,
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2007).As proteinas FRAS8, F8H e IRX8 sdo encontradas no Golgi, enquanto que PARVUS

¢ co-localizada tanto no Golgi quanto no reticulo endoplasmético (LEE et al., 2009).

Com relacdo a substituicdo nas xilanas, as enzimas GUX1 e GUX2, da familia
GTS, sdo requeridas para a adi¢do das ramificados de 4cido glucurdnico e de dcido 4-O-
metilglucurénico em xilana de Arabidopsis na parede celular de caule (MORTIMER et al.,
2010). A existéncia de diversas enzimas GUX levam a diferencas no padrao de
substituicdo das moléculas de GIcA na cadeia de xilana. Essas enzimas estdo localizadas
no Golgi. A acdo da GUXI1 e GUX2 ¢ independente da a¢do das enzimas envolvidas na
biossintese da cadeia principal de xilana. Ou seja, a sintese da cadeia principal é
desacoplada e independente da atividade de substituicio de cadeia (MORTIMER et al.,
2010).

Membros da familia GT61 também possuem papel na biossintese das heteroxilanas
(JENSEN et al., 2013). As proteinas da GT61 desempenham papel na biossintese de
arabinoxilana e consequentemente revelam uma divergéncia evolutiva na parede celular de
gramineas. Essas proteinas atuam na adi¢cdo de a-(1,3)-arabinosil na cadeia de xilana,
sendo nomeadas de xilana arabinosiltransferases (XATs) (ANDERS et al., 2012;
MARRIOTT et al., 2014). Entretanto, existem membros da GT61 que atuam também com
atividade de xilosil transferase. A proteina de arroz XAX1 possui atividade de B-1,2-xilosil
transferase, promovendo a transferéncia de xilose a partir do agucar-nucleotideo UDP-
xilose ao residuo de arabinose. A adi¢do dessa unidade de xilose leva a formacdo da cadeia

lateral B-Xylp-1-2-a-Araf (CHINIQUY et al., 2012).

Diversas outras GTs da familia GT75, foram identificados como potencialmente
envolvidos na biossintese de heteroxilana (ZENG et al., 2010). Membros da familia GT75
conhecidos como RGP ou UAM catalisam a interconversdo de UDP-Araf e UDP-Arap
(KONISHI et al., 2007). As GTs, provavelmente, se organizam em complexos enzimaticos
para sintetizar a cadeia de xilana (FAIK, 2010). Evidéncia comprovando a existéncia de
um complexo da xilana sintase foi obtida em experimento com trigo na qual o complexo
proteico contendo membros das familias GT43, 47 e 75 sofreram co-imunoprecipitacao

(ZENG et al., 2010).
1.5.3 Biossintese de xiloglucana

Diversas proteinas codificadas por familias genicas da celulose sintase-like sdo

conhecidas por atuar na sintese de cadeias de glucanas envolvidas na biossintese dos
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polissacarideos da parede celular. A cadeia principal de glucanas da XyG ¢é sintetizada por
um ou mais genes membros da familia de celulose sintase-like C (CSLC) (COCURON et
al., 2007). A expressdo heter6loga da proteina CSLC4 de Arabidopsis na levedura Pichia
pastoris resultou na producdo de cadeia de 1,4-B-glucana, confirmando a atividade de
glucana sintase da CSLC. Foi demonstrado, também, que a CSLC4 possui localizacdo no
aparato de Golgi, o sitio da biossintese de XyG (DAVIS et al., 2010). O dominio catalitico
da proteina CSLC4 estd localizado do lado citosélico da membrana do Golgi. Durante a
biossintese de xiloglucana, a cadeia nascente de glucana estd conectada no limen do Golgi

pelo dominio transmembrana da CSLC (DAVIS et al., 2010).

Os substituintes de xilosil da cadeia lateral da XyG podem sofrer substituicoes,
também. Proteinas pertencentes a familia GT47, MUR3 e XLT2, foram identificadas com
atividade B-1,2 galactosiltransferases. MUR3 atua como XyG:GalT, ou seja, realiza a
transferéncia de um residuo de galactosil ao terceiro residuo de xilosil (MADSON et al.,
2003). A XLT2 também possui atividade de galactose transferase, entretanto ela €
especifica da posi¢do 2 da molécula de xilosil (JENSEN et al., 2012). O gene que codifica
XUTI1 também pertence a familia GT47. A XUT1 € uma galacturonosiltransferase
especifica de xiloglucana, responsavel pela formagdo de ligacdes de (1,2) acido B-D-
galactosiluronico-a-D-xilosil (PENA et al., 2012). Acredita-se que outros genes da GT47
podem atuar na diversidade de decoragdes da cadeia de XyG (PAULY et al., 2013).

1.5.4 Biossintese de MLG

As glucanas de cadeia mista sdo de grande importancia durante o desenvolvimento
da parede primdria e possui uma fun¢do estrutural transiente no suporte a elongacdo da
parede celular (CHRISTENSEN et al., 2009). Unidades de glicose da MLG desempenha
papel no mecanismo de reciclagem de agucar durante o desenvolvimento de sementes em
milho (GIBEAUT; CARPITA, 1991). Isso indica que a MLG atua como um composto de
armazenamento de facil conversdo, paralelamente ao seu papel estrutural na parede celular,

explicando a alta quantidade de MLG na parede celular de endosperma.

Recentemente, genes envolvidos na biossintese de MLG foram identificados
(BURTON et al., 2006; DOBLIN et al., 2009). Assim, duas classes de genes foram
identificadas como atuantes da sintese das glucanas de cadeias mistas, CSLF e CSLH,
ambas representam ramificagdes especificas da superfamilia génica das CSLs (celulose

sintase-like) de gramineas (CHRISTENSEN et al., 2009; VOGEL, 2008). Ainda ndo se
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sabe qual é exatamente o papel que essas proteinas possuem na biossintese de MLG,
entretanto ensaios biolégicos demonstraram que a biossintese de MLG ocorre no aparato
de Golgi (PAULY et al., 2013) e que tanto a CSLF quanto CSLH estdo localizadas no
Golgi (DOBLIN et al., 2009).

Foi proposto um mecanismo de duas etapas para a sintese de MLG (BURTON;
FINCHER, 2012). Primeiramente, celodextrinas sdo sintetizadas no Golgi e seguidamente
sdo conectadas por ligagcdes B-1,3 pela CSLF ou CSLH ou por uma transglicosilase. Foi
proposto a existéncia de uma possivel transglicosilase de MLG, devido a identificacdo de

atividade de transglicosilase na montagem de MLG (FRY et al., 2008).

A CSLF6 € uma proteina integral de membrana e considerada o componente
majoritario do complexo enzimdtico (1-3,1-4)-B-glucana sintase. Um unico aminodcido
dentro do dominio transmembrana da CSLF controla a estrutura da MLG (JOBLING,
2015). Assim, um novo mecanismo de controle da estrutura do polissacarideo foi proposto:
a arquitetura do poro da membrana plasmatica e a translocac@o do polissacarideo crescente
através da membrana controla como o mondmero de glucana € inserido e coordenado no
sitio ativo. Esse controle afeta a propor¢ao de ligagdes f1-3 e P1-4 do polissacarideo

(JOBLING, 2015).

1.5.5 Biossintese de heteromanana

Assim como todos os polissacarideos da parede celular, as heteromananas sdo
sintetizadas a partir de seus agucares-nucleotideos ativados. Para as mananas, essas
moléculas sio GDP-manose, GDP-glicose e UDP-galactose (LIEPMAN; WILKERSON;
KEEGSTRA, 2005). Inicialmente, foi descoberto a existéncia da manana sintase (ManS),
membro da familia celulose sintase-like A (CSLA) (DHUGGA et al., 2004). Essa familia é
responsavel pela sintese de manana e glucomanana tanto em eudicotiledoneas quanto em
gramineas (VOGEL, 2008). A atividade da ManS foi demonstrada pela proteina CSLA7 de
Arabidopsis thaliana, que juntamente com evidéncias genéticas acredita-se que essa
proteina utiliza a GDP-manose como aceptor inico (GOUBET et al., 2009; LIEPMAN;
WILKERSON; KEEGSTRA, 2005).

Abordagem de genética reversa e bioquimica utilizadas na planta modelo
Arabidopsis, comprovaram que a familia CSLA atua na sintese da cadeia principal de
glucomanana (LIEPMAN; WILKERSON; KEEGSTRA, 2005). A partir de andlises de

microarranjo € qRT-PCR, os transcritos dos genes de CSLA de Arabidopsis apresentaram
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um padrdo de expressio tecido-especifico em tecidos vegetativos e florais. (LIEPMAN et
al., 2007). Isso suporta a hipétese de que as heteromananas possuem funcionalidade em
processos metabdlicos e na estrutura da parede celular além do armazenamento de

carboidrato pela planta.

