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RESUMO

SILVA, LS. Transcriptomica da via de biossintese dos monolignéis ao longo do
desenvolvimento dos entrenés de cana-de-acgicar (Saccharum spp.). 2019. 66p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de
Sao Paulo, Lorena, 2019.

As gramineas sdo o mais importante grupo de plantas para em todo o mundo. Inimeras sdao
usadas para a alimentacdo dos animais, além de serem utilizadas para a producdo de
biocombustiveis, contribuindo para a reducdo do consumo de combustiveis fésseis e
consequentemente da poluicdo ambiental. A biomassa vegetal é constituida basicamente
por celulose, hemicelulose e lignina. Estudos na drea de bioquimica e genética tem
demonstrado a lignina como um dos principais compostos responsaveis pela recalcitrancia
da biomassa, sendo a resisténcia a digestdo enzimdtica uma importante limitagdo do
processo de produgdo de bioetanol. A lignina é um polimero vegetal resultantes da
polimerizacdo desidrogenativa de trés monOmeros de fenilpropandides primarios, os
dlcoois p-coumarilico (H), coniferilico (G) e sinapilico (S). A via metabdlica dos
fenilpropandides envolve a participagdo de 11 enzimas, nas gramineas, tais como PAL,
C4H, 4CL, C3H, F5H, CCoAOMT, CSE, COMT, HCT, CCR e CAD. Até o momento, 28
genes de cana-de-acucar foram identificados no SUCEST e explorados para identificar os
possiveis bona fide. No entanto, com a disponibilizacdo de bancos transcriptomicos (RNA-
Seq) e ferramentas avangadas de bioinformaética, o nosso grupo de pesquisa expandiu para
37 genes apds o processo de identificacdo, anotacdo e classificacdo pelas analises
filogenéticas. Diante disso, a presente proposta teve por objetivo realizar a andlise de
expressdo destes transcritos anotados em uma variedade de cana-de-actiicar com a
composi¢do quimica da parede celular caracterizada. Para identificar quais genes estdo
envolvidos nesta via, o presente trabalho propds correlacionar o perfil de expressdao com os
quatro estagios de desenvolvimento do entrend, separando cortex e medula, os quais estao
associados aos estdgios de lignificagdo em maior e menor grau, respectivamente. Dentre as
andlises realizadas, 34 transcritos tiveram os primers padronizados , 26 foram expressos no
colmo nas condi¢cOes testadas, sendo 7 genes adicionais aos previamente descritos na
literatura. Baseado nas andlises de expressdo génica, PALI.1/1.2, COMTI, CAD2/5/8,
4CL2, F5HI, CCoAMOTI!1.2/2.1 e CCRI foram apontados como possiveis candidatos

principais na via de biossintese da lignina.

Palavras — chave: cana-de-agucar. lignina. monolignol.



ABSTRACT

SILVA, LS. Transcriptomics of the monolignol biosynthesis pathway along
sugarcane internodes development (Saccharum spp.). 2019. 66p. Dissertation (Master
of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

Sugarcane (Saccharum spp.) is a grass of great importance for the sustainable
technological and agroindustrial development of Brazil. The cell wall of the grasses is
basically composed of cellulose, hemicellulose, lignin and hydroxycinnamic acids. The
study of the chemical composition of the cell wall of different sugarcane hybrids revealed
that low lignin content, in particular for H89 (~ 16.8%), contribute to the low recalcitrance
of the biomass. These studies obtained greater information when the regions of rind and
pith of H89 were dissected, which present, respectively, 21.7% and 13.9% of total lignin.
Lignin is a plant polymer resulting from the dehydrogenative polymerization of three
primary phenylpropanoic monomers, the p-coumaril (H), coniferyl (G) and synapylic (S)
alcohols. The metabolic pathway of the phenylpropanoids involves the participation of
several enzymes, totalizing in the grasses 11 sets, such as PAL, C4H, 4CL, C3H, F5H,
CCoAOMT, CSE, COMT, HCT, CCR and CAD. So far, 28 unigenes of sugarcane have
been identified in SUCEST and explored to identify the possible bona fide. Recently,
based on bioinformatics, phylogenetic and transcriptomic (RNA-Seq) analyzes of
sugarcane and related grasses, our research group identified 37 transcripts possibly
involved in monolignol biosynthesis. In the presence of detailed descriptions of the
composition of lignin in H89 and of the large number of genes identified, the present
proposal aimed to perform the analysis of the expression of these transcripts annotated in
H89. In order to amplify and reinforce which genes are involved in the monolignol
pathway, the present work proposed to correlate the expression profile with four stages of
the development of the enternode, exploring the regions of rind and pith. Among the
analyzes performed, 34 genes were identified, 26 genes were expressed, being 7 additional
genes to those previously described in the literature. In this context, PALI.1/ 1.2, COMT]I,
CAD2 / 5/8, 4CL2, F5HI, CCoAMOTI1.2 / 2.1 and CCRI were identified as potential

candidates in the lignin biosynthesis pathway.

Keywords: sugarcane. lignin. monolignol.
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1. INTRODUCAO

Com a modernizacdo das cidades e o aumento da industrializagdo a demanda
energética passou a aumentar exponencialmente. A plataforma energética mais utilizada
atualmente baseia-se no petréleo e gds natural, recursos que além de finitos (a longo prazo)

trazem danos ao meu ambiente.

Nesse cendrio, ao longo dos anos a procura por recursos energéticos alternativos
aos combustiveis fosseis vem aumentando continuamente. Assim, a biomassa
lignocelulosica apresenta-se como matéria-prima promissora para a producdo de
biocombustiveis como o bietanol de segunda geracdo, uma vez que espécies vegetais ja
utilizadas pelo homem para alimentagdo, a cana-de-acgicar, sdo ricas em fibras que
possuem em sua parede celular carboidratos conversiveis em bioprodutos de alto valor

agregado.

A constituicao da parede celular € formada por celulose, hemicelulose e lignina. A
lignina dificulta o acesso a enzimas, diminuindo considerdvelmente o rendimento
sacarificacdo dos carboidratos da parede celular, tornando necessdrio a aplicagdo de
métodos quimicos ou fisicos que encarecem o processo de producdo e o tornam mais

moroso.

Desta forma, possuir menor conteido de lignina ou uma lignina com constitui¢ao
mais favordvel ao processo de sacarificagdo € uma caracteristica desejavel as espécies

vegetais utilizadas como fonte de biomassa lignoceluldsica.

Através da biotecnologia, utilizando ferramentas como a biologia molecular,
plantas podem ser modificadas geneticamente para possuir caracteristicas desejaveis aos
processos mencionados anteriormente. O entendimento das sequéncias do genoma, funcdo
génica, expressdo génica, interacdes de proteinas e mecanismos de controle metabdlico
permite a formacado de uma sdélida base cientifica que permite a aplicacdo dessa tecnologia.
Sendo assim, uma combinacdo de biomassa cuidadosamente projetada com novas
abordagens para o bioprocessamento pode fornecer a melhor oportunidade de criar uma

plataforma sustentavel para o futuro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular vegetal desempenha uma série de funcdes essenciais, incluindo dar
forma aos vdrios tipos de células necessérios a formagdo dos tecidos e 6rgdos da planta.
Formam a interface entre células adjacentes desempenhando um papel importante na
comunicacdo intercelular, assim como por sua localizacdo na superficie celular possuem
funcdo importante durante a interacdo planta-microrganismos, incluindo respostas de

defesa contra potenciais patégenos (PAULY; KEEGSTRA, 2010).

As células vegetais possuem em sua grande maioria paredes celulares com
constituicdo similar. Elas consistem em uma fase de microfibrilas de celulose inseridas em
uma matriz. Esta matriz é composta principalmente de polissacarideos (polissacarideos nao
celuldsicos) com uma variedade de estruturas diferentes, mas onde podem estar presentes
também glicoproteinas, proteinas estruturais, e componentes fendlicos, incluindo a lignina.
Diferentes grupos de plantas podem possuir composi¢c@o polissacaridica da parede celular
bastante diferente. Para simplificar esta complexidade, sdo frequentemente reconhecidos

dois grandes grupos de tipos de parede: primdria e secunddria (ROBERT; HENRY, 2005).

A parede celular primdria é depositada enquanto as células estio aumentando de
tamanho, precisam ser mecanicamente estaveis e suficientemente extensiveis para permitir
a expansao celular, evitando a ruptura das células sob a pressdo do turgor. A parede celular
secunddria € depositada na parede primdria depois que as células pararam de aumentar e
geralmente sdo muito mais espessas, conferem estabilidade mecanica a tecidos
especializados, como elementos vasculares (REITER, 2002). Desta forma, as células
vegetais podem ser agrupadas dependendo da sua constituicio na maturidade, podendo
entdo possuir parede celular primdria e secundaria. Quanta a parede celular secundéria as a
células vegetais ainda podem ser subgrupadas naquelas contendo lignina (paredes
lignificadas), que sdo as mais comuns, e as que possuem paredes que nao contém lignina

(paredes nao lignificadas) (HARRIS; SMITH, 2006).

A parede celular primdria das plantas superiores ¢ composta predominantemente de
polissacarideos, glicoproteinas estruturais. Vinte diferentes residuos glicosidicos estdo

presentes em variadas quantidades na parede celular primaria. Esses residuos glicosidicos
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incluem hexoses, pentoses, desoxihexoses, residuos glicosidicos dcidos. Nas angiospermas
e gimnospermas a parede celular primdria € compostas por celulose, hemicelulose
(xiloglucana,  glucomanana, e arabinoxilana) e pectina (homogalacturona,

rhamnogalacturona, e substituintes galacturona) (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Considerando-se as propor¢des dos polissacarideos formadores da pectina, as
proporg¢des e a estrutura dos polissacarideos formadores da hemicelulose, a parede celular
primdria pode ser classificada em tipo I e II. O tipo I é comumente constituido por
xiloglucana e/ou glucomanana e pectina (20-35%), sendo encontrada em todas as
eudicotiledoneas, em algumas monocotiledoneas e em gimnospermas. O tipo II estd
presente em Poaceae (gramineas), como a cana-de-agucar, monocotiledonea do clado
comelinideas, que sdo ricas em arabinoxilanas, e contém 10% de pectina. (O’NEILL;

YORK, 2003; CARPITA, 2000).

A celulose consiste em cadeias de glucano contendo entre 500 e 14,000 ligacdes B-
1,4 entre os residuos glicosidicos, que interagem entre si através de pontes de hidrogénio
para formar uma estrutura cristalina (SOMERVILLE et al., 2004). As microfibrilas de
celulose sdo compostas por numerosas cadeias lineares de glucano sintetizadas em paralelo
por complexos proteicos incorporados na membrana plasmdtica. Essas microfibrilas sdo
organizadas de maneira a conferir importantes propriedades fisicas que determinam sua

interacdo com os componentes da matriz (COSGROVE, 2014).

As pectinas sdo polissacarideos altamente heterogéneos, tradicionalmente
caracterizados por serem facilmente extraidos com &4cido quente ou quelantes e por
conterem uma grande quantidade de residuos de 4cido galacturénico, enquanto que as
hemiceluloses sdao polissacarideos que possuem estruturas [B-1,4 ligados em uma
configuragdo equatorial. As hemiceluloses incluem xiloglucanos, xilanos, mananos,
glucomananos e B- 1,3 e B-1,4 glucanos. Esses tipos de hemiceluloses estdo presentes nas
paredes celulares de todas as plantas terrestres, com exce¢ao de B- 1,3 e B-1,4 glucanos,
que sdo restritos ao ordem Poales e a alguns outros grupos. A estrutura detalhada das
hemiceluloses e sua abundéncia variam amplamente entre diferentes espécies e tipos de
células. O papel biologico mais importante das hemiceluloses € a sua contribui¢do para o
fortalecimento da parede celular pela interacdo com a celulose e, em algumas paredes, com

a lignina (SCHELLER; ULVSKOV, 2010).
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Apés a expansdo celular cessar, as células continuam a sintetizar uma parede
conhecida como parede celular secundaria. A parede celular secunddria geralmente ¢é
bastante espessa, como nas tracéides, fibras e outras células que servem como suporte
mecanico da planta. Frequentemente, essas paredes secunddrias sdo multicamadas e
diferem na estrutura e composi¢cdo da parede primdria. Por exemplo, as paredes
secunddrias na madeira contém xilanos em vez de xiloglucanos, bem como uma maior
propor¢ao de celulose. A orientagdo das microfibrilas de celulose pode ser alinhada mais
nitidamente de forma paralela umas as outras nas paredes secundérias do que nas paredes
primdrias. Paredes secunddrias sdo frequentemente (mas nem sempre) impregnadas com

lignina (COSGROVE, 2014).

A parede celular secunddria contém celulose (40-80%), hemicelulose (10-40%) e
lignina (5-25%). O arranjo desses componentes permite que as microfibrilas de celulose
sejam incorporadas a lignina, assim como as hastes de aco sdo embutidas no concreto para
formar o concreto protendido. Na madeira, trés camadas de parede celular secundaria,
referidas como as lamelas S1 (mais externa), S2 e S3 (mais interna), resultam da
disposi¢do diferente das microfibrilas. Durante a formacdo da parede celular secunddria,
ocorre lignificacdo nas lamelas S1 e S2, bem como na parede primaria e na lamela média.
A lignificagdo raramente ocorre na lamela S3. A celulose e a hemicelulose parecem ser
organizadas mais estruturalmente na parede celular secunddria do que na parede celular

priméria (BIDLACK; MALONE; BENSON, 1992).

A parede celular secundéria fornece um excelente exemplo de como a modificacao
da parede celular confere propriedades especificas a uma célula para permitir que essa
cumpra funcdes especializadas. A parede celular secunddria estd frequentemente presente
nas células que fornecem suporte para o corpo da planta e em células envolvidas no
transporte de dgua e solutos das raizes para os tecidos aéreos. A parede celular secunddria
permite que essas células resistam as forcas da gravidade e/ou as forgas tensionais

associadas a tragdo em uma coluna de dgua (CARPITA; TIERNEY; CAMPBELL, 2001).
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Figura 1 - Representaciio esquemadtica da parede celular secunddria. Constituintes menos abundantes ndo foram representados.

Cellulose \
Lignins\

Hemicelluloses/

Fonte: (BOUDET et al., 2003)

2.2. LIGNINA

A lignina é uma das mais importantes biomoléculas que compde a parede celular
das plantas vasculares, conferindo suporte estrutural, transporte de agua, entre outras
fungdes. A lignina liga-se a hemicelulose para formar uma estrutura semelhante a uma
malha, proporcionando resisténcia mecanica necessdria para a estatura vertical e a
hibrofobicidade necessaria a parede celular dos tecidos vasculares. (BOERJAN; RALPH;
BAUCHER, 2003; YUAN et al., 2008; XU et al., 2009).

A lignina €, apdés a celulose, o segundo biopolimero terrestre mais abundante,
representando cerca de 30% do carbono orginico na biosfera. Acredita-se que o
surgimento da lignina durante a evolucao foi crucial para a adaptacdo evolutiva das plantas
de um meio aquatico ao terrestre. Estas novas macromoléculas desempenharam um papel
crucial em conferir a este compartimento celular novas propriedades essenciais para a
adaptacao das plantas as suas novas condi¢des ambientais (BOUDET, 2000). A lignina €
depositada principalmente na parede secundéria de tecidos envolvidos na condugdo e
suporte, € crucial para a integridade estrutural da parede celular, rigidez e for¢a do caule.
Além disso, a lignina estd envolvida em uma variedade de funcdes bioldgicas, incluindo
defesa de plantas e resisténcia a estresse abidtico (BOERJAN; RALPH; BAUCHER,
2003).
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A sintese de lignina resulta de uma longa cadeia de reagdes sequencias que representa
um dos processos biossintéticos mais caros em plantas quanto a demanda energética
(BOUDET, 2000). A lignina € tradicionalmente descrita como polimeros vegetais
compostos por trés mondmeros primdrios com vdrias ligagdes tipicas (DAL, PATTI,
SAITO, 2016), resultantes da polimerizacdo desidrogenativa (através de reacdes de
acoplamento radical) de trés mondmeros de fenilpropandides primaérios, &dlcool p-
coumarilico (4-hidroxi-cinamilo), alcool coniferilico (4-hidroxi-3-metoxi-cinamilo) e
dlcool sinapilico (3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamil), dlcoois andlogos que variam em seus
graus de metoxilacdo. Eles representam uma classe de produtos naturais poliméricos
complexos presentes em grandes quantidades nas paredes celulares de plantas terrestres

(RALPH et al., 2001).

O teor e composicao de lignina sdo conhecidos por variar entre espécies diferentes,
tecidos e tipos de células dentro de um mesmo tecido, bem como correlaciona-se com 0s
estados de desenvolvimento e as condi¢cdes ambientais. A estrutura molecular varia
principalmente nas proporgdes relativas de suas unidades monoméricas € no tipo de
ligacdes intermondmeras. Essas diferencas podem ser explicadas pelas especificidades do
substrato e pela regulagcdo espaco temporal de certas enzimas na via biossintética da lignina

(BAUCHER et al., 1998).

Dada a sua abundincia e importancia nas plantas vasculares, a lignina € um dos
componentes-chave da matéria-prima e biomassa vegetal. A lignina fornece biomassa de
alta densidade energética para pirdlise e combustdo direta, ¢ € também uma fonte
importante de compostos aromdticos. A natureza recalcitrante da lignina, no entanto,
oferece grandes desafios para a sua aplicacdo como matéria prima para biocombustivel
(MAEDA, 2016), assim esses biopolimeros atrairam uma aten¢ao significativa a pesquisa,
pois representam um grande obstaculo a polpacdo quimica, a digestibilidade da forragem e
ao processamento de biomassa vegetal para biocombustiveis. Essas industrias se
beneficiariam do processamento da biomassa com menos lignina ou uma lignina mais fécil

de degradar (VANHOLME et al., 2008).

A lignina € o principal composto responsdvel pela recalcitrancia da biomassa, sendo a
resisténcia a digestdo enzimdtica uma importante limitacdo do processo de produgdo de
bioetanol, uma vez que a eficiéncia da bioconversao depende, dentre outras coisas, da

arquitetura da parede celular e da distribuicdo espacial da lignina, pois estas afetardo a
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migracdo local de enzimas através de poros da parede celular até a celulose, xilanos e
outros glucanos (CHEN; DIXON, 2007; MCCANN; CARPITA, 2008; EUDES et al.,
2014). Assim, antes da hidrélise enzimatica, a biomassa deve ser pré-tratada para remover
a lignina para tornar a celulose mais suscetivel a sacarificag@o e gerar altos rendimentos de
acucares fermentdveis. A utilizacdo de altos teores de acidez ou energia termica reduz a
eficiéncia do processo de sacarificacio e fermentacdo no estagio posterior da producdo. O
alto custo incorrido durante o processamento € o principal fator limitante na producdo de
biocombustivel celuldsico e faz com que o preco do etanol celuldsico seja duas a trés vezes

maior do que o etanol a base de amido (KASIRAJAN et al., 2017).

O crescente interesse na lignificacdo resultou da identificagdo progressiva deste
processo essencial como uma via transversal em muitos aspectos importantes da biologia
vegetal: evolugcdo bioquimica, particio de carbono, diferenciacdo celular, adaptacdo
funcional a conducio de dgua e estresse abidtico e bidtico. A especificidade estrutural e
quimica das paredes secundérias lignificadas resulta da expressdo coordenada de
numerosos genes envolvidos na biossintese, montagem e deposicdo de um molde de parede
de polissacarideo adaptado e depois do préprio polimero de lignina (BOUDET et al.,
2003).

2.3. IMPORTANCIA DA CANA-DE-ACUCAR

As gramineas, que incluem os cereais comuns, representam indiscutivelmente o mais
importante grupo de plantas para as sociedades humanas em todo o mundo. Alimentos
preparados a partir de arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), sorgo (Sorghum
bicolor), cevada (Hordeum vulgare), e cana-de-agucar (Saccharum spp) representam uma
grande quantidade das calorias didrias da alimentacdo humana e de outros animais
(BURTON et al., 2006), por isso a composicao da sua parede celular ¢ fundamental a sua
utilizacdo na alimentacdo animal e ao seu uso para producdo de combustiveis. As paredes
celulares das gramineas diferem drasticamente das paredes das eudicotiledoneas em termos
dos principais polissacarideos estruturais presentes, como esses polissacarideos estdo
ligados, abundancia e importancia das pectinas, proteinas e compostos fendlicos (VOGEL,
2008). Assim possuem parede celular tipo II, em oposicao a parede celular tipo I presente

em todas as monocotiledoneas e nao-gramineas (CARPITA, 1996).
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A demanda energética aumenta continuamente devido ao rdpido desenvolvimento
populacional e industrial, ao passo que o desenvolvimento de fontes de energia nao
acompanha o aumento do consumo. A principal fonte de energia para suprir essa demanda
provém do petrdleo e do gds natural, que sdo fontes de energia ndo renovdveis, assim, ha
uma grande necessidade de recursos energéticos alternativos que sejam baratos, renovaveis
e ndo causem poluicdo. A producdo de biocombustiveis a partir da biomassa apresenta-se
como solucdo a essa questdo contribuindo para a redu¢do do consumo de combustiveis
fosseis e consequentemente da poluicdo ambiental (BALAT;BALAT;0Z, 2008;
SAXENA; ADHIKARI; GOYAL, 2009)

Gramineas, como a cana-de-agucar, vem sendo modificadas geneticamente visando o
melhoramento de caracteristicas, tais como o aumento de agucares fermentdveis, e a
diminuicdo de fibras residuais, que favorecem a conversdo da matéria-prima
lignocelulésica em bioprodutos como o bioetanol, biodisel e outros compostos
intermedidrios que substituem os atualmente utilizados a base de petrdleo (MCLAREN,

2005).

O bioetanol pode ser produzido a partir de matérias-primas contendo agucares
fermentdveis como a cana-de-acucar, beterraba e residuos agroindustriais que sejam ricos
em sacarose. Além disso, o bioetanol também pode ser produzido a partir de alguns
polissacarideos que podem ser hidrolisados para a obtencdo de agucares conversiveis em
alcool etilico. A biomassa lignocelulésica (um complexo composto por Varios
polissacarideos e compostos fendlicos) é a matéria-prima promissora, considerando sua
grande disponibilidade e baixo custo (WYMAN, 1999; SANCHEZ, 2008; CARDONA,
2017).

A cana-de-acucar € tinica entre as gramineas por possuir a capacidade de acumular
sacarose em concentracdes muito altas. Ao fazé-lo, é provédvel que varios processos, alguns
provavelmente ndo ligados ao metabolismo da sacarose diretamente, sejam ativados para
manter a integridade e a homeostase celular, bem como fornecer suporte fisico durante este

processo (CASU et al., 2007).