Foi demonstrado que as enzimas CSLA2, CSLA3 e CSLA9 sdo responsaveis pela
sintese de glucomanana em tecidos do caule, enquanto que a CSLA7 estd envolvida na
sintese de glucomanana em tecido embriondrio (GOUBET et al., 2009). Acredita-se que
proteinas da familia CSLD também participem da biossintese de manana

(VERHERTBRUGGEN et al., 2011).

1.6 Justificativa

Informacdes sobre como o fluxo de metabdlitos dos diversos acticares-nucleotideos
afetam a biossintese de polissacarideos da parede celular sdao importantes para o
entendimento da regulagdo das complexas rotas metabolicas, de forma a permitir assim,
modificagdes do conteudo da parede celular. A bioinformdtica, andlise evolutiva e
genOmica funcional podem auxiliar na compreensdo do funcionamento dos genes, e assim,
na modulacdo da expressdo de alguns genes envolvidos no processo de sintese da parede
celular regulando os diferentes tipos de hemiceluloses (REITER; VANZIN, 2001;
HARPER; BAR-PELED, 2002). A disponibilidade de informagdes a respeito dos genes
envolvidos na biossintese da hemicelulose em espécies modelo, como a Arabidopsis
thaliana, Brachypodium distachyon e Oryza sativa, serve de instrumento para identificar
genes bona fides em cana-de-acucar de maneira a identificar candidatos interessantes a

andlise genética funcional.

Até o momento, apesar de ja existir uma grande quantidade de dados de EST,
poucos genes da via de biossintese de hemicelulose foram identificados em cana-de-agucar
(CASU et al., 2007; VETTORE et al., 2003; VICENTINI et al., 2015). Portanto, a analise
filogenética comparada a gramineas relacionadas e a identificacdo destes genes em cana-
de-aguicar contribuem para a selecio de genes candidatos envolvidos na biossintese de
hemicelulose e possivelmente envolvidos na recalcitrancia da parede celular. Tais
resultados poderdo ser usados para definir os potenciais candidatos génicos para andlise de
expressdo génica em amostras contrastantes de teor de hemicelulose cultivados na EEL-

USP.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho visa a identificag¢do, anotagdo e filogenia dos genes das familias
génicas das glicosiltransferases, celulose sintase-like e interconversio agucar-nucleotideo

envolvidos na biossintese de hemicelulose em gramineas e cana-de-agucar.
2.2 Objetivos especificos

Usar os genes das familias génicas glicosiltransferase (GT2, GT8, GT43, GT47,
GT61, GT75), da via de interconversdo acucar-nucleotideo (GME, GMD, GER, UGE,
RHM, NRS/ER, UGD, UAXS, UXS, UGIcAE, UXE) e cellulose-sintase-like (Csl)
caracterizados funcionalmente como envolvidos na biossintese de hemicelulose em
Arabidopsis thaliana para identificar e anotar os genes homologos em Sorghum bicolor

(sorgo), Zea mays (milho), Oryza sativa (arroz) e Brachypodium distachyon;

Usar os genes anotados das gramineas Sorghum bicolor, Zea mays e Oryza sativa
para identificar as sequencias homoélogas em cana-de-acticar nos bancos do SUCEST e

distintas bibliotecas de RNA-Seq;

Realizar anélises filogenéticas para identificar os genes ortélogos e paralogos bona-
fides envolvidos na biossintese de hemicelulose nas distintas gramineas e em cana-de-

acucar.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Identificacao dos genes da via de biossintese de hemicelulose em Arabidopsis

thaliana e gramineas

Os genes de Arabidopsis thaliana e suas respectivas familias génicas envolvidas na
biossintese de hemicelulose, tais como, At3g46440.1 (Epimerase), Atlg26570 (UDPG),
At4g16590 (GT2), Atlg32180 (CESA), Atlg77130 (GT8), Atlg27440 (GT47)
(PENNING et al., 2009), At2g37090 (GT43) (OIKAWA et al., 2010), At2g03370 (GT61)
(MITCHELL; DUPREE; SHEWRY, 2007) e At3g02230 (GT75) (ZENG et al., 2010)
foram baixados no TAIR database (The Arabidopsis Information Resource) versio 10
(LAMESCH et al., 2011) (http://www.arabidopsis.org/index.jsp) e usados como isca inicial
para identificar seus homdlogos em cada familia génica. Essa busca foi realizada através de
blastp local usando como base o proteoma de Arabidopsis disponiveis no Phytozome v10.1
(http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) (GOODSTEIN et al., 2012) e

complementada pelo método de busca probabilistico HMMER (hmmsearch e jackhmmer).

Para as gramineas, os genes de Arabidopsis foram usados como isca através de
blastp a para a busca de ort6logos e pardlogos em Brachypodium distachyon v2.1, Oryza
sativa v7.0, Zea mays v6a e Sorghum bicolor v2.1. Foram utilizadas como sequéncias de
entrada para o blastp, seqiiéncias de aminoédcidos de Arabidopsis contra um banco de dados
de proteinas. Todas as sequéncias que retornaram do blastp foram baixadas para posterior

anotacao.

Com a finalidade de buscar o maior nimero de sequéncias de aminoacidos de cada
familia génica, empregou-se uma estratégia complementar de busca utilizando o modelo de
cadeias ocultas (HMMs-Hidden Markov Models) através do programa HMMER v3.1
(http://hmmer.janelia.org/). Foram construidos perfis de HMMs para cada familia génica
de cada espécie (Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Zea mays
e Sorghum bicolor), utilizando o script hmmerbuild (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011).
A busca entre HMMs e o banco de proteinas foi realizada pelo script hmmsearch
utilizando o nivel de significancia (e-value) padrao do programa. As novas sequéncias de

aminodcidos foram identificadas, enquanto que as redundantes foram removidas.
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3.2 Anotacdo das sequéncias génicas das familias relacionadas ao processo de

biossintese de hemicelulose

As sequéncias protéicas de Arabidopsis e das monocotiledoneas baixadas do
Phytozome vI0.1 foram anotadas com as seguintes informacdes: cddigo da sequéncia,
sequéncia primdria, nome (ou alias, quando houver), nome do gene, localizacdo
cromossOmica, sentido da sequéncia (adotou-se sinal positivo (+) para a orientagdao 5’->3),
tamanho da sequéncia proteica, dominio da proteina e seu e-value, e por fim, se a
sequéncia proteica estd completa ou incompleta. A anotag¢do e confirmagdo da presenca de
dominios especificos de cada familia génica foi validada através do programa PFAM
(http://pfam.sanger.ac.uk) (FINN et al., 2014), fornecido pelo EMBL European
Bioinformatics Institute. O nome do gene foi anotado de acordo com revisdes na literatura,
enquanto que as demais informacdes foram retiradas do proprio Phytozome v10.1. Todas as
sequéncias protéicas validadas foram baixadas e armazenadas levando a montagem de um

banco de sequéncias protéicas de cada familia génica.
3.3 Identificacdo e anotacdo dos genes em cana-de-acucar (Saccharum sp.)

Para a identificacdo das sequencias homologas em cana-de-agucar, utilizou-se as
sequéncias CDS (Codifying DNA Sequence) de Sorghum bicolor, Zea mays e Oryza sativa
como iscas para a realizacdo do blastn local. Para a busca das sequencias em cana-de-
actucar, foram utilizadas sete listas distintas de sequencias de DNA de cana-de-actcar: [1]
sequencias ESTs construidas pelo SUCEST (VETTORE et al., 2003); [2] sequencias de
RNA-Seq montadas a partir de amostras de raiz disponibilizadas pelo colaborador Marcos
Buckeridge (dados ndo publicados); [3] sequencias de RNA-Seq montadas a partir de
amostras de plantula e disponibilizadas pela colaboradora Dra. Adriana Hemerly (dados
nao publicados); [4] sequencias de RNA-Seq montados a partir de amostras de folha
(CARDOSO-SILVA et al., 2014); [5] sequencias da de RNA-Seq geradas a partir de
amostras de folhas jovens (GRATIVOL et al.,, 2014); [6] sequencias de RNA-Seq
montadas a partir de entrené (VICENTINI et al., 2015); [7] sequencias de RNA-Seq
montadas partir dos dados de amostras de folha e entrené (NISHIYAMA JR et al., 2014).