A cana-de-agucar € a principal matéria-prima utilizada em paises tropicais como Brasil
e India por ser uma fonte rica em matéria organica lignoceluldsica, além de possuir a
natureza perene. A cana-de-agicar pertence ao género Saccharum que abrange duas

espécies selvagens S. officinarum, S. robustum e S. spontaneum e quatro grupos de
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hibridos cultivados denominados:S. barberi, S. sinense e S. edule. A espécie produtora de
acucar, S. officinarum, originou-se a partir da espécie selvagem S. robustum, enquanto, S.
barberi e S. sinense demonstraram ser hibridos naturais entre S. officinarum e S.
spontaneum. A origem de S. edule ainda ndo estd clara (HONT; PAULET;
GLASZMANN, 2002; GIRALDO et al., 2008; PIPERIDIS; D'HONT, 2010; MENDES et
al., 2016). As cultivares modernas substituiram progressivamente as cultivares tradicionais
durante o século XX. A maioria dos primeiros foi produzida por cruzamentos artificiais
entre cultivares tradicionais e clones de S. spontaneum, seguidos de vérias geracdes de

selecdo clonal (GRIVET et al., 2004).

2.4. GENETICA DA BIOSSINTESE DE LIGNINA EM GRAMINEAS

Os metabodlitos secunddrios, especialmente a via dos fenilpropandides,
desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa da planta via efeitos toxicos
diretos e a deposicdo ativa e rdpida de barreiras, como a lignina(BALLESTER;
LAFUENTE; GONZALEZ-CANDELAS, 2006). Fenilpropandides sio produtos naturais
derivados do aminodcido L-fenilalanina. Os exemplos mais simples, contendo apenas o
esqueleto C¢Cs fenilpropano, sdo os dcidos hidroxicindmicos, como o 4cido sindpico, € 0s
monoligndis, como o dlcool coniferilico. A sintese dos monoligndis a partir da fenilalanina
requer desaminacdo, hidroxilagdo em uma, duas ou trés posi¢des do anel aromatico,
metilacdo de um ou dois destes grupos hidroxila, e duas reducdes sucessivas da cadeia
lateral do monolignol a partir do primeiro dcido carboxilico a um aldeido e depois a um
alcool. A via principal dos fenilpropandides (Figura 2) envolve reagdes da fenilalanina
amonia-liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H) e 4-coumarato coenzima A ligase
(4CL) e as vias de derivacdo especificas para a formacdo de monolignols / lignina,
cumarinas, dcidos benzdicos, stilbenos e flavondides / isoflavonéides. Em muitas plantas,
algumas ou todas essas enzimas sdo encontradas como multiplas isoformas codificadas por
diferentes genes, variando em suas propriedades cinéticas e sua distribuicdo em toda a
planta, totalizando 10 familias genicas que codificam as enzimas que controlam a

biossintese de lignina (DIXON et al., 2002; BONAWITZ; CHAPPLE, 2010).

Em cana-de-agicar, foram identificados 28 genes entre 0s quais se encontram
quatro PALs, dois C4Hs, trés 4CLs, um HCT, um HCT-like, dois C3Hs, trés CCoAOMTs,
dois CCRs, um COMT, um F5H e quatro CADs (BOTTCHER et al., 2013).



20

A fenilalanina amoénia-liase (PAL) é a primeira enzima da via, geral dos
fenilpropandides. Catalisa a desaminagdo da fenilalanina a amonia e acido trans-cinamico a
partir do qual os compostos fendlicos sdo produzidos nos vegetais superiores
(KOUKOL;CONN.,1961). Sendo a principal enzima da via pode regular o fluxo dos
metabdlitos primdrios para o metabolismo secundédrio (DENG et al., 2015). Vdrios
fenilpropandides simples sdo produzidos a partir do cinamato através de uma série de
reacOes de hidroxilacdo, metilacio e desidratagdo. Os dcidos livres raramente se acumulam
em niveis elevados dentro das células vegetais; em vez disso, eles sdo geralmente
conjugados com acucares, carboidratos da parede celular, ou dcidos organicos formando
diversos compostos do metabolismo secundario vegetal como flavondides, antocianinas e

lignina (DIXON, 1995).

Em monocotiledoneas, PAL também € capaz de utilizar tirosina como substrato
para a via fenilpropandide (atividade TAL), enquanto em eudicotiledoneas sdo capazes de
utilizar apenas fenilalanina eficientemente (ROSLER, 1997). A atividade TAL em
gramineas fornece uma via alternativa para a formacdo de dcido 4-coumarico sem a
hidroxilacdo do 4cido trans-cinamico pela monooxigenase cinamato 4-hidrixilase (C4H).
Em experimentos com Brachypodium distachyon, Dixon et al. 2016, identificaram que a
tirosina (L-Tyr) é quase tdo eficientemente incorporada a lignina quanto a fenilalanina (L-
Phe), porém (L-Tyr) é preferencialmente incorporada as subunidade S da lignina,
indicando que a atividade TAL/PTAL contribui significativamente para caracteristicas
especificas da parede celular em gramineas, uma vez que os efeitos da relacio PAL/TAL
na relacdo S/G da lignina podem teoricamente refletir na cinética do ponto de ramificagdo
entre sintese de lignina G e S. Na maioria das plantas, PAL € codificada por uma familia
multigénica que contém de 2-6 membros (LOGEMANN; PARNISKE; HAHLBROCK,
1995).
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Figura 2 - Via dos fenilpropandides. Fenilalanina amonia liase (PAL), Cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4-Hidroxicinamato
3-Hidroxilase (C3H) e ferulato 5-hidroxilase (F5H), cafeoil-CoA O-metiltransferase (CCoAOMT), acido cafeico O-
metiltransferase (COMT), cinamoil-CoA redutase (CCR), cinamoil dlcool desidrogenase (CAD), 4-Hidroxicinamoil
CoA ligase (4CL), p-Hidroxicinamil-CoA chiquimato transferase (HCT) e cafeoil chiquimato esterase (CSE).
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Fonte: (Adaptado de Cesarino et al. 2016).

Além da reacdo mediada pela PAL, trés diferentes monoxigenases dependentes de
citocromo P450: cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4-Hidroxicinamato 3-Hidroxilase (C3H) e
ferulato 5-hidroxilase (F5H), enzimas hidrolases dependente de monooxidases
pertencentes ao citocromo P450 (CPR) (BAK et al., 2011), duas metiltransferases, cafeoil-
CoA O-metiltransferase (CCoAOMT), acido cafeico O-metiltransferase (COMT) e duas
oxirredutases, cinamoil-CoA redutase (CCR) e cinamoil dlcool desidrogenase (CAD)
(KIEDROWSKI et al., 1992) atuam na via. Além dessas oito enzimas cujas agdes sao
aparentes nos produtos finais da via, mais duas enzimas, 4-Hidroxicinamoil CoA ligase
(4CL) e p-Hidroxicinamil-CoA chiquimato transferase (HCT), s@o necessarias para

sintetizar intermedidrios que servem como substratos para reacoes subseqiientes. 4CL €
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uma ligase CoA dependente de ATP que catalisa a sintese de p-coumaroil CoA. Este p-
coumaroil CoA € entdo usado como um doador acila pela enzima HCT, pertencente a
familia de BAHD aciltransferase, para sintetizar p-coumaroil shiquimato, o substrato para
3-hidroxilagdo por C3H (WHETTEN; SEDEROFF, 1995; BONAWITZ; CHAPPLE,
2010).

Alternativamente, o p-coumaroil CoA pode ser utilizado como substrato para a
chalcona sintase, desviando-a para a via dos flavondéides, ou CCR, comprometendo-a com
a biossintese da lignina-H. A via relativamente menor que leva ao 4lcool p-coumaroilico
(lignina H) requer apenas um subconjunto dessas enzimas (PAL, C4H, 4CL, CCR e CAD),
enquanto a sintese de dlcool coniferilico (lignina G) requer esses cinco mais HCT, C3H e
CCoAOMT e a sintese de dlcool sinapilico (lignina S) requer todas as dez enzimas,

incluindo FSH e COMT (LEE et al., 1998; RAES, 2003; ACHNINE et al., 2004)

A Cafeoil shiquimato esterase (CSE) uma enzima central para a via biossintética da
lignina, foi recentemente identificada e mostrou catalisar a conversdo de Cafeoil
shiquimato em cafeato em Arabidopsis, através de sua atividade combinada com a de
(4CL) produz cafeoil-CoA, contornando a segunda reacdo de HCT (VANHOLME et al.,
2013; VARGAS et al., 2016).

2.5. CONTEUDO DA PAREDE CELULAR NOS HIBRIDOS 89 (H89)

A organizacdo anatoOmica da cana-de-agicar é composta principalmente por feixes
vasculares e células do parénquima. No entrené a parte mais externa é chamada de cortex e
a regido mais interna € geralmente chamada de medula. O cortex contém grande
quantidade de feixes vasculares rodeados por grande nimero de fibras e pouca quantidade
de células parenquiméticas. Por outro lado, a medula € rica em células do parénquima que

armazenam sacarose € possui menor numero feixes vasculares (MOORE et al., 1987).

O hibrido de cana-de-agucar selecionado como objeto de estudo desse trabalho
possui caracteristicas contrastantes quanto a composicdo da parede celular e
consequentemente quanto a caracteristicas morfolégicas quando comparados aos outros
hibridos de cana-de-actcar cultivados sobre as mesmas condi¢cdes e no mesmo periodo.
Quanto ao contetido de lignina, o H140 possui 21,5%, enquanto que o H89 apresenta

16,8%. No geral, os teores de lignina demonstraram aumentar da medula em direcdo ao
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cortex. Quanto a morfologia, cortes transversais de cada regido do entrené mostraram que
na medula ha predominancia de células parenquiméticas, enquanto que no cortex ha a
predominancia de fibras e feixes vasculares. O aumento na frequéncia de feixes vasculares
da medula para o cértex se correlaciona com o aumento da recalcitrancia das mesmas
fracdes, pois os vasos e fibras nos feixes vasculares sdo pouco digeridos em comparagao
com o parénquima na medula, que é prontamente hidrolisada. O H89 possui menos fibras e
feixes vasculares quando comparado ao H140, assim como a medula de ambos os hibridos,
possuem mais tecido parenquimético quando comparado ao cértex, corroborando com esse
fato os niveis mais altos de hidrdlise da celulose foram encontrados no hibrido com menor

teor de lignina (H89) (COSTA et al., 2013).

A lignina é considerada um dos principais fatores que dificultam a hidrélise de
materiais lignoceluldsicos estando ligada a fragdo de carboidratos através da esterificagdo
de residuos de acido hidroxicinamicos, como 4cido fertlico e dcido p-cumdrico, a lignina
forma potencialmente uma barreira fisica as enzimas, diminuindo a taxa de conversdo de
biomassa (VARNAI et al., 2014). Quando testado quanto 4 digestibilidade enzimdtica o
H140, em estudo anterior, apresentou a menor taxa de conversao de celulose apds 72h de
tratamento enzimdtico, enquanto que H89 produziu o mais alto nivel de conversdo. Os
dados de digestibilidade mostraram que a hidrélise enzimética da celulose aumentou em
hibridos com menor teor de lignina havendo quase uma correlacdo linear entre os niveis de
conversdao de celulose apds hidrdlise enzimética e o teor de lignina dessas amostras

(MASARIN et al., 2011).

Regides mais internas, ricas em parénquima, menos lignificadas, sdo menos
recalcitrantes, especialmente em plantas com baixo teor de lignina (MENDES et al., 2016).
Em outro estudo, as amostras de medula sem tratamento para remoc¢do de lignina
mostraram ser prontamente hidrolisadas por celulases, indicando que as células do
parénquima menos lignificadas, que ocorrem principalmente na regido medular, sdo
significativamente menos recalcitrantes do que as fibras e tecido vascular predominantes
na regido do cortex. A conversdo de celulose nao mostrou aumento quando tratamento para
remocdo de lignina é aplicado a medula, enquanto no cértex hd aumento significativo da
conversdao da celulose pelas celulases quando a lignina € removida significativamente
(SIQUEIRA et al., 2011). As regides da medula geralmente sdo ricas em glucano e
possuem baixo teor de lignina. As fracdes do cortex, por outro lado, apresentaram maiores

teores de lignina e proporcionalmente menos glucano (COSTA et al., 2016).
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N

Quanto a composicdo da lignina foi demonstrado que esta também varia
radialmente dentro do entrend, sendo diferencialmente regulada entre as duas regides
anatomicamente distintas, medula e cértex. Um estudo realizado em 2013 mostrou que no
cortex da cana-de-actiicar das amostras analisadas houve um decréscimo acentuado na
relacdo S-G nos tecidos intermedidrios € maduros em comparagdo com os tecidos jovens,
causada por um aumento no conteido da unidade G. Por outro lado, a relagdo S-G nas
regides de medula aumentou durante a maturagdo do caule, uma vez que houve aumento da
subunidade S nas regides medular dos entrends intermedidrios € maduros provavelmente
devido a lignificacdo das células do parénquima, que sdo mais numerosas do que os feixes
vasculares, sendo assim a diferenca entre essas duas regides anatdmicas se torna mais
evidente com a maturidade do colmo (MARCHESINI, 2013). Em conjunto, esses dados
confirmaram que o cortex do entrend da cana-de-acucar € mais recalcitrante que a medula
e, que provavelmente a alta resisténcia a desestruturacdo das paredes celulares estd
associada a maior lignificacdao do cértex devido a abundancia de vasos do xilema e fibras
(SANTOS, 2014). Assim, o teor e composicdo de lignina, bem como o padrio de
expressdo génica, variaram com genotipo, tipo de tecido e posi¢do no caule (SANTOS

BRITO et al., 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em consideragdo o papel da lignina na recalcitrancia da parede celular vegetal, a
producdo de plantas com menor ou maior conteido de lignina é de grande interesse, uma
vez que por ligar-se fortemente aos agucares da parede celular a lignina dificulta a acio de
enzimas durante o processo de sacarificagdo. Por outro lado, a maior quantidade de lignina
favorece o processo de obtenc¢do de bioenergia pelas industrias. Dessa forma, alteragcdes
quantidade e na composi¢do dos monoligndis produzem reatividade e mudangas de
propriedade que podem ser benéficas para muitos processos. Portanto, um dos principais
objetivos das pesquisas com plantas utilizadas como fonte de biomassa, como a cana-de-
acucar, € tornar as paredes celulares mais abertas e acessiveis a degradacdo enzimética

(CHEN; DIXON, 2007; RALPH et al., 2008; PAULY; KEEGSTRA, 2010).

A compreensdo da base molecular da formagdo dos monolignéis fornece suporte para
melhorar a digestdo da parede celular de espécies economicamente importantes, como a
cana-de-acucar, através da manipulacdo genética de vias metabdlicas, como a via de
biossintese dos monoligndis. Até o momento, dentre os estudos que exploraram a andlise
funcional dos genes da via de biossintese dos monoligndis, Bottcher et al., 2013,
identificou um total de 28 genes e possiveis candidados envolvidos na lignificacdo durante
a maturacdo do colmo de cana-de-agucar. Porém, este estudo foi realizado apenas com a
disponibiliza¢do dos transcritos do SUCEST. Diante dos novos cendrios da gendmica,
diversos RNA-Seq de cana-de-agicar vem disponibilizando um grande nimero de
transcritos em diferentes orgdos e tecidos desta espécie. Com o intuito de ampliar esta
abordagem e conduzir uma identificacdo e anotagdo completa dos genes da via de
biossintese dos monoligndis, o nosso grupo de pesquisa (PGEMBL), fez a identificacdo,
anotacdo e classificacdo de 37 transcritos de cana-de-acucar através da abordagem de
bioinformdtica em larga-escala e andlises filogenéticas. Desta forma, o grande nimero de
genes sugere a necessidade de investigar e reforcar quais sdo os possiveis candidados
relacionados a biossintese dos monoligndis, ampliando as futuras aplicagdes agro-

bioenergética e biotecnoldgicas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

A presente proposta tem por objetivo analisar o perfil de expressdo dos genes da via
de biossintese de lignina (monoligndis) em um hibrido de cana-de-agicar com baixo

teor de lignina.

4.2. OBJETIVO ESPECIFICO

a) Andlise e valida¢do do funcionamento dos primers dos genes
em estudo.
b) Andlise do perfil de expressao no hibrido de cana-de-agucar

(H89) com baixo conteudo de lignina.

c) Confirmar a participagcdo de genes previamente descritos

d) Identificar novos genes presentes na via de biossintese dos
monolignois

e) Identificar genes promissores da via de biossintese para

manipulacdo genética na via de biossintese dos monolignois.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. MATERIAL VEGETAL

O plantio de 11 hibridos e trés cultivares de referéncia de cana-de-acucar
(MASARIN et al, 2011) ocorreu em 2016 em campo experimental em Lorena-SP. Um dos
hibridos plantados, denominado de H89, apds o periodo de 12 meses de crescimento foi
selecionado para o estudo de expressdo gé€nica por possuir conteido relativamente baixo
(16,8%) de lignina (MASARIN et al., 2011, COSTA et al., 2013). Amostras bioldgicas de
entrends em fases distintas do desenvolvimento, tais como, entrend 1, 3, 5, e 9 (numerados
do topo a base do colmo) foram coletados e separados nas regides medula e cortex (Figura

3).

Todas as etapas seguintes foram executadas no laboratério Plant Genomics and
Bioenergy Laboratory (PGEMBL) na Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP). Os
reagentes para os experimentos foram financiados pelo projeto temdtico (2014/06923-6),

auxilio regular (2014/17486-6) e universal CNPq (444912/2014-2).

Figura 3 - Regides do entrend da cana-de-aguicar. Na figura: (a) representa medula, (b) representa interface e (c)
representa cortex.

Fonte: Autoria prépria
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5.2. EXTRACAO DE RNA

Os tecidos do cortex e medula em diferentes fases do desenvolvimento (entrends 1, 3, 5
e 9) foram retirados do Ultrafreezer e mergulhados imediatamente em nitrogénio liquido
para posterior maceracdo em moinho criogénico modelo 2010 Geno/Grinder® (Spex
SamplePrep®) até obter cerca de 300 mg de amostras em pd. Todas as amostras foram
novamente armazenadas em Ultrafreezer modelo U410 (New Brunswick/Eppendorf) até o

momento de extracdo do RNA.

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando as amostras em pd produzidas na
etapa anterior e o reagente Concert™ Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen)
seguindo recomendacdes do fabricante. O RNA extraido foi, entio, quantificado através do
espectrofotometro BioDrop Duo (Biochrom). A qualidade e a integridade do RNA foi
avaliada por meio de eletrofose em gel de agarose 0,8% em TAE 0,5, assim como pelas
relagdes 260 nm/280 nm A e 260 nm/230 nm A fornecidas durante a quantificacido pelo
BioDrop.

5.3. SINTESE DE CDNA

Para a sintese de cDNA 1 pg de cada uma das amostras de RNA foi tratada com
RQI RNAse-free DNAse® (Promega Co.), seguindo recomendacdes do fabricante, porém
estendendo o tempo de tratamento para 45 minutos, ao invés de 30 minutos. A sintese de
cDNA foi conduzida usando a enzima SSIII (SuperScript III Reverse Transcriptase®
(Invitrogen™), 5 ul da solucdo de RNA tratada com DNAse, FS buffer, ANTPs e iniciador

oligodT, seguindo manual do fabricante.

Para avaliar a eficacia da reacdo de DNAse, por conseguinte foi realizada RT-qPCR
(Reverse transcription quantitative PCR) utilizando 2,5 ul das amostras de RNA tratadas
apenas com DNAse, isto é, aquelas amostras que ndo foram utilizadas para a sintese de
cDNA pela transcriptase reversa SSIII e 2,5ul das amostras de cDNA recém sintetizadas. O
resultado foi avaliado por comparacdo com a curva de amplificacdo (melt) gerada a partir

da reacdo de RT-qPCR usando o gene constitutivo GAPDH.

As amostras de cDNA que possuiam a qualidade necessdria aos testes posteriores

foram entdo armazenadas em freezer a -20°C no Laboratério PGEMBL.
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54. PCREM TEMPO REAL (RT-qPCR)

Para andlise da expressdo génica dos genes de interesse foram desenhados primers
utilizando o software primer 3 plus, obedecendo aos pardmetros: Tamanho do fragmento
entre 80 pb e 150 pb, tamanho dos primers entre 20 pb e 22 pb, temperatura de anelamento
(Tm) entre 57°C e 63°C e conteido de GC entre 45% e 55%. Os primers foram
desenhados preferencialmente na regido entre o ultimo exon e a regido 3’UTR, identificada
a partir de alinhamentos entre as sequéncias de cana-de-agicar e o ort6logo em sorgo. A

sintese foi encomendada a empresa EXXTEND (ANEXO B).

Para avaliar o funcionamento dos primers e para que a maior eficiéncia da reacdo
de PCR fosse alcancada, inicialmente foram realizados testes de padronizacdo por RT-
qPCR para os genes selecionados. Os testes de padronizacdo consistiram na realizacdo de
RT-qPCR utilizando um conjunto (pool) de amostras (cortex 1, 3, 5,9, medula 1, 3, 5,9 ¢
folha jovem). As amostras foram testadas nas dilui¢des 1:25 e 1:50, enquanto os primers
foram testados na concentracdo 200, 400 e 600 mM. Os primers que ndo apresentaram
resultados positivos em nenhuma das condi¢des testadas, foram redesenhados e passaram

por nova avaliacdo.

As reacdes de RT-qPCR foram conduzidas em 20 uL de reagdo contendo 2,5 uL de
cDNA sintetizado a partir dos entrends previamente coletados e processados, primers
reverse (PR) e primers forward (PF), e o kit SYBR Select Master Mix
(LifeTechnologies™), seguindo protocolo modificado. A RT-qPCR foi realizada no
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System utilizando o seguinte programa para a
maioria dos genes: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 s/60°C por 30 s/72°C por
30s, com excecao do gene CAD2 onde os testes foram realizados utilizando o seguinte
programa 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 s/62°C por 30 s/72°C por 30s. As

andlises foram conduzidas em triplicata técnica e duplicata biolégica.