Para todas as bibliotecas, o processo de anotacdo da lista foi realizado inicialmente
pela conversao das sequéncias de DNA de cana-de-agticar em sequéncias de aminoacidos a

partir de seis fases de leitura aberta (open reading frames - ORF), trés fases no sentido 5°-
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>3 e as outras trés no sentido oposto, pela ferramenta ExPASy translate
(http://web.expasy.org/translate/) (GASTEIGER et al., 2003). A confirmacdo da presenca
de dominios especificos de cada familia génica foi validada através do software online
PFAM. Nos casos em que as sequéncias de DNA ndo puderam ser deduzidas pelo ExPASy
translate, realizou-se a deducdo pelo FGENESH+ fornecido pelo Softberry
(http://www.softberry.com/berry.phtml), que faz comparacdo entre a sequéncia CDS de
cana-de-acticar de entrada com a sequéncia protéica homoéloga em Sorghum bicolor (do
banco de dados do préprio software) identificada por blastn, retornando a sequéncia de

proteina codificada na regido de DNA submetida.
3.4 Alinhamento e analise filogenética

Para a Arabidopsis e as espécies de gramineas analisadas, apds a obten¢do da lista
completa das proteinas de cada familia génica, procedeu-se com o alinhamento das
sequencias proteicas a partir do MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
(EDGAR, 2004). A construcdo das arvores filogenéticas foi realizada pelo método de
Neighbor-Joining usando o MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(TAMURA et al, 2013). Foram utilizados os pardmetros de andlise estatistica por

Bootstrap com 1000 replica¢des, método de distancia p e com dele¢do par a par.

Em vista da dificuldade e limitacdo para montagem de arvores filogenéticas com as
sequéncias incompletas de cana-de-agicar no programa MEGA, foi utilizado programa
Seaview v.4.5.4 (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010) para contornar essa limitacdo e
proceder com a andlise de homologia das sequéncias de cana-de-acgicar em relacdo as
sequencias de sorgo e milho previamente anotadas. Inicialmente, procedeu-se com o uso de
um algoritmo no MEGA para encontrar o melhor modelo para cada familia génica
analisada. As drvores filogenéticas de cada familia génica foram realizadas com o uso das
sequencias das sete bibliotecas de cana-de-acicar juntamente com as sequencias de
Sorghum bicolor e Zea mays. A construgcdo das arvores foi feita pelo PhyML do Seaview
v4.5.4 utilizando a andlise por maxima verossimilhanga. Apds defini¢do dos provaveis
genes ortélogos, os genes alvo de cana-de-agicar foram analisados por meio de
alinhamento multiplo por ClustalW (THOMPSON et al., 1994) disponivel no software
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.2.5 para verificar se as sequéncias estavam

completas, e assim, determinar os genes candidatos de cana-de-actcar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anotacio das familias génicas envolvidas na biossintese de hemicelulose

Fazendo uso de genes chaves de Arabidopsis thaliana membros de cada familia
génica envolvida na biossintese de hemicelulose e usando os métodos de busca por
similaridade e probabilidade, Blastp e HMMER, respectivamente, foram encontrados 178,
182, 185, 187 e 273 genes membros das familias génicas envolvidas na via de biossintese de
hemicelulose em Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Sorghum
bicolor e Zea mays, respectivamente (Tabela 3). Para simplificar a explicacdo destas
familias génicas, as mesmas foram separadas em trés grupos distintos de acordo com o seu
envolvimento funcional. O primeiro grupo representa as GTs, com atividade de
glicosiltransferase, constituindo as familias GT8, GT43, GT47, GT61 e GT75. O segundo
grupo contém os genes que codificam para as NSE (Nucleotide Sugar Interconversion
Enzymes- Epimerase e UDPG). E o terceiro grupo possui as familias GT2 e CSL que
codificam para proteinas com atividade celulose sintase-/ike. A familia GT2 no presente

trabalho abrange apenas as CSLA e CSLC, enquanto que a CSL contém as CSLF e CSLH.

Para A. thaliana, dentro desses 178 genes, foram encontrados 26 pertencem ao grupo
CSL, j4 identificados anteriormente (RICHMOND; SOMERVILLE, 2000) que sdo aqueles
que possuem o dominio celulose sintase e a GT2 que possui 14 genes envolvidos na via de
biossintese de hemicelulose. No grupo das GTs foram encontrados 99 genes, e 39 genes

foram identificados como membros do grupo das NSE (Tabela 3).

No caso de B distachyon (Tabela 3), foram encontrados 108 genes do grupo das
GTs. O grupo das NSE possui 34 genes encontrados. E por fim, o terceiro grupo (celulose
sintase-like) possui 40 genes identificados, nimero semelhante ao encontrado em A.
thaliana. Em O. sativa (Tabela 3), foram encontrados 100, 37 e 50 genes correspondentes

aos grupos das GTs, NSE e celulose sintase-like, respectivamente.

A busca em S. bicolor (Tabela 3) resultou em 100 genes do grupo das GTs
encontrados, 37 das NSE e 50 do grupo das Celulose sintase-like. J4 em Z. mays (Tabela 3)
identificou-se 146 sequéncias do grupo das GTs, 54 e 73 dos grupos das NSE e das

Celulose sintase-like, respectivamente.

As sequencias anotadas em Oryza sativa, Zea mays e Sorghum bicolor foram

subsequentemente utilizados para identificacdo de genes em cana-de-acguicar a partir das
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sete bibliotecas disponibilizadas por [1] (VETTORE et al., 2003); [2] (BUCKERIDGE et
al., in press); [3] (HEMERLY et al., in press); [4] (CARDOSO-SILVA et al., 2014); [5]
(GRATIVOL et al., 2014); [6] (VICENTINI et al., 2015); [7] (NISHIYAMA JR et al.,
2014).

Tabela 3 - Numero de genes das familias génicas relacionadas com a biossintese de hemicelulose da parede
celular. A letra “B” representa o numero de genes encontrados de acordo com a metodologia de busca. “BF”
representa a quantidade de genes bona fides. O tamanho do genoma representado entre parénteses (*)
corresponde ao tamanho do genoma hapléide. Todas as espécies sdo dipldides. Az: Arabidopsis thaliana 2n =
10 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000); Bd: Brachypodium distachyon 2n = 10 (THE
INTERNATIONAL BRACHYPODIUM INITIATIVE, 2010); Os: Oryza sativa 2n = 24
(INTERNATIONAL RICE GENOME SEQUENCING PROJECT, 2005); Sb: Sorghum bicolor 2n = 20
(PATERSON et al., 2009); Zm: Zea mays 2n = 20 (SCHNABLE et al., 2009).

At Bd Os Sb Zm

I‘:FS;’;;T;/ (125Mb) = (272Mb) = (389Mb) = (750 Mb) = (2300 Mb)
B BF| B BF| B BF| B BF| B BF
GTS 41 6 | 3 4 |16 3|17 5|29 6
GT43 4 4 |10 5 |14 5|10 5|16 9
GT47 39 7 |35 4 |39 5 |39 6|52 9
GT61 00 0 | 22 4 |20 4 |3 3|3 4
GT75 5 5 1 4 4| 3 3 4 4 |13 5

Sub-total 1 | 99 22 108 21 98 20 100 23 146 33
Epimerase 34 32 30 19 33 21 33 22 51 17

UDPG 5 4 4 3 5 2 4 3 3 2
Sub-total 2 | 39 36 34 22 38 23 37 24 54 19

GT2 14 6 14 2 16 2 15 2 21 3

CSL 26 3 26 4 33 4 35 6 52 5

Sub-total 3 | 40 9 40 6 49 6 50 8 73 8
TOTAL: 178 67 | 182 49 | 185 49 | 187 56 | 273 60

Fonte: Autoria prépria

A Tabela 4 sintetiza os resultados da busca de sequéncias das familias génicas
envolvidas com a biossintese de hemicelulose nas sete bibliotecas de cana-de-acgicar
analisadas. Para as bibliotecas que utilizaram amostras de folha [4] e [5], foram
identificadas, respectivamente, 171 e 85 sequéncias, com dominio anotado, membros das
familias génicas envolvidas na biossintese de hemicelulose. Para a biblioteca de raiz [2],
foram identificadas um total de 146 sequéncias e para a biblioteca de plantula [3], 190
sequéncias foram identificadas. A busca de sequéncias no banco do SUCEST [1], retornou
um total de 204 sequéncias com dominio. O banco de entrend [6] possui 144 sequéncias
identificadas e a biblioteca que utilizou amostras de entrené e folha [7] permitiu a

identificacdo de 511 sequéncias com dominio.
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Tabela 4 - Numero de sequéncias das familias génicas relacionadas com a biossintese de hemicelulose em
distintas bibliotecas de cana-de-acticar. Em parénteses representa o nimero total de sequéncias e o nimero
fora dos parénteses representa a quantidade de sequéncias com dominio caracteristico. [1] SUCEST
(VETTORE et al., 2003); [2] Raiz (BUCKERIDGE et al., in press); [3] Plantula (HEMERLY et al., in press);
[4] Folha (CARDOSO-SILVA et al., 2014); [5] Folha (GRATIVOL et al., 2014); [6] Entren6 (VICENTINI
et al., 2015); [7] Folha e Entrené (NISHIYAMA JR et al., 2014).