5.5. ANALISE DE DADOS

As andlises de dados referentes a quantificacdo relativa dos niveis de expressdo gé€nica
foram realizadas através do software ThermoCloud® (ThemoFisher Scientific), por
comparacgdo entre o gene de interesse e o gene de referéncia utilizando a formula — ACt,

onde ACt = (Ctyyg — Ctrer), Ct = threshold cycle, tag = tag gene, and ref = reference gene.
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Esse método foi derivado do método (LIVAK er al., 2001; HELLEMANS et al., 2007,
SCHMITTGEN er al., 2008) e o gene de expressdo constitutiva glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) como normalizador (PAPINI-TERZI et al., 2009;
BOTTCHER et al., 2013; LING et al., 2014). O heatmap foi construido com Linguagem

R, através do software RStudio.

A analise de variacdo de dois fatores e o Bonferroni post fest foi realizado no
GraphPad Prism® considerando como significativo p-value> 0,05. Os graficos foram

construidos no Microsoft Excel®.

6. RESULTADOS

6.1. PADRONIZACAO DOS PRIMERS

Através das andlises de bioinformdtica e filogenéticas desenvolvidas anteriormente
pelo nosso grupo, identificou-se 38 genes bonafide de cana-de-aclicar possivelmente
envolvidos na via de biossintese de lignina, usando o conjunto de bancos transcriptdomicos
(SUCEST, RNA-Seq de entren6, RNA-Seq de folha, RNA-Seq de raiz e RNA-Seq de
plantula). Baseado nessas analises filogenéticas foram desenhados primers para analise de

expressao génica em cana-de-acucar (FERRAZ, 2016).

Para a padronizacdo dos primers, inicialmente verificou-se a qualidade dos transcritos
de RNAm, usando como controle o gene constitutivo GAPDH, em amostras de RNA
tratadas com DNAse, seguido da auséncia ou presenca da enzima transcriptase reversa para
a sintese de cDNA. Este cDNA continha a mistura do conjunto de amostras do entrené 1, 3
e 5 (cortex e medula) e folha jovem do hibrido H89. Este teste permitiu verificar, se havia
a presenca de DNA gendmico nas amostras de cDNA (Figura 4). Por conseguinte, foram

encomendados pares de primers, consistindo em forward (PF) e reverse (PR).
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Figura 4 - Curva de amplificagdo do gene GAPDH nas amostras de entrend 1, 3 e 5 (cértex e medula) e folha jovem do
hibrido 89 de cana-de-agticar (Saccharum spp.). (a) — Curva de amplificagdo com pico unico e definido em amostra de
RNA na auséncia da transcriptase reversa, sendo considerada a amostra controle negativo e (b) — curva de amplificacdo
com picos definidos em amostras de RNA na presencga da transcriptase reversa, sendo considerada a amostra controle
positivo. Todas as amostras foram diluidas em 1/50.

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

Fonte: Autoria prépria.

Para a maioria dos genes, das 38 sequencias candidatas a genes possivelmente
envolvidos na biossintese de lignina, foi desenhada inicialmente apenas um conjunto de
primers para cada gene candidato. Com excecao de 12 genes (PAL2, CAD2, CADS, CCRI,
HCTI-L, CCoAOMTI.2, CCoAOMT2.2, CCoAOMT3, C4H2, F5H2, CSE2, CSEI
(ANEXO C), a amplificacdo no conjunto de amostras foi obtida no primeiro ensaio
experimental. Para os demais, foram desenhados outros conjuntos de primers até que
alcancar o padrdo necessdrio para as reagdes de RT-qPCR com as amostras de cana-de-

acucar do hibrido 89.

A concentracdo de primer determinada experimentalmente como ideal para
obtencdo da maior eficiéncia da RT-qPCR foi de 200 mM para os genes PALI.1, PALI.2,
4CLI, 4CL3, 4CL5, CADS, CADS, CADI1, CCR2, CCR3, HCTI, HCT2, HCT-LI, COMT1,
CCoAMTI.1, C3HI, C3H2, C4HI, C4H3, F5HI. Para PAL2, 4CL2, 4CL4, CAD7, CCRI,
COMT?2, CCoAMTI.2, C4H2, e para o gene CSEI a concentracdo ideal determinada foi de
400 mM.

Ja para os genes CAD2, CAD6, CCoAMOT2.1, CCoAMOT2.3 e F5H2 a
concentracdo ideal do primer foi determinada em 600 mM. Quanto a diluicdo das amostras
todos os genes obtiveram resultado positivo com pool de amostra em dilui¢do 1:50, com
excecdo dos genes CAD2, CAD6, CCoAMT2.1 e F5H2 que apresentaram curvas de

amplificacdo apenas nas amostras com dilui¢do 1:25.
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O gene CAD?2 obteve um padrao de amplificacdo muito varidvel quando testado em
amostras a 60°C, entdo foi testado a 62°C e o padrdo obtido foi correspondente ao padrao

aceitavel.

Para os genes CCoOAOMT2.2, CCoAOMT3 e CSE2 nao foi possivel padronizar pois ndo
obtiveram curvas de amplificacio em nenhum desenho de primer testado, em nenhuma
concentracdo de primer e em nenhuma diluicdo de amostra. Todos os primers obtiveram
resultados positivos nos testes de padronizacdo utilizando a temperatura de 62°C na etapa

de desnaturacdo. Estes genes obtiveram curvas de amplificacdo com temperaturas entre

75°C e 90°C e picos entre 2.0 e 7.0.

Os genes F5H2 e CCoAMOT2.3 ndo apresentaram curvas de amplificacdo
comparaveis com aquelas encontradas na padronizagdo dos primers quando testados em

amostras, nem mesmo quando foram testados a 62°C ou em amostras de folha.

6.2. ANALISE DE EXPRESSAO RT-qPCR

Todos os 38 genes foram analisados, por RT-qPCR, nas amostras individuais de cortex
e medula do hibrido H89 de cana-de-aguicar. Utilizando os resultados gerados a partir
destas andlises, foi entdo calculado para cada gene valores de — ACt a partir do qual gerou-
se um grafico por agrupamento conhecido como heatmap (mapa de calor) (Figura 5)
contendo os dados de expressdo relativa dos genes estudados. Os genes foram agrupados

em quatro diferentes grupos.

O grupamento 1 (G1) reldne os genes mais expressos dentre os estudados: PALI.I,
CcoAOMTI.2, CCRI, PALI.2, CcoAOMT2.1, CAD2, COMTI, C4H2, PAL2, 4CL2, CADS,
HCT2, F5HI e CADS. Todos os genes desse grupo evidenciaram diferengas de expressao

entre cortex e medula.

O grupamento 2 (G2) reune os genes menos expressos em relacdo ao grupo Gl.
Possui alguns genes envolvidos com as primeiras etapas das reagdes da via dos
fenilpropandides C3H2, HCTLI, 4CL4, CCR2, C4HI, HCTI, C3HI, CCoAOMTI.I.

Dentre estes, 4CL4 e C3H2 nao foram expressos apenas no entreno 1.
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O grupamento 3 (G3) contém os genes CAD7, CAD6, COMT2 e C4H3 que foram
expressos em apenas algumas amostras analisadas, tais como cortex da medula 3, medula
do entrend 5, cértex e medula do entrené 9. O dltimo grupo (G4) contém genes que ndo

foram expressos ou que nao foram expressos em nivel detectavel por RT-qPCR, tais como

CSEI, CCR3, CADI, 4CL5, 4CL3 e 4CL1.

O gene CSE] foi o tnico gene desse agrupamento que apresentou amplificacdo em
todas as amostras dentro dos parametros determinados pelo teste de padronizacdo dos
primers, evidenciando que hé expressdo deste gene nas amostras analisadas, porém muito
baixa quando comparado a outros genes analisados ou ainda que este gene possua o nivel
de expressdao muito variavel (Figura 6).

Figura 5 - Curva de amplicac¢do do gene CSE/ em amostras de entrend 1, 3, 5 e 9 (cértex e medula) do hibrido 89 de cana-de-agica

(Saccharum spp.). (a) — Curva de amplificacdo em amostras sem o cDNA, sem pico padrdo, sendo o controle negativo e (b) — curva
de amplificacdo em amostras com cDNA, com pico padrdo. Todas as amostras foram diluidas em 1:50.

Fonte: Autoria prépria



34

Figura 6 — Andlise de expressdo dos genes da via de biossintese dos monolignéis em cana-de-aguicar (Saccharum spp.). Representacdo por
heatmap da expressdo relativa de 32 genes ao longo do desenvolvimento do entrend 1, 3, 5 e 9 das regides do cértex (EC) e medula (EM) em
amostras do hibrido 89 de cana-de-acicar. O nivel de expressdo é representado pelo gradiente de cores variando da cor mais escura (preto) até
a cor mais clara (branco), representam alta e baixa ou nula expressdo génica. O agrupamento hierarquico foi conduzido para as amostras
bioldgicas (vertical) e para os genes (horizontal) revelando quatro agrupamentos (G). (G1) representa os genes mais expressos, (G2) genes de
expressdo intermedidria, (G3) genes de expressdo pontual e (G4) genes que ndo foram expressos nas amostras analisadas. Para o cédlculo da
expressdo génica relativa foi usado o gene GAPDH de expressido constitutiva (LING et al., 2014).
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Por apresentarem maior expressdao, os genes do Gl foram selecionados para
analisar o perfil de expressao por amostras. Para isto, foram realizadas andlise de variagdo

(TWO WAY ANOVA) .

Os genes PALI.1, CCRI, CAD2 apresentaram diferencas estatisticas entre os
diferentes estdgios de desenvolvimento estudados e entre as diferentes partes do entrend
(cortex e medula). Para facilitar a interpretacdo textual, os tecidos estudados (cértex e
medula) estardo com a numeragdo seguida referente ao estdgio de desenvolvimento do
entrend. Assim, cortex 1 (EC1) e medula 1 (EM1), representa o tecido proveniente do
entrend 1, e assim sucessivamente. PAL/.1 foi significantemente mais expresso no cortex 5
(ECS). Esse gene apresentou maior nivel de expressdo no cortex intermedidrio (ECS5) em
relacdo ao mais jovem (EC1) e a diminuir a expressdo do tecido intemediario (ECS5) para o
mais maduro (EC9). Quando comparado o cértex e a medula PALI.] tende a aumentar o
nivel de expressdo quando comparamos o cortex e medula mais jovens (EC1 e EM1) e
uma diminui¢do no nivel de expressdo quando comparamos medula e cortex mais maduros
(EC9 e EMY). Essa tendéncia também pode ser observada nos genes COMTI, CADS,
F5HI e PALI.2.

O gene CCRI nao apresentou diferencga estatistica de expressao entre o cortex mais
jovem (EC1) e o intermedidrio (EC3 e ECS5), apenas entre estes € o cértex mais antigo
(EC9). Este gene também apresentou diferencas estatisticas entre cortex e medula, mas ndo

entre os estagios de maturacdo estudados da medula.

O gene CAD2 demostrou tender a diminuir a expressdao do cortex para a medula
sendo mais expresso no cortex mais jovem (EC1) e menos expresso na medula mais jovem

(EM1).

Os genes COMTI, PALI.2, PAL2, CCoAOMT2.1, F5HI, CADS8 e C4H2
apresentaram diferenca significativa de expressdo apenas entre alguns pontos analisados. O
gene PALI.2 foi mais expresso em cortex 5 (ECS5), mas ndo demostrou diferenca
significativa entre os tecidos mais jovem e intermedidrios do cortex (EC1, EC3 e ECS).
Este gene demostrou diminuir o nivel de expressdo no cortex mais antigo (EC9),
aumentando nos tecidos mais jovens da medula (EM1) e havendo diminui¢dao no tecidos

mais antigos da medula (EM9).
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Figura 7 — Anilise de expressdo por PCR em tempo real (RT-qPCR) de genes possivelmente envolvidos na biossintese
dos monolignéis do hibrido 89 de cana-de-agicar (Saccharum spp.). Andlise da expressdo relativa por RT-qPCR de
PALI.1, PALIL.2, CCRI, CCoOAOMTI1.2, COMTI, C4H2, PAL2 e 4CL2 usando duplicata bioldgica e triplicata técnica. O
célculo da expressdo génica relativa foi realizado através do GAPDH de expressdo constitutiva (Ling et al., 2014). As
letras diferentes indicam diferenca estatistica dentro do mesmo entrené (cértex e medula). Nimeros indicam diferenga
estatistica entre diferentes amostras (entrends). Auséncia de nimeros e/ou letras indica que ndo houveram diferencas

significativas.
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PAL?2 apresentou diferenca estatistica apenas entre cortex 5 e cortex 9 e também
entre medula 5 e medula 9, mas ndo entre coértex e medula. F5HI apresentou diferenca

estdtisticas de expressdo entre cortex 5 e cortex 9, sendo mais expresso no cortex 5.
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CADS apresentou diferenca estatistica de expressdo apenas entre medula e cortex 5
e entre cortex e medula 9. O gene C4H2 foi mais expresso na cortex 1 € menos expresso na

medula.

Os genes CADS, HCT2, CCoAOMTI1.2 e 4CL2 ndo apresentaram diferentes niveis

de expressdo entre os diferentes estdgios de desenvolvimento.

Figura 8 - Andlise de expressdo por PCR em tempo real (RT-qPCR) de genes possivelmente envolvidos na biossintese
dos monolignéis do hibrido 89 de cana-de-acicar (Saccharum spp.). Andlise da expressdo relativa por RT-qPCR de
CAD2, CCoAOMT2.1, HCT2, CADS, F5HI e CADS8 usando duplicata bioldgica e triplicata técnica. O célculo da
expressdo génica relativa foi realizado através do GAPDH de expressdo constitutiva (Ling et al., 2014). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica dentro do mesmo entrené (cértex e medula). Nimeros indicam diferenca estatistica entre
diferentes entrends. Auséncia de nimeros e/ou letras indica que ndo foram encontradas diferencas significativas.
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7. DISCUSSAO

Um total de 37 genes bona fide possivelmente envolvidos na biossintese de
monoligndis de cana-de-agticar foi identificado e anotado por anélises de bioinformatica e
filogenéticas (FERRAZ, 2016). Para identificar quais genes estdo envolvidos
funcionalmente nesta via, o presente trabalho propds correlacionar o perfil de expressao
com os quatro estdgios de desenvolvimento do entrend, separando cortex e medula, os
quais estdo associados aos estdgios de lignificacdo em maior e menor grau,

respectivamente.

Alguns trabalhos vém explorando o nivel de expressdo dos genes bona fide da via
de biossintese de lignina em cana-de-aguicar. Dentre estes, Bottcher et al., 2013 analisaram
a expressao de 28 genes em amostras de cortex e medula dos entrends, 1-3 (jovem), 5-7
(intermediario) e 15-17 (maduro) em gendtipos com baixa (4,56%) e alta concentracio
(8,2%) de lignina, segundo os parametros bioquimicos utilizado no trabalho. Os autores
relacionaram o estdgio de desenvolvimento do entrend (cortex e medula), a concentragio
de lignina, a quantidade dos monolignéis com o nivel de expressdo génica e identificaram
alguns padrdes. Dentre estes, os autores destacaram os genes mais envolvidos na
lignificacdo durante o desenvolvimento em cana-de-acucar, tais como ShPALI, ShC4H],
Sh4CL2, ShC3HI, ShCCoAOMTI1, ShF5H, ShCOMT, ShCAD2 e ShCADS. J4 no trabalho
de BEWG; COLEMAN, 2017, os autores identificaram que ndo houve diferencas
significativas nos niveis de expressdo entre o tecido radicular e as cinco se¢des do colmo
testadas (A a E) para C3H, CCoAOMT, F5H e CAD. Dentre estes, C3H, CCoAOMT e F5H
mostraram platd de expressio durante o desenvolvimento. Apesar destes avangos, o
presente trabalho identificou 34 transcritos expressos, 26 genes foram identificados, sendo

7 genes adicionais aos previamente descritos na literatura (tabela 1).
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Tabela 1 - Genes possivelmente envolvidos na via de biossintese de monolignol. Tabela representa comparagdo entre
genes descritos anteriormente e os 26 genes expressos presente trabalho. *Indica que este gene foi identificado no
trabalho mencionado. Em vermelho gene expresso apenas no presente trabalho.

Gene Bottcher et Vicentini et al., 2015  Bewg et al., 2017 Autor, 2019
al.,2013

PAL1.2 *

*
*
*

4CL1

4CL4 *

*
*

CAD2 * *

CAD6 * * *

CADS * * *

CCR2 * *

HCT2 *

COMT1 * * * *

CCoAMT1.1 * * * *

CCoAMT2.1 * *

*
*

C3H2 *

C4H2 * * *

Fonte: Bottcher et al.,2013; Vicentini et al., 2015; Bewg et al., 2017.

9

O agrupamento ndmero 1 (G1) gerado pelo heatmap (figura 5) retine os genes mais

expressos dentre os estudados. Deve-se atentar para o fato que esse agrupamento possui
praticamente um gene de cada familia génica envolvida na biossintese dos monoligndis,
tais como, PALI.I, COMTI, CAD2, 4CL2, CADS, F5HI, CADS, CCoAMOT2.I,
CCoAMOTI.2, PALI.2 e CCRI. Destaca-se a expressdao de PALI.1, o qual obteve o maior
nivel de expressdo nas amostras analisadas, obtendo o maximo de expressdo no cortex 3 e
5 e menor expressdo na medula 9. Além disso, destaca-se que algumas familias génicas,

tais como PAL, CCoAOMT e CAD por possuirem mais de um representante ativo.
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Provavelmente, isso ocorre porque alguns desses genes estdo atuando de maneira
alternativa ou redundante na via. Sendo assim, pode-se especular que os genes mais

expressos de cada familia génica seriam aqueles mais envolvidos na via principal.

PAL € uma das principais enzimas da via dos fenilpropandides. Catalisa L-
fenilalanina a amonia e 4cido transcindmico, a partir dos quais compostos fendlicos sio
produzidos. Os altos niveis e o padrdo de expressdao encontrado neste trabalho corroboram
com as fungdes ja descritas para essa enzima. Uma vez que a enzima PAL é a primeira da
via, seu alto nivel de expressdo em tecidos jovens pode indicar o direcionamento do fluxo
metabdlitos para a producdo de compostos com a lignina (BEWG; COLEMAN, 2017),
assim como de outros compostos envolvidos na defesa da planta contra estresse ambiental

e patdgenos, tais como flavonoides (KASIRAJAN et al., 2017; MCNEIL et al., 2018).

Em estudo para o silenciamento génico da PAL em arroz transgénico utilizando a
técnica de RNA de interferéncia (RNA1), os niveis de PAL foram regulados negativamente
(FANG et al., 2013). Observou-se que as concentragdes de compostos fendlicos nos
tecidos radiculares e nos exsudatos radiculares também foram menores nas plantas
transgénicas do que nos controles, sugerindo que a regulacdo negativa da expressdo de
PAL diminui a expressdo génica de enzimas relacionadas ao metabolismo fendlico. Assim,
PAL pode desempenhar um papel na regulacdo da expressdo gé€nica em enzimas

relacionadas ao metabolismo fendlico e na sintese e liberacdo de fendlicos.

Em Brachypodium distachyon, a regulacdo negativa do gene BdPTALI levou a
redugdes do conjunto de varias flavonas e derivados flavondis, indicando que a via TAL
também fornece substratos para a biossintese de flavonéides. Este caminho diverge da via
de biossintese de monolignol ao nivel de coumaroil-CoA. A posicdo da PTAL na interface
do metabolismo primdrio e secundario sugere que a manipulacdo de PTAL em gramineas
também pode afetar o metabolismo primario, como observado pelo aumento dos niveis de
acido quinico (e o seu éster dcido clorogénico) em plantas com regulacdo negativa de
BdPTALI. Estudos adicionais sd3o necessdrios para determinar se existem papéis
diferenciais para PAL e PTAL na biossintese de flavonoides (BARROS et al., 2016). Em
cana-de-acucar, um estudo com miRNA avaliou a expressdo de enzimas envolvidas na via
dos fenilpropanoides quando hé infec¢ao por fungo na planta, eles demostraram haver um
aumento significativo de expressao e de atividade enzimatica tanto da PAL quanto da TAL

de acordo com a evolucdo do processo infeccioso (SU et al., 2019), o alto nivel de
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expressdo deste gene, encontrado pelo presente trabalho, poderia estd associado a
capacidade de sintetizar 4-cumarato a partir da tirosina, uma vez que PAL est4 envolvido

em outros processos metabdlicos e de regulacdo, além da via de biossintese de lignina.

Os genes CCoAOMTI1.2 e CCoAOMT?2.1 também exibiram padrdes de expressiao
destacadamente altos o que corrobora com o importante papel desses genes que estdo
envolvidos ndo s6 nas etapas de metilacdo necessdrias para a biossintese de monoligndis,
mas também de fendlicos soliveis Podemos supor que os altos niveis de expressdo destes
também possam estar relacionados a sintese de outros compostos fendlicos em cana-de-
acucar (VICENTINI et al., 2015). Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos
que demostraram que esses genes apresentavam pouco ou nenhuma variagdo de expressao
durante a maturacdo do colmo em cana-de-acicar (BOTTCHER et al., 2013; BEWG;
COLEMAN, 2017) .

A familia CCR tem como funcdo converter ésteres de hidroxicinolil-CoA a aldeidos
hidroxicindmicos, usando NADPH como redutor (VAN PARIJS et al.,, 2015). Em
Switchgrass (Panicum virgatum) observou-se que esses genes apresentaram diferentes
padrdes de expressdo em estdgios de desenvolvimento distintos, quando testados em raiz,
folha, flores e entren6. CCRI apresenta-se mais correlacionado a estdgios mais imaturos da
planta, enquanto que COMT e CAD a estagios mais maduros (SHEN et al., 2009). Em
Arabidopsis thaliana e Eucalyptus grandis o gene CCRI mostrou-se preferencialmente
expresso em tecidos vasculares em desenvolvimento, reforcando sua func¢io na biossintese
da lignina durante o desenvolvimento (CAROCHA et al., 2015). Considerando o alto
padrdo de expressao observado em cortex do gene CCRI (Figura 8), pode-se inferir que o
padrdo encontrado estd relacionado a formacao de subunidades H em tecidos em processo
de amadurecimento, uma vez que gramineas possuem um teor relativamente alto dessa

subunidade quando comparado a lignina em eudicotiledoneas (VANHOLME et al., 2010).