Familias [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7]
GTS 28(61) 33 (44) 36(79)  27(32) 6(11)  22(110) 72 (152)
GT43 9 (15) 5(7) 10 (88) 7(9) 2 (6) 8 (87) 27 (36)
GT47 35 (49) 15 (23) 24 (41) 17 (23) 6(10)  25(87)  60(83)
GTé61 17 (43) 1035)  20(121) 14 (42) 5(17) 18(67)  50(118)
GT75 7(8) 6 (6) 3(82) 3(3) 2 (3) 2 (21) 6 (6)
Epimerase 50 (75) 30 (44) 3246)  53(70)  26(59)  29(215) 94 (184)
UDPG 5(5) 2(2) 5(17) 1(1) 2 (2) 2 (9) 6 (6)
GT2 10(83)  11(19)  48(155)  14(17) 4(7) 1331)  37(265)
CSL 43(83)  34(42)  12(155) 35(44)  32(41) 25(124) 159 (265)
204 146 190 171 85 144 511
AL (422) (222) (784) (241) (156) (751) (1115)

Fonte: Autoria prépria

4.2 Filogenia e Identificacio dos genes bona fides da biossintese de hemicelulose em
Arabidopsis e gramineas

4.2.1 Analise dos genes envolvidos na via de interconversao acgiicar-nucleotideo

Foi demonstrado que genes que codificam proteinas com dominios epimerase e
UDPQG, estdo relacionadas as enzimas de interconversao de acuicar-nucleotideo (YIN et al.,
2011). A partir de andlises filogenéticas (YIN et al., 2011), observou-se que a superfamilia
Epimerase pode ser subdividida em trés grandes clados (A, B e C). As 11 enzimas das
NSE, apesar de serem originadas a partir de diferentes genes progenitores, estdo todas
presentes no clado A. Assim, a partir da revisdo bibliogréafica, determinou-se que das 34
sequéncias com dominio epimerase, apenas duas (At4g33030; At4g00560) ndo foram
classificadas como bona fides em A. thaliana (Tabela 3). Das cinco sequéncias anotadas
com o dominio UDPG, quatro foram caracterizadas como UGD (SEITZ et al., 2000) e,
portanto, classificadas como bona fides totalizando 36 bona fides em A thaliana. A Tabela

S revela a quantidade de genes bona fides para cada uma das 11 NSE.

Prévios trabalhos (BAR-PELED; O'NEILL, 2011; RANCOUR et al., 2015;
REITER, 2008; YIN et al., 2011) identificaram genes envolvidos na biossintese de
hemicelulose em Arabidopsis e Brachypodium. Baseando-se nestas informacdes e

juntamente com andlises filogenéticas, foram identificados 23 e 19 genes sdo bona fides
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em O. sativa e Z. mays, respectivamente (Tabela 5). Os genes em B. distachyon foram
anotados segundo revisao na literatura (RANCOUR et al., 2015), juntamente com a anélise
das arvores filogenéticas das NSE com dominio Epimerase e UDPG (Figura 10 e Figura
11B). Assim, foram identificados 22 genes bona fides em B. distachyon (Tabela 5). Os
genes em S. bicolor foram identificados a partir de andlise das arvores filogenéticas,
obtendo-se 24 genes (Tabela 5).

Tabela 5 - Quantidade de genes bona fides das enzimas de interconversdo agicar nucleotideo nas diferentes

espécies. At: Arabidopsis thaliana; Bd: Brachypodium distachyon; Os: Oryza sativa; Sb: Sorghum bicolor;
Zea mays.

NSE At Bd Os Sb Zm
GMD 2 1 1 2 1
GER 2 1 1 1 1
GME 1 2 2 2 1
RHM 3 1 1 1 1
UER 1 0 1 1 1
UGD 4 3 2 3 2
UXS 6 5 5 5 4
UXE 4 3 3 3 3
AXS 2 1 1 1 2
UGE 5 2 2 2 0
GAE 6 3 4 4 3
Total 36 22 23 25 19

Fonte: Autoria prépria

4.2.2 Analise dos genes da familia génica GT8

Os membros da familia glicosiltransferase 8 (GT8) atuam na biossintese de diversas
moléculas do metabolismo da planta (YIN et al., 2010), incluindo as hemiceluloses. A
arvore filogenética da GT8 (Figura 12) foi dividida em cinco grandes clados de A a E
seguindo o proposto em (PENNING et al., 2009). Os clados bona fides sao os clados A, C
e D, onde os genes identificados e caracterizados funcionalmente com atividade na
biossintese das hemiceluloses estdo presentes. O clado A, possui os genes GUXI, GUX2 e
GUX4 de Arabidopsis que desempenham papel na biossintese de glucuronoxilana,
realizando a adicdo dos substituintes glucuronosil e 4-O-metil-glucuronosil na cadeia
principal de xilana (RENNIE et al., 2012). Os clados D e C possuem os genes GAUT e
GAUT-like (GATL), respectivamente que codificam enzimas com atividade de
galacturonosil transferase (YIN et al., 2010) e foi proposto que essas enzimas estdo

envolvidas na biossintese de pectina e/ou xilana (CAFFALL et al., 2009; MOHNEN,
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2008). Essa familia de galacturonosil transferase possui 25 membros, o que € consistente
com o observado na literatura (YIN et al., 2010). Dentre os 25 membros, destaca-se os
genes PARVUS/GATLI e IRX8/GAUTI2 envolvidos na biossintese do tetraoligossacarideo
da extremidade redutora de GXs de eudicotiledoneas. Ao analisar a drvore filogenética da
GT8 (Figura 12) nenhum homoélogo ao IRX8/GAUTI2 é observado em gramineas,
sugerindo que este gene possui fung¢do especializada na sintese de GX apenas em
eudicotiledoneas (YIN et al., 2011). Foi proposto que um outro gene do grupo da GAUT,
GAUTS/QUAI, esta envolvido na biossintese de xilana e/ou pectina (BOUTON et al.,
2002).

Nao existem, até o momento, estudos de caracterizagdo funcional dos genes da
familia GT8 envolvidos na biossintese de hemicelulose nas espécies de gramineas
analisadas. Assim o uso de bioinformatica e a andlise filogenética torna-se uma importante

ferramenta para fazer inferéncias acerca dos genes das espécies.

A partir da arvore filogenética (Figura 12), existem dois (Bd2g56810; Bd2g24737),
um (0s01g65780), trés (Sb009G144000; Sb009G144200; Sb003G376700) e quatro genes
(Zm2G058472; Zm2G002023; Zm2G365544; Zm2G135743) ortélogos a GUXI em B.
distachyon, O. sativa, S. bicolor e Z. mays respectivamente. Existe apenas um gene
ortdlogo a GUX2 e GUX4 em cada espécie (Bd1g72350; Os03g08600; Zm2G109431;
Sb001G479800). Apesar de ndo existir evidéncias da existéncia de um tetraoligossacarideo
na extremidade redutora de xilanas de gramineas, o gene PARVUS possui homologia com
quatro genes das espécies de gramineas, sendo um de cada espécie (Bd1gl2560;

0s03g47530; Zm2G149024; Sb001G138200).
4.2.3 Anadlise dos genes da familia génica GT43

Os genes de A thaliana, IRX9, IRX9L, IRXI14, IRXI4L identificados e
caracterizados estdo envolvidos na elongacdo da cadeia de xilana (KEPPLER;
SHOWALTER, 2010; PENA et al., 2007), juntamente com genes da familia GT47, como
IRX10 e IRXIOL (BROWN et al.,, 2009). Assim, a familia GT43 possui enzimas
relacionadas com a elongacdo da cadeia principal de xilana das moléculas de heteroxilanas
(KEPPLER; SHOWALTER, 2010; PENA et al., 2007). A metodologia desenvolvida pelo
presente trabalho, possibilitou a busca dos quatro membros da familia GT43 sendo os

quatro membros bona fides da biossintese de xilana.
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Estudos prévios permitiram a identificacdo de 10 genes pertencentes a familia
GT43 de arroz (OIKAWA et al., 2010). A anotacdo realizada pelo presente trabalho,
permitiu encontrar 14 genes pertencentes a GT43, ou seja, quatro a mais (0s03g57910;
0s04g58040; Os07g39990; Os01g05400) da quantidade ja identificada (OIKAWA et al.,
2010). Além disso, os quatro genes (At2G37090; At1G27600; At5SG67230; At4G36890)
da GT43 de Arabidopsis, sdo ortdlogos a outros quatro genes em arroz, demonstrando que
Oryza sativa também possui os genes IRX9, IRX9L, IRX14 e IRXI4L (OIKAWA et al.,
2010). B. distachyon, possui 10 genes, o que estd de acordo com (THE
INTERNATIONAL BRACHYPODIUM INITIATIVE, 2010).

A érvore filogenética (Figura 11C) foi dividida e classificada em cinco clados:
clado IRX14, clado IRX9 e clado IRX9L e dois clados especificos de gramineas. A partir
da andlise da darvore filogenética juntamente com o auxilio de estudos de atividade
enzimdtica dos membros em arroz (LEE et al., 2014), cinco genes de arroz OsGT43A,
OsGT43C (clado IRX9), OsGT43E, OsGT43F (clado IRX9L) e OsGT43J (clado IRX14)
possuem papel na biossintese da cadeia de xilana. Os outros genes anotados em arroz
(OsGT43B, OsGT43G, OsGT43H), apesar de estarem em clados bona fides, nao

demonstraram atividade na biossintese da cadeia de xilana.

Os cinco genes bona fides (0s05g03174; Os07g49370; Os05g48600; Os01g48440;
0s06g47340) de O. sativa foram utilizados como referéncia para anotar os genes, por
homologia, nas outras espécies. Assim, no clado IRX9, existem dois genes bona fides
(Bd1g16540; Bd2g37970; Zm2G076307; Zm2G012874; Sb009G026100; Sb002G430700)
para cada uma das trés espécies. Para o clado IRX9L, foram anotados dois (Bd2g16840;
Bd2g46410), cinco (Zm2G025302; Zm2G356579; Zm2G150264; Zm2G103628;
Zm2G037469) e dois (Sb009G229300; Sb003G254700) genes bona fides em B.
distachyon, Z mays e S. bicolor, respectivamente. E por fim, no clado IRX14, existem dois
genes bona fides (Zm2G150302; Zm2G113655) para Z. mays e um para B. distachyon € S.
bicolor (Bd1g33320; Sb010G238800).

4.2.4 Analise dos genes da familia génica GT47

De todas as GTs analisadas, os membros da GT47 aparentam estar envolvidos em
uma maior quantidade de processos de biossintese das hemiceluloses. A partir de estudos
de caracterizacdo génica, constatou-se que os genes da familia GT47 desempenham

diversas fungdes na sintese dos componentes da hemicelulose: elongacdo da cadeia de
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xilana das heteroxilanas (BROWN et al., 2009); biossintese do tetraoligossacarideo da
extremidade redutora de GX (LEE et al., 2009; PENA et al., 2007) e, ainda, participa na
decoracdo da cadeia lateral de xiloglucanas (MADSON et al., 2003). A arvore filogenética
da familia génica GT47 (Figura 13) foi dividida em cinco grupos distintos: clados A, B, C,
D e E (PENNING et al., 2009). Os genes dos cinco clados codificam enzimas com pelo
menos quatro tipos diferentes de atividade de transferase: galactosil, arabinosil, xilosil e
glucuronosil transferases. Acredita-se que os membros do clado C e B estejam envolvidos

na biossintese de pectinas (JENSEN et al., 2008; HARHOLT et al., 2006).

O clado A inclui o gene MUR3 (At2g20370), que codifica uma galactosil
transferase de xiloglucana, adicionando a unidade de (1,2)-B-D-Gal no primeiro residuo de
xilose da extremidade redutora da unidade de heptassacarideo de xiloglucanas (MADSON
et al., 2003). O gene MUR3 pertence a um grupo ortélogo a outros genes em gramineas,
havendo ainda uma expansdao em milho (Figura 13). Isso estd de acordo com o observado
na literatura, que demonstra atividade de MUR3 em arroz (Os03g05110) e Brachypodium
(Bd1g75450) (LIU; PAULITZ; PAULY, 2015). O gene XL72 ndao demonstra redundéancia
funcional com MUR3, mas também é necessdrio para a substituicdo de galactosil em
xiloglucanas em uma posicao diferente (JENSEN et al., 2012). Uma mutagdo de perda de
funcdo na XUTI, gene do mesmo clado que MUR3 e XLT2, resultou na sintese de
xiloglucana com auséncia de 4cido galactundnico (PENA et al., 2012). Entretanto, a XUT1
nao possui ortologia com nenhum gene de gramineas. Assim, percebe-se que membros do
clado A desempenham atividade de galactosil transferase. Ao analisar a drvore filogenética
(Figura 13), verifica-se que XLT2 de Arabidopsis possui ortologia com um grupo de dois
genes de cada espécie de graminea (Bd5g18927; Bd5g18940; Os06g23420; Os04g48480;
Zm2G305146; Zm2G303135; Sb006G186100; Sb006G186200). O grupo ortélogo de
XLT2 € consistente com o observado na literatura (LIU; PAULITZ; PAULY, 2015), onde
0Os04g48480 ¢ classificado como um paralogo de AzXLT?2.

Os genes FRAS e FSH, juntamente com os genes PARVUS e IRXS8 da GT8, estao
envolvidos na biossintese do tetraoligossacarideo da extremidade redutora de GX (LEE et
al., 2009; PENA et al., 2007). O gene F8H, ¢ um homoélogo de FRAS sendo um paralogo
funcional, estando envolvido, também, na biossintese do tetraoligossacarideo da
extremidade redutora de GX (LEE et al.,, 2009). Isso € consistente com a darvore

filogenética (Figura 13), onde FRAS é pardlogo a F'§H no clado E.
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IRX10 e IRXIOL também pertencem ao clado E. Foi evidenciado que existe uma
considerdvel redundancia funcional desses genes (BROWN et al., 2009). Esses genes
redundantes atuam na elongacdo da cadeia principal de xilana das heteroxilanas, devido a
presenca de atividade de (1,4)-B-xilosiltransferase pelas enzimas codificadas por esses
genes (BROWN et al.,, 2009). A sequéncia proteica OsGT47A de arroz exibe uma
identidade de 93.49% com IRX10 de Arabidopsis possuindo uma conservacdo funcional
com essa proteina, estando envolvida com a sintese de GAX em O. sativa (ZHANG et al.,
2014). Existe um outro ortélogo a IRX10 (Os01g70200), consistente com o observado na
literatura (MOLINARI et al., 2013). O gene Os01g70200 possui ortologia com dois genes
de milho (Zm2G152029; Zm2G000581) e um de sorgo (Sb003G410800) (Figura 13).

O gene OsGUT] codifica uma arabinosil transferase de AX em arroz (MITCHELL,;
DUPREE; SHEWRY, 2007). O gene OsGUT1 ¢ ort6logo a um grupo de gramineas, onde
existem dois genes de milho e sorgo (Zm2G059845; Zm2G056702; Sb009G220200;
Sb003G410700) e um de B. distachyon (Bd2g59400) e ao proprio gene OsGT47A de arroz
(Figura 13).

4.2.5 Anadlise dos genes da familia génica GT61

A partir da anotacdo dos genes da familia GT61, foi quantificado 10, 22, 26, 30 e
35 genes encontrados em A. thaliana, B distachyon, O. sativa, S. bicolor e Z. mays,
respectivamente (Tabela 3). As enzimas envolvidas na biossintese de hemicelulose
codificadas pelos membros da GT61 possuem atividade de xilana arabinosiltransferase
(ANDERS et al., 2012) e também estdo envolvidas na transferéncia de residuos de xilose

da UDP-xilose na cadeia lateral das heteroxilanas (CHINIQUY et al., 2012).

O gene especifico de gramineas designado como XAX/ foi caracterizado em arroz
(0s02g22380) (CHINIQUY et al., 2012). Essa glicosiltransferase da familia GT61 possui
atividade de B-1,2-xilosil transferase, transferindo residuo de xilose da UDP-xilose para a
cadeia de xilana. Acredita-se que genes da familia GT61, em arroz, estejam relacionados
com a inser¢ao de cadeias laterais na xilana, como ¢ o caso da atividade de a-(1,3)-
arabinosil transferase (proteinas XAT — xilana arabinosiltransferase) (ANDERS et al.,
2012). Estudo de caracterizacdo génica em mutantes de Brachypodium, tendo como
candidato uma GT61, demonstrou alteracio na composicdo da parede celular

(MARRIOTT et al., 2014) promovendo um maior rendimento no processo sacarificacdo.
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Esse estudo fornece mais indicios do envolvimento da GT61 na substituicdo de AXs. O

gene caracterizado em Brachypodium € um XAX/, similar ao de arroz.

A separacdo dos clados da GT61 (Figura 14B) em trés grupos distintos foi feita
seguindo a abordagem de classificacdo realizada pelo trabalho de (ANDERS et al., 2012).
Os clados sao divididos em A, B e C. Enquanto que o clado C se caracteriza por conter 3-
(1,2) xilosiltransferases envolvidas na N-glicosilagdo, o clado A € especifico de plantas
superiores e para a nossa andlise é considerado o clado bona fide, por conter os genes bona

fides XAT e XAX1 de arroz e XAXI de B. distachyon.