COMT e F5H atuam em um segmento especifico da via de biossintese de lignina
levando a formagao da subunidade S (BONAWITZ; CHAPPLE, 2010). O padrao alto de
expressao dos genes COMTI e F5HI encontrados no presente trabalho indicam o
envolvimento desses genes na formagdo da subunidade S, durante o processo de
amadurecimento do entrend, uma vez que ambos 0s genes foram mais expressos em tecido
intermedidrio (ECS5). Em Arabidopsis thaliana, F5HI apresenta expressdo crescente

durante o desenvolvimento da haste da inflorescéncia (RAES, 2003). O silenciamento
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génico de COMTI em cana-de-aguicar através do RNAi, demonstrou que a lignina de
plantas transgénicas foi composta significativamente de menos unidades S e quantidade
similar de unidades G em relagdo ao tipo selvagem (JUNG et al., 2012, 2016). Bewg et al.
2017, também encontraram mudancas significativas na relacdo S/G da lignina em favor da
subunidade G através do silenciamento de F5H por RNAi. A diminui¢do de mondmeros S
associada ao silenciamento de F5SH e COMT pode melhorar a hidrélise enzimdtica sem
haver redu¢@o no teor de lignina. Outro estudo em cana-de-acicar demostrou que hd um
aumento da relagdo S-G nas regides de medula durante a maturacdo do caule, uma vez que
ha aumento da subunidade S dos entrends intermedidrios € maduros, provavelmente devido
a lignificacdo das células do parénquima, que sdao mais numerosas do que os feixes

vasculares (BOTTCHER et al., 2013).

O presente trabalho identificou no agrupamento 1 (Gl), trés diferentes genes
(CAD2, CADS5 e CADS), dafamilia génica CAD os quais exibem padrdes diferentes de
expressao, tais como, CAD?2 preferencialmente expresso em tecido mais jovem, CAD5 nao
apresentou diferenca de expressdo entre os estdgios de desenvolvimento estudados e CADS
preferencialmente expresso em tecido mais maduro, indicando que possam possuir funcdes
sobrepostas de interacdo proteina-proteina, redundantes ou mesmo diferentes dentro da via.
A familia génica CAD ¢é responsavel pela ultima etapa de formacdo do monolignol,
convertendo os aldeidos das etapas anteriores aos dlcoois correspondentes as trés
subunidades formados da lignina (KIEDROWSKI et al., 1992). Nao ha descric¢do até entdo
dentre os membros dessa familia qual gene estaria envolvido na formagdo de qual
subunidade ou se um gene assume a fun¢do principal. Em cana-de-acucar, a expressdo de
CAD? foi relacionada a tecidos de medula madura (BOTTCHER et al., 2013) enquanto
que seus altos niveis de expressdo, assim como sua ortologia com ShCAD2 de sorgo
indicam um papel constitutivo na lignificacdo em cana de acucar (VICENTINI et al.,2015),
essa tendéncia ndo foi observada pelo presente trabalho uma vez que CAD2 foi mais
expresso em tecido jovem. Outros estudos indicam que a familia CAD também estd
envolvida na maturacdio do colmo, uma vez que em Switchgrass apresentou menor
expressao nos tecidos mais jovens da planta (SHEN ez al.,2009), tendéncia essa também

observada em cana-de agucar (BEWG et al.,2017) e no presente trabalho.

O gene 4CL, realiza o terceiro passo da via geral do fenilpropandides, onde acido p-
cumadrico € converido a p-cumaril-CoA (BONAWITZ et al., 2010). No presente trabalho, o

gene 4CL2 ndo apresentou diferencas significativas de expressdo durante o
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desenvolvimento do colmo, enquanto que 4CLI ndo foi expressa em nenhuma das
amostras analisadas. Estes dados contrapdem analises anteriores (JUNG; ALTPETER,
2016) de expressdo da familia 4CL, onde mostraram que os transcritos 4CLJ foram mais
abundantes em comparacdo com 4CL2 em todos os diferentes tecidos e estdgios de
desenvolvimento e que os niveis de expressdo de 4CLI foram aumentados a medida que os
entrends amadureceram, enquanto o 4CL2 apresentou os maiores niveis de expressdao no
entrend mais jovem analisado. Além disso, o 4CLI foi expresso preferencialmente nos
tecidos epidérmicos e vasculares em comparacdo aos tecidos maduros, enquanto o 4CL2

apresentou maior expressao nos tecidos maduros (JUNG; ALTPETER, 2016).

Curiosamente, dentre os genes necessarios para biossintese de lignina ausentes no
Gl, estdo os genes C3H. Estes genes foram identificados no agrupamento 2 (G2),
relacionado a genes com padrdo intermedidrios de expressdo. Os genes C3H, assim como
C4H catalisa as etapas de hidroxilag¢do da via principal de biossintese de lignina. Linhagens
nocaute para o gene C3H em arroz demostraram, assim como havia sido demostrado
anteriormente  para Arabidopsis  thaliana, um grande comprometimento no
desenvolvimento da planta demostrando que niveis de expressdo desse gene sdo
necessdrios para o desenvolvimento da planta em gramineas (monocotiledoneas), assim

como em eudicotileddneas (TAKEDA et al., 2018).

O gene C4H2 foi mais expresso que C4HI, indicando que este seria o gene
envolvido na via principal de sintese de monolignois em cana-de agucar. Além disso,
C4H2 nao exibiu diferenca de expressdo entre cortex e medula. Em Eucalipto essa
tendéncia também foi observada uma vez que C4H2 foi apontado como gene principal

envolvido na via, porém C4HI mostrou-se preferencialmente expresso no xilema

(CAROCHA et al., 2015).

No agrupamento 2, identifica-se os seguintes genes ativos: C3H2, 4CL4, C3H],
CCoAOMTI.1, C4HI, HCTLI, HCT2, PAL2 e C4H2. Quanto a CCoAOMTI.1 e HCTLI
estudos em cana-de-agucar identificaram que a expressao esta intimamente ligada a relagao
S-G (BOTTCHER et al., 2013). A diferenca de expressdo do gene HCT2 observada entre
cortex e medula pode indicar uma relagdo tecido especifica. Em Arabidopsis thaliana HCT
€ expresso em todos os tecidos, mas preferencialmente em tecidos em desenvolvimento

(RAES, 2003).
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O gene CAD7, pertencente ao agrupamento 3 (G3), que foi expresso em apenas
algumas amostras analisadas, tais como medula 5, cértex e medula 9, demonstrando estar
relacionado a caracteristicas especificas de determinados estidgios de maturacdo das
plantas, uma vez que mostra um perfil de expressao bem pontual, muito diferente do perfil
encontrado em arroz onde a diminui¢do do nivel de expressdo desse gene resulta em uma
reducdo dréstica da quantidade de lignina no caule da planta (LI ef al, 2009). Um perfil
semelhante ao encontrado no G3 foi encontrado no grupamento 4 (G4), onde os genes

obtiveram perfil de expressao baixo e pontual.
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8. CONCLUSAO

Distintos estdgios do desenvolvimento do entrené do hibrido 89 (H89) de cana-de-
acucar foram avaliados quanto ao padrdo de expressdo de genes possivelmente envolvidos
na biossintese dos monolignols. Dentre as 37 sequencias candidatas identificadas por
bancos transcriptomicos (RNA-seq e SUCEST), 34 transcritos foram padronizados para
andlise em PCR em tempo real (RT-qPCR) e 26 foram identificados como gene envolvidos
no processo de lignificagdo do colmo em cana-de-agicar, sendo 7 transcritos adicionais em
relacdo a descri¢do presente na literatura. O presente estudo demonstrou a existéncia de um
conjunto de genes possivelmente envolvidos na biossintese de monolignol com expressao
associadas as distintas fases de desenvolvimento do entrené de cana-de-agucar, sendo eles
PALI.1, CCoAOMTI.2, CCRI, PALI.2, CCoOAOMT2.1, CAD2, COMTI, C4H2, PAL2,
4CL2, CADS, HCT2, F5HI e CADS.
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ANEXO A - CURVAS DE PADRONIZACAO DOS PRIMERS

Figura A 1 - Curvas de amplificacdo dos genes C3HI e C3H2. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a amplificacido

do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagfo.
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Figura A 2 - Curvas de amplificacdo dos genes C4H1, C4H2 e C4H3. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a
amplifica¢do do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagdo.
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Figura A 3 - Curvas de amplificacdo dos genes 4CL1, 4CL2, 4CL3, 4CL4 e 4CL5. Na figura, picos acima de 1.0 indicam
a amplificacdo do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagao.
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Figura A 4 - Curvas de amplificacdo dos genes CADI, CAD2, CADS, CAD6, CAD7 e CADS. Na figura, picos acima de
1.0 indicam a amplificagc@o do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagdo.
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Figura A 5 - Curvas de amplifica¢do dos genes CCRI, CCR2 e CCR3. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a
amplificag¢@o do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagdo.
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Figura A 6 - Curvas de amplificacdo dos genes CCoAOMT 1.1, CCoAOMTI.2, CCoOAOMT2.3 e CCoAOMT2.1. Na
figura, picos acima de 1.0 indicam a amplifica¢@o do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagao.
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Figura A 7 - Curvas de amplificagdo dos genes COMTI e COMT?2. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a
amplifica¢do do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagao.
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Figura A 8 - Curvas de amplifica¢do dos genes F5SHI e F5SH2. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a amplificacio
do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reacao.
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Figura A 9 - Curvas de amplificacdo dos genes HCTI, HCT2 e HCTLI. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a
amplifica¢@o do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reagdo.
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Figura A 10 -- Curvas de amplificagdo dos genes PALI.1, PALI.2 e PAL2. Na figura, picos acima de 1.0 indicam a
amplificacdo do gene. Linhas abaixo indicam controle negativo da reag@o
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ANEXO B - SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS

Tabela B1 - Lista de primers desenhados e testados para cada gene.

Gene Nome Sequéncia Produto Tm GC Length

PAL1.1 RTq-ScPALI.1 F Informag@o protegida 85 59.6 50.0 20
RTq-ScPALI.1 R Informag@o protegida 85 58.5 47.6 21
PAL1.2 RTq-ScPAL1.2 F Informagdo protegida 106 60.9 55.0 20
RTq-ScPAL1.2 R Informag@o protegida 106 60.5 60.0 20
PAL2 RTq-ScPAL2 F Informag@o protegida 122 59.3 55.0 20
RTq-ScPAL2 R Informag@o protegida 122 59.9 50.0 20
PAL2 RTq-ScPAL2N1 F Informagdo protegida 86 59.1 55.0 20
RTq-ScPAL2N1 R Informag@o protegida 86 58.5 429 21
4CL1 RTq-Sc4CL1 F Informag@o protegida 121 59.2 45.0 20
RTq-Sc4CL1 R Informag@o protegida 121 59.7 45.0 20
4CL2 RTq-Sc4CL2 F Informag@o protegida 124 59.9 45.0 20
RTq-Sc4CL2 R Informagdo protegida 124 59.9 50.0 20
4CL3 RTq-Sc4CL3 F Informagdo protegida 139 59.8 55.0 20
RTq-Sc4CL3 R Informag@o protegida 139 59.9 429 21
4CL4 RTq-Sc4CL4 F Informag@o protegida 84 59.0 55.0 20
RTq-Sc4CL4 R Informag@o protegida 84 59.1 36.4 22
4CLS5 RTq-Sc4CL5 F Informagdo protegida 112 60.5 50.0 20
RTqg-Sc4CL5 R Informagao protegida 112 59.9 42.1 19
CAD2 RTq-ScCAD2 F Informag@o protegida 105 60.0 61.1 18
RTq-ScCAD2 R Informag@o protegida 105 59.9 55.6 18
CAD2 RTq-ScCAD2N2 F Informagdo protegida 99 60.0 60.0 20
RTq-ScCAD2N2 Informag@o protegida 99 60.0 55.0 20

R
CAD2 RTq-ScCAD2N3 F Informagdo protegida 108 60.0 55.0 20
RTq-ScCAD2N3 Informag@o protegida 108 60.1 63.2 19