A partir de andlises de ortologia de genes pela drvore filogenética (Figura 14B),
existem quatro genes bona fides para arroz, trés ja caracterizados em estudos
(0s02g22480; 0Os03g37010; 0s02g22380) e um ortélogo (Os01g02940) ao gene
caracterizado em Brachypodium (Bd2g01480). Para Brachypodium existem quatro genes
bona fides, sendo um j4 caracterizado e quatro ortdlogos (Bd2g25450; Bd3gl1310;
Bd1g06560; Bd3g11337) aos genes de O. sativa. Os genes bona fides em S. bicolor e Z.
mays foram definidos a partir de ortologia com os genes de O. sativa e B. distachyon.
Assim, foram obtidos quatro genes (Sb003G094600; Sb004G007600; Sb010G144400;
Sb004G134100; Zm2G074896; Zm2G096946; Zm2G130800; ZmS5G875864) em .

bicolor e Z. mays.
4.2.6 Analise dos genes da familia génica GT75

As enzimas codificadas pelos genes pertencentes a familia GT75 realizam a
interconversdo de UDP-L-Arap e UDP-L-Araf (KONISHI et al., 2007). Essas enzimas sao
conhecidas como UAM (UDP-Arabinopiranose mutase) ou RGP (Reversibly Glycosylated
Protein). Elas estdo relacionadas com a biossintese de GAX e XyG, devido a existéncia de
arabinose na cadeia lateral dessas moléculas (ZENG et al., 2010) (DHUGGA et al., 1997).
A UDP-L-Arap é formada a partir de UDP-D-Xilose a partir da UXE, enzima da via de

interconversao agucar-nucleotideo.

A familia RGP em A. thaliana consiste de cinco membros altamente relacionados
(RAUTENGARTEN et al., 2011) o que € consistente com a busca realizada. A busca feita
retornou cinco sequéncias pertencentes a familia GT75 (RGP) (Tabela 3). Os cinco genes
da GT75 de A. thaliana estdo relacionados com a interconversao de UDP-L-Arap e UDP-
L-Araf (RAUTENGARTEN et al.,, 2011), sendo assim considerados bona fides.

Abordagens com RNAi visando a geracdo de linhagens transgénicas mutantes para os
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genes da familia GT75 de B. distachyon, resultaram na alteracdo na composicdo de
carboidratos da parede celular com diminui¢do significante de arabinose (RANCOUR et
al., 2015). Esses resultados suportam a ideia de que a RGP/UAM ¢é uma UDP-
arabinopiranose mutase. O presente trabalho permitiu definir, a partir da anota¢do génica,
que os quatro membros encontrados em B distachyon sdao importantes candidatos da GT75.
Em arroz, existem trés genes bona fides da familia GT75: UAMI, UAM2 e UAM3,
catalisando a interconversdo de UDP-Araf e UDP-Arap (KONISHI et al., 2007), estando
de acordo com o observado em A. thaliana e B distachyon. Segundo a busca feita por blast
e hmmer, os trés membros da familia GT75 foram encontrados (Tabela 3), consistente com

o observado em (KONISHI et al., 2007).

No caso de Z. mays e S. bicolor a determinagdo dos genes bona fides foi feita a
partir da anélise filogenética da familia GT75 (Figura 11D) que permitiu a identificacdo de
uma expansdo com cerca de 13 genes em Z. mays, enquanto que nas outras espécies a
quantidade de genes varia de trés a cinco. Desses 13 genes, oito formam um grupo
(cluster) entre si sugerindo que sdo genes especificos dessa espécie. Portanto, existem
cinco genes bona fides em Z. mays. Segundo a arvore filogenética da GT75 (Figura 11D),

os quatro genes de S. bicolor s@o genes bona fides.
4.2.77 Analise dos genes da familia génica GT2 e CSL

Os genes CSL sao agrupados em nove familias denominadas como CSLA, B, C, D,
E, F, G, H e ] (VERHERTBRUGGEN et al., 2011). A biossintese de heteromananas
recruta enzimas CSLA e CSLD. Os genes CSLD2, CSLD3 e CSLD5 foram identificados e
caracterizados em Arabidopsis thaliana e acredita-se que possuem atividade de manana
sintase, além de  possivelmente  formarem um = complexo  enzimdtico
(VERHERTBRUGGEN et al., 2011). Esses trés genes estdo inclusos dentro das CSL
(Tabela 3) que possui 26 genes anotados. As enzimas CSLA1, CSLA2, CSLA3 e CSLA9
sdo responsdveis pela sintese de glucomanana em tecidos do caule, enquanto que a CSLA7
estd envolvida na sintese de glucomanana em tecido embriondrio (GOUBET et al., 2009;
LIEPMAN et al., 2007). Existem evidéncias de que essas enzimas estdo localizadas na
membrana do Golgi (DAVIS et al., 2010). A familia CSLA faz parte das GT2, que em

Arabidopsis existem 14 genes anotados (Tabela 3).

As familias CSLA e CSLC sdo altamente relacionadas entre si € sdo as familias

mais divergentes das outras CSLs. Assim, juntamente com a CSLA, a familia GT2 possui a
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CSLC. A proteina CSLC4 de Arabidopsis provavelmente estd envolvida na sintese da
cadeia principal de glucana da xiloglucana, demonstrando que a familia CSLC esteja
envolvida na biossintese de xiloglucana (COCURON et al., 2007). A CSLC também
possui localizagdo na membrana do Golgi (DAVIS et al., 2010). Assim, A. thaliana possui

nove genes bona fides do grupo das GT2 e CSL, sendo seis GT2 e trés CSL.

Foram anotados 45 genes da superfamilia CESA/CSL (GT2 e dominio celulose
sintase) em arroz (WANG et al.,, 2010). O processo de busca do presente trabalho
possibilitou a identificacio de 49 proteinas de O. sativa contendo os dominios
caracteristicos dessa superfamilia, quatro sequencias a mais identificadas (Os09g30105;

0s07g36680; Os06g11050; Os09g26770).

O perfil de expressao dos genes da superfamilia CESA/CSL de arroz foi
determinado e verificou-se que houve expressdao de pelo menos um gene de seis familias
CSL (CSLAI, CSLCY9, CSLD2, CSLEI, CSLF6 e CSLHI) em todos os tecidos examinados,
sugerindo que o grupo das CSLs € essencial para e biossintese da parede celular (WANG

et al., 2010).

Os membros pertencentes a familia CSLF e CSLH, sdo encontrados apenas em
gramineas e acredita-se que estejam envolvidos na sintese de MLG
(VERHERTBRUGGEN et al., 2011). Um novo mecanismo de controle da estrutura de
MLG foi proposto (JOBLING, 2015): A arquitetura do poro da membrana plasmatica e a
translocacdo do polissacarideo crescente através da membrana controla como 0 mondmero
de glucana € inserido e coordenado no sitio ativo. Esse controle afeta a proporcido de
ligacdes B1-3 e B1-4 do polissacarideo. Esse mecanismo de controle foi comprovado com a
proteina CSLF6 das espécies de B distachyon, O. sativa, Z, mays e S. bicolor (JOBLING,
2015). A andlise do perfil de expressdao dos genes das familias CSLF e CSLH em
Brachypodium comprovou que BdCSLF6 esta relacionado com a biossintese de MLG,
juntamente com os genes da familia CSLH (CHRISTENSEN et al., 2009). Foi confirmado
que além do CSLF6, os genes CSLF2, CSLF4, CSLF7, CSLF9 de O. sativa estdo
envolvidos com a biossintese de MLG (BURTON et al., 2006; WANG et al., 2010)

(VEGA-SANCHEZ et al., 2012).

A anotagdo dos genes bona fides em gramineas foi feita através da revisdo na
literatura juntamente com a andlise de ortologia a partir das arvores filogenéticas GT2

(Figura 11A) e CSL (Figura 14A). Para a CSLA (Figura 11A), apenas um gene
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(Bd3g06740; 0s02g09930; Zm2G105631; Sb004G075900) de cada espécie foi anotado,
ortélogos ao CSLA2 de Arabidopsis. Para a CSLC (Figura 11A), um gene (Bd1g07277;
Sb001G075600) de cada espécie foi anotado por pertencerem ao grupo da CSLC9 de O.
sativa, com exce¢do de milho que possui dois genes no grupo (ZmAC183932.3 FGT007;
Zm2G028286).

No caso da 4drvore filogenética CSL (Figura 14A), a familia CSLD possui dois
grupos ortélogos: um grupo ortélogo ao CSLD5 de Arabidopis, com um gene de cada
espécie (Bd4g05027; Os12g36890; Zm2G015886; Sb008G125700), e um grupo ortdlogo
aos genes CSLD2 e CSLD3 de Arabidopsis, contendo, também, um gene de espécie
(Bd1g50170; Os06g02180; Zm5G870176; Sb010G008600), estando contido o CSLD2 de
O. sativa, As familias CSLF e CSLH sdo especificas de gramineas, nio havendo a
presenca de genes de A. thaliana. Um grupo ort6logo ao gene CSLHI de O. sativa foi
identificado, contendo um gene de B. distachyon (Bd5g10130) e Z. mays (Zm2G074546) e
trés de S. bicolor (Sb006G0O80600; SbO06G080700; SbO06GO80800). No caso da CSLF, os
genes CSLF6 foram anotados de acordo com (JOBLING, 2015) e sendo comprovada a
relacdo de proximidade evolutiva com a (Figura 14A). Para milho, existem dois genes do

grupo CSLF6, sendo classificado como CSLF6 e CSLF6-2 (JOBLING, 2015).

4.3 Identificacao de genes candidatos envolvidos na biossintese de hemicelulose em

cana-de-acicar e possivelmente envolvidos na recalcitrancia da parede celular

Os genes bona fides de Sorghum bicolor e de Zea mays foram utilizados para
identificar os genes candidatos na biossintese de hemicelulose e possivelmente envolvidos
na recalcitrancia da parede celular nas sete bibliotecas de cana-de-agicar. Foram obtidos
27 genes candidatos em cana-de-agucar, a partir dessa abordagem. A Tabela 6 apresenta o
resultado da quantidade de genes candidatos nas diferentes bibliotecas de cana-de-actcar.

A diversidade genética de milho e de sorgo e a divergéncia evolutiva entre ambos
(Figura 15) possibilita a busca de genes em cana-de-agicar que possuem homologia com
uma espécie e ndo com outra. E proposta a utilizacio de milho e sorgo como modelos
chave para a descoberta de genes relacionados com a biomassa da parede celular e para
estudos de melhoramento genético de gramineas com potencial para producdo de
bioenergia (CARPITA; MCCANN, 2008).

O Sorghum bicolor possui um genoma considerado pequeno (Tabela 3), e é a
espécie mais proxima evolutivamente de cana-de-agicar com o genoma ja sequenciado

(Figura 15). Assim, S. bicolor torna-se um modelo atrativo para estudos de gendmica
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funcional das Saccharinae e outras gramineas C4. Nesse contexto, a busca de sequéncias
em Sorghum bicolor e Z. mays se torna de suma importancia para estudar a cana-de-acticar

de forma indireta.

Tabela 6 - Nimero de genes candidatos relacionados com a biossintese de hemicelulose e possivelmente
envolvidas com a recalcitrancia da parede celular em distintas bibliotecas de cana-de-acticar. Em parénteses
representa o nimero total de sequéncias ortdlogas aos diversos genes bona fides e o nimero fora dos
parénteses representa apenas as sequéncias completas. [1] SUCEST (VETTORE et al., 2003); [2] Raiz
(BUCKERIDGE et al., in press); [3] Plantula (HEMERLY et al., in press); [4] Folha (CARDOSO-SILVA et
al., 2014); [5] Folha (GRATIVOL et al., 2014); [6] Entrené (VICENTINI et al., 2015); [7] Folha e Entren6
(NISHIYAMA JR et al., 2014)

Genes\Bibliotecas  [1] [2] [3] 41 [51 [6] [7] Total

UXS (Epimerase) - 14 23 12 @ - - 4 (11)
AXS (Epimerase) (1) - (1) (1) - - (1) 4)
UGD (Epimerase) 2(3) 2(2) 2) - -1 2) 5 (10)
UXE (Epimerase) (2) 13 1@®) 2 @O @ - 2(11)
RGP/UAM (GT75) 2(4) 14 2) 1(2) 1) 1() 54
GUX (GTS8) (1) - - - 2) - (1) 4)
IRX9 (GT43) ey - ey -» - @ “4) ®)
IRX9L (GT43) 1) 1) (1) 1(1) 1(1) (1) 4 (6)
IRX14 (GT43) (1) (1) (1) (1) - 1) 1(1) 1 (6)
IRX10 (GT47) - - - - 2 (1) 4)
XAT (GTe1) 12 1@ 2) 12 1) (@2 - 3(11)
XAX (GTé61) 1(2) (1) 2) (1) - 2) 3) 1(11)
CSLF (CSL) 1(1) (1) (1) (1) - 1) - 2(5)
CSLH (CSL) @) (1 &) -» - @ - 1D
Total 821y 7(20) 3(23) 415 () 314 2(15) 27(116)

Fonte: Autoria prépria

Foi demonstrado que manipular a expressdo de genes relacionados apenas com a
via de interconversdao acucar-nucleotideo ndo leva a alteracdes significativas na
composicdo da parede celular (GONDOLF et al., 2014). Entretanto, a simultanea alteragdo
da expressdao de um gene NSE junto com uma transferase leva a resultados significativos.
Assim, no caso da graminea cana-de-acucar os genes que codificam as enzimas UXS,
AXS, UGD e UXE sao candidatos do grupo das NSE, pois levam a formacdo de moléculas
de UDP-D-xilose, UDP-D-xilose e UDP-D-Apiose, UDP-D-Acido Glucurdnico e UDP-L-
Arabinose, respectivamente. Os genes da familia GT75 codificam proteinas que também
atuam na interconversdo, realizando a interconversio de UDP-L-Arap e UDP-L-Araf,

sendo, portanto, genes alvos. Obteve-se, através de andlises filogenéticas e alinhamentos
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com S. bicolor e Z. mays, 16 genes candidatos da via de interconversdo agicar-nucleotideo

e da familia GT75 em cana-de-agucar.

A UXS possui trés genes completos ortélogos a Sb001G418100 (Figura 16A),
apenas um gene completo ortélogo a Sb003G348800, e trés genes ortdlogos a
Sb003G 149500 sendo que nenhum dos trés estd completo. Existem quatro genes ortélogos
ao gene AXS, Sb003G442300, entretanto nenhum possui anota¢do completa. Para a UGD,
10 genes foram identificados em cana-de-agicar, sendo trés completos ortélogos a
Sb001G459800 (Figura 16B) e dois completos ortélogos a Sb001G084100, totalizando
cinco genes bona fides para UGD. No caso da UXE, existem sete genes ortélogos a
Sb001G400000, mas nenhum completo e quatro ortélogos a Sb006G217300, com dois
genes completos.

Da familia GT75, foram anotados 14 genes de cana-de-actcar, sendo um gene
completo ortélogo a Sb002G368600 e quatro genes completos ortélogos a Sb001G173300
(Figura 17).

As principais hemiceluloses presentes na parede celular de gramineas e, portanto,
em cana-de-acucar sdo as heteroxilanas (GAX, majoritariamente) e MLG. Assim, a sele¢do
de genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese da cadeia principal de xilana
das heteroxilanas de cana-de-acucar para futura alteracdo na expressdo € uma estratégia
que possivelmente possibilita o melhoramento na sacarificacio da biomassa
lignoceluldsica. A inativacdo de um gene envolvido na biossintese da cadeia de xilana em
arroz, demonstrou uma redu¢do no conteido de xilana e uma melhora na sacarificacao

(CHEN; ALONSO; SHACHAR-HILL, 2013).

Assim, € interessante a identificacdo e selecdo de genes das familias GT43 e GT47
em cana-de-actiicar. A partir da andlise das drvores filogenéticas via ortologia de
sequencias pelo PhyML, foram identificados, para a familia GT43, seis genes ortélogos ao
Sb009G229300, dentre os quais quatro estdo com as suas sequencias completas (Figura
18). O gene Sb009G026100 possui ortologia com oito sequéncias de cana-de-agucar,
entretanto nenhuma esta completa, ja o gene Sb010G238800 possui apenas uma sequéncia
completa dentro do grupo com seis sequéncias ortélogas. No caso da familia GT47,
existem quatro sequéncias ort6logas a Sb003G410800, entretanto nenhuma possui

anotacdo completa.

Genes envolvidos na decoracdo da cadeia de xilana também s3o candidatos

envolvidos na recalcitrancia da parede celular, devido a formagdo de ligacdes cruzadas na
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parede celular através das cadeias laterais da hemicelulose (CAFFALL et al.,, 2009;
CHINIQUY et al., 2012; SOMERVILLE et al., 2004). Assim, os genes das familias GT8 e
GT61 sao candidatos na recalcitrancia da parede celular de cana-de-actcar. Existem quatro
sequéncias de cana-de-acicar ortélogas a Sb001G479800 (GT8) de S. bicolor, gene
possivelmente envolvido na adi¢do dos substituintes glucuronosil e 4-O-metil-glucuronosil

na cadeia principal de xilana, entretanto nenhuma delas estd completa.

Foram identificados 11 genes possivelmente relacionados com a atividade de a-1,3-
arabinosil transferase (XAT-GT61) em cana-de-agticar a partir de ortologia com os genes
de S. bicolor. Trés genes ortdlogos a Sb010G144400 (Figura 19), dentre os 11
identificados, estdo completos e nenhum gene ortélogo a Sb004G134100 estd completo.
Ainda, para a familia GT61, foram identificados 11 genes possivelmente relacionados com
a atividade B-1,2-xilosil transferase (XAX) em cana-de-acgucar, sendo seis ortélogos a
Sb004G007600 com uma unica sequéncia completa, SCJRT1015F06.g, do banco do
SUCEST [1] e cinco genes incompletos ortélogos a Sb03G094600 totalizando quatro

genes bona fides da GT61 em cana-de-agucar.

Existe uma grande quantidade de MLG na parede celular de gramineas e
consequentemente na parede celular de cana-de-agcucar tornando, portanto, os genes
responsaveis pela biossintese de MLG, candidatos na recalcitrancia da parede celular. Foi
demonstrado que os genes das familias CSLF e CSLH sdo responsdveis por codificar
enzimas envolvidas na biossintese de MLG (CHRISTENSEN et al., 2009; JOBLING,
2015; VEGA-SANCHEZ et al., 2012; VERHERTBRUGGEN et al.,, 2011). Foram
identificadas cinco sequencias ortélogas ao gene CSLF6 (Sb007G050600) de sorgo, tendo
duas sequéncias completas dos bancos do SUCEST [1] e biblioteca de entrené [6]. Existem
11 sequencias de cana-de-acucar ortologas aos genes CSLH Sb006G080800 e

Sb006G080700 de S. bicolor, entretanto nenhuma sequéncia esta completa.
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Figura 10 - Arvore filogenética das proteinas do clado A com dominio epimerase das espécies 4. thaliana, B.
distachyon, O. sativa, S. bicolor ¢ Z. mays. Os codigos dos genes extraidos do Phytozome para as diferentes
espécies sofreram alteragdo para se adaptarem a figura. Para Brachypodium, o coédigo "Bradi" foi
modificado para "Bd"; para Oryza sativa o cdédigo "LOC Os" foi modificado para "Os"; para Z
mays o codigo "GRMZM" foi modificado para"Zm" e para S. bicolor o coddigo foi alterado de "Sobic."
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Figura 11 - Arvores filogenéticas das proteinas das espécies 4. thaliana, B. distachyon, O. sativa, S. bicolor
e Z. mays das familias génicas GT2, UGD, GT43 e GT75. A) Analise da familia génica GT2 e B) Familia
génica UGD. C) Familia génica GT43 D) Familia génica GT75. Os codigos dos genes extraidos do
Phytozome para as diferentes espécies sofreram alteracdo para se adaptarem a figura. Para Brachypodium,
o codigo "Bradi" foi modificado para "Bd"; para Oryza sativa o codigo "LOC_Os" foi modificado para "Os";
para Z. mays o codigo "GRMZM" foi modificado para "Zm" e para S. bicolor o cédigo foi alterado de

"Sobic." para "Sb".
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Figura 12 - Arvore filogenética das proteinas com dominio GT8 das espécies A. thaliana, B. distachyon, O.
sativa, S. bicolor e Z. mays. Os codigos dos genes extraidos do Phytozome para as diferentes espécies
sofreram alteragdo para se adaptarem a figura. Para Brachypodium, o codigo "Bradi" foi modificado para
"Bd"; para Oryza sativa o codigo "LOC_Os" foi modificado para "Os"; para Z. mays o coédigo "GRMZM"
foi modificado para "Zm" e para S. bicolor o co6digo foi alterado de "Sobic." para "Sb".
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Figura 13 - Arvore filogenética das proteinas com dominio GT47 das espécies 4. thaliana, B. distachyon, O.
sativa, S. bicolor e Z. mays. Os codigos dos genes extraidos do Phytozome para as diferentes espécies
sofreram alteragdo para se adaptarem a figura. Para Brachypodium, o c6digo "Bradi" foi modificado para
"Bd"; para Oryza sativa o codigo "LOC_Os" foi modificado para "Os"; para Z. mays o coédigo "GRMZM"
foi modificado para "Zm" e para S. bicolor o cddigo foi alterado de "Sobic." para "Sb".
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Figura 14 - Arvores filogenéticas das proteinas das espécies A. thaliana, B. distachyon, O. sativa, S. bicolor ¢
Z. mays das familias génicas CSL e GT61. A) Analise da familia génica CSL e B) Familia génica GT61. Os

codigos dos genes extraidos do Phytozome para as diferentes espécies sofreram alteracdo para se adaptarem
a figura. Para Brachypodium, o cédigo "Bradi" foi modificado para "Bd"; para Oryza sativa o codigo
"LOC_Os" foi modificado para "Os"; para Z. mays o cédigo "GRMZM" foi modificado para "Zm" ¢ para S.
bicolor o cddigo foi alterado de "Sobic." para "Sb".
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Figura 15 - Representacdo de uma arvore filogenética de representantes da subfamilia Panicoideae. A arvore
filogenética revela a origem e o periodo de divergéncia das espécies em milhdes de anos.
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Figura 16 - Alinhamento de sequéncias contendo o dominio epimerase e UGD dos diferentes bancos de cana-
de-acicar com genes bona fides de S. bicolor. A) TCONS_00008763 (Raiz), R1_L412_T1 (Plantula) e
comp195955 (Folha) estdo completas comparadas com Sobic.001G418100. B) SCJFLR1013H10 (SUCEST),

TCONS_00014608 (Raiz) e Locus1344.4 (Entrend) estdo completas comparadas com Sobic.001G459800.
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Figura 17 - Alinhamento de sequéncias GT75 dos diferentes bancos de cana-de-agticar com o gene bona fide
Sobic.001G173300 de S. bicolor. SCAGLR1021B05.g (SUCEST), TCONS_00001314 (Raiz), comp179435
(Folha) e Trinity_comp76780 (Folha e entrend) estdo completas e sdo genes candidatos.
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Figura 18 - Alinhamento de sequéncias GT43 dos diferentes bancos de cana-de-agicar com o gene bona fide
Sobic.009G229300 de S. bicolor. SCCCRZ3001G10 (SUCEST), TCONS_00009175 (Raiz), comp195498
(Folha) e Locus4936.3 (Entrend) sdo genes candidatos de cana-de-agicar da GT43.
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Figura 19 - Alinhamento de sequéncias GT61 dos diferentes bancos de cana-de-agticar com o gene bona fide
Sobic.010G144400 de S. bicolor. SCJFRZ2009A12 (SUCEST), TCONS_00015532 (Raiz) e comp206869
(Folha) sdo sequéncias completas.
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5 CONCLUSAO

Os diversos estudos realizados para identificagdo e caracterizacdo génica em
Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon e Oryza sativa possibilitou a selecio e
anotacdo dos genes envolvidos na biossintese de hemicelulose, tornando-se o ponto de
partida para a busca de genes ortélogos em Z. mays e S. bicolor e consequentemente em
cana-de-actcar. Assim, a andlise de ortologia das 4rvores filogenéticas entre as espécies foi
essencial para identificacdo de genes bona fides em espécies com pouco ou nenhum estudo
de caracterizacdo génica realizado. No caso das bibliotecas de cana-de-agiicar foram
identificadas um total de mais de 1400 sequéncias com dominios caracteristicos das
familias génicas possuidoras de genes envolvidos na biossintese de hemicelulose. Essas
sequencias de cana-de-agucar pertencem a sete bibliotecas analisadas dentre as quais esté a
do SUCEST e outras bibliotecas de RNA-Seq de diferentes 6rgdos da planta, como raiz,
folha e entrend. As sequéncias com dominio, das sete bibliotecas de cana-de-acticar, foram
utilizadas para construcdo de arvores filogenéticas juntamente com as sequéncias de S.
bicolor e Z. mays, e a partir de ortologia com os genes bona fides dessas espécies foram
identificadas 27 sequéncias completas de cana-de-acucar e candidatas na biossintese de
hemicelulose e possivelmente envolvidos na recalcitrincia da parede celular. Essas 27
sequéncias com anotacdo completa demonstram um grande passo na construcdo de
oligonucleotideos (primers) para anélise de expressao e manipulacdo génica da cana-de-
acucar. Assim, o presente trabalho contribuiu, ndo apenas para a selecio desses genes
candidatos para futura caracterizacdo funcional, como também no desenvolvimento de
banco de genes envolvidos na biossintese de hemicelulose para Arabidopsis thaliana,

Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Zea mays e Sorghum bicolor.
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