R
CAD2 RTq-ScCAD2N1 F Informagdo protegida 98 60.0 55.0 20
RTq-ScCAD2NI1 Informag@o protegida 98 58.6 45.0 20

R
CADG6 RTq-ScCADG6 F Informag@o protegida 101 60.5 61.1 18
RTq-ScCAD6 R Informag@o protegida 101 60.9 474 19
CAD7 RTq-ScCAD7 F Informagdo protegida 115 59.8 57.9 19
RTq-ScCAD7 R Informag@o protegida 115 59.8 45.0 20
CADS5 RTq-ScCADS F Informag@o protegida 117 60.1 55.0 20

(Continua)




(Continuacao)
RTq-ScCAD5 R Informagio protegida 117 59.7 50.0 20
CADS RTQ-ScCADS F Informagao protegida 124 60.3 57.9 19
RTq-ScCADS R Informagdo protegida 124 60.0 45.0 20
CADS RTq-ScCADSNI F Informacio protegida 105 60.0 | 45.0 20
RTq-ScCADSNI Informacio protegida 105 60.0 60.0 20
R
CAD1 RTq-ScCADI F Informagdo protegida 145 59.2 429 21
RTq-ScCADI R Informacio protegida 145 60.6 50.0 20
CCR1 RTQ-ScCCRI F Informagdo protegida 147 60.9 66.7 18
RTq-ScCCRI R Informagdo protegida 147 60.0 50.0 20
CCR1 RTq-ScCCRINI F Informaco protegida 101 60.5 60.0 20
RTq-ScCCRINI R Informacio protegida 101 60.1 45.0 20
CCR2 RTq-ScCCR2 F Informagao protegida 138 595 45.0 20
RTq-ScCCR2 R Informagdo protegida 138 59.0 50.0 20
CCR3 RTq-ScCCR3 F Informagdo protegida 148 59.2 55.0 20
RTq-ScCCR3 R Informagdo protegida 148 59.3 45.0 20
HCT1 RTq-ScHCTI1 F Informagao protegida 131 59.6 50.0 20
RTq-ScHCTI R Informagdo protegida 131 60.6 50.0 20
HCT2 RTq-ScHCT2 F Informagdo protegida 142 60.4 55.0 20
RTq-ScHCT2 R Informagdo protegida 142 59.9 60.0 20
HCT-L1 | RTq-ScHCT-LIF Informagdo protegida 117 60.0 55.0 20
RTq-ScHCT-LI R Informagdo protegida 117 60.3 50.0 20
HCT-L1 | RTq-ScHCT-LIS Informagao protegida 122 60.0 60.0 20
F
RTq-ScHCT-L1S Informacao protegida 122 59.5 55.0 20
R
COMT1 RTq-ScCOMTI1 F Informagﬁo protegida 147 594 55.0 20
RTq-ScCOMTI R Informagﬁo protegida 147 59.2 45.0 20
COMT2 RTq-ScCOMT?2 F Informagﬁo protegida 107 60.0 61.1 18
RTq-ScCOMT2 R Informacao protegida 107 60.3 45.0 20
CCoAMTI1.1 RTq- Informagﬁo protegida 102 58.9 47.4 19
ScCCoAOMT.1
F
RTgq- Informacao protegida 102 59.8 50.0 20
ScCCoAOMT1.1
R
CCoAMT1.2 RTq- Informagﬁo protegida 124 60.5 45.0 20
ScCCoAOMT1.2
F
RTg- Informacao protegida 124 60.9 45.0 20
ScCCoAOMT1.2
R
CCoAMT1.2 RTq- Informagﬁo protegida 143 59.5 45.0 20
ScCCoAOMT1.2N
F
RTg- Informacgdo protegida 143 59.5 50.0 20
ScCCoAOMTI12N
R

(Continua)
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(Continuacao)
CCoAMT2.1 RTq- Informagﬁo protegida 142 59.6 66.7 18
ScCCoAOMT?2.1
F
RTg- Informacao protegida 142 60.4 52.4 21
ScCCoAOMT?2.1
R
CCoAMT2.2 RTq- Informagﬁo protegida 125 58.7 61.1 18
ScCCoAOMT?2.2
F
RTg- Informacao protegida 125 57.8 50.0 20
ScCCoAOMT2.2
R
CCoAMT2.3 RTq- Informacdo protegida 86 59.8 55.0 20
ScCCoAOMT2.3
F
RTg- Informacgéo protegida 86 57.1 50.0 20
ScCCoAOMT2.3
R
CCoAMT3 RTq- Informacdo protegida 116 60.2 55.6 18
ScCCoAOMT3 F
RTg- Informacgéo protegida 116 60.2 50.0 20
ScCCoAOMT3 R
C3H1 RTq-ScC3H1 F Informacdo protegida 115 60.0 50.0 20
RTqg-ScC3H1 R Informagﬁo protegida 115 61.1 45.0 20
C3H2 RTq-ScC3H2 F Informagﬁo protegida 100 60.7 60.0 20
RTg-ScC3H2 R Informagﬁo protegida 100 60.3 45.0 20
C4H1 RTq-ScC4H1 F Informacdo protegida 115 59.5 55.0 20
RTg-ScC4H1 R Informacao protegida 115 59.5 45.0 20
C4H2 RTq-ScC4H2 F Informagﬁo protegida 109 60.1 55.0 20
RTq-ScC4H2 R Informagﬁo protegida 109 59.9 40.0 20
C4H2 RTq-ScC4H2N1 F Informagﬁ() protegida 87 60.1 55.0 20
RTq-ScC4H2N1 R Informacao protegida 87 60.5 55.0 20
C4H3 RTq-ScC4H3 F Informacdo protegida 103 59.6 55.0 20
RTq-ScC4H3 R Inf()rmagﬁo protegida 103 59.0 55.6 18
F5H1 RTq-ScF5H1 F Informagﬁ() protegida 106 594 55.0 20
RTq-ScF5H1 R Informacao protegida 106 60.3 45.0 20
F5H2 RTqg-ScF5H2 F Informacdo protegida 121 60.7 55.0 20
RTq-ScF5H2 R Informacao protegida 121 60.0 50.0 20
F5H2 RTq-ScFSH2N1 F Informagﬁ() protegida 113 60.1 50.0 20
RTq-ScFSH2N1 R Informagﬁo protegida 113 60.0 50.0 20
F5H2 RTq-ScFSH2NS2 Informacdo protegida 114 60.1 50.0 20
F
RTq-ScFSH2NS2 Informacao protegida 114 60.1 50.0 20
R
F5H2 RTq-ScFSH2N2 F Informacdo protegida 111 59.9 55.0 20
RTq-ScFSH2N2 R Informacao protegida 111 60.0 55.0 20
CSE1 RTq-ScCSE1 F Informagﬁo protegida 89 60.5 57.9 19
RTq-ScCSE1 R Informagﬁo protegida 89 60.2 50.0 20
CSE2 RTq-ScCSE2 F Informacdo protegida 96 60.2 50.0 20

(Continua)




(Conclusao)
RTg-ScCSE2 R Informagio protegida 96 60.3 57.9 20
CSE2 RTqg-ScCSE2N1 F Informagio protegida 94 59.4 55.0 20
RTq-ScCSE2N1 R Informagdo protegida 94 60.7 50.0 20
CSE2 RTq-ScCSE2N2 F Informag@o protegida 124 60.2 55.0 20
RTq-ScCSE2N2 R Informagdo protegida 124 60.5 60.0 20
CSE2 RTqg-ScCSE2N3 F Informagio protegida 126 59.6 63.2 19
RTq-ScCSE2N3 R Informagio protegida 126 60.0 55.0 20
CSE1 RTq-ScCSEIS F Informacio protegida 131 60.2 57.9 19
RTq-ScCSEIS R Informacdo protegida 131 60.3 57.9 19
CSE1 RTq-ScCSE1SN1 Informagio protegida 128 59.9 55.0 20
F
RTq-ScCSE1SNI1 Informagio protegida 128 59.9 45.0 20
R

Produto : tamanho do fragmento gerado; Tm: temperatura de melfing (anelamento); GC: conteiido
citosina/guanina; Length: tamanho das bases do primer.
Fonte: Autoria propria
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ANEXO C - TABELA DE RESULTADO DA PADRONIZACAO DOS PRIMERS

Tabela C1 — Lista da padronizacdo dos primers. Tabela mostra concentra¢iio do primer e dilui¢do da amostra determinada
experimentalmente como ideal para obten¢ido da maior eficiéncia da RT-PCR. O simbolo * significa primers que nio

obtiveram resultados positivos durante os testes de padronizacdo nas amostras estudadas.

Gene Nome Concentraciao Diluicao
primer amostra
PAL1.1 RTqg-ScPAL1.1 F 200 1:50
RTqg-ScPALI1.1 R
PAL1.2 RTqg-ScPAL1.2 F 200 1:50
RTqg-ScPAL1.2 R
PAL2 RTq-ScPAL2 F & *
RTq-ScPAL2 R
PAL2 RTqg-ScPAL2N1 F 400 1:50
RTg-ScPAL2N1 R
4CL1 RTqg-Sc4CL1 F 200 1:50
RTg-Sc4CL1 R
4CL2 RTq-Sc4CL2 F 400 1:50
RTqg-Sc4CL2 R
4CL3 RTq-Sc4CL3 F 200 1:50
RTg-Sc4CL3 R
4CL4 RTq-Sc4CL4 F 400 1:50
RTqg-Sc4CL4 R
4CL5 RTg-Sc4CL5 F 200 1:50
RTg-Sc4CL5 R
CAD2 RTqg-ScCAD2 F & o
RTq-ScCAD2 R * *
CAD2 RTq-ScCAD2N2 F 600 1:25
RTq-ScCAD2N2 R
CAD2 RTq-ScCAD2N3 F & 2
RTg-ScCAD2N3 R
CAD2 RTq-ScCAD2N1 F & *
RTq-ScCAD2N1 R
CAD6 RTg-ScCAD6 F 600 1:25
RTqg-ScCAD6 R
CAD7 RTqg-ScCAD7 F 400 1:50
RTg-ScCAD7 R
CADS RTg-ScCADS F 200 1:50
RTg-ScCAD5 R

(Continua)



(Continuagao)
CADS RTq-ScCADS8 F % &
RTg-ScCAD8 R
CADS RTq-ScCAD8NI1 F 200 1:50
RTq-ScCAD8NI1 R
CAD1 RTg-ScCAD1 F 200 1:50
RTg-ScCAD1 R
CCR1 RTqg-ScCCR1 F % o
RTq-ScCCR1R
CCR1 RTq-ScCCRINI1 F 400 1:50
RTg-ScCCRIN1 R
CCR2 RTq-ScCCR2 F 200 1:50
RTqg-ScCCR2 R
CCR3 RTq-ScCCR3 F 200 1:50
RTq-ScCCR3 R
HCT1 RTq-ScHCT1 F 200 1:50
RTq-ScHCT1 R
HCT2 RTq-ScHCT2 F 200 1:50
RTq-ScHCT2 R
HCT-L1 RTq-ScHCT-L1F 200 1:50
RTq-ScHCT-L1 R
HCT-L1 RTq-ScHCT-L1S F % &
RTq-ScHCT-LIS R
COMT1 RTq-ScCOMT1 F 200 1:50
RTq-ScCOMT1 R
COMT2 RTq-ScCOMT?2 F 400 1:50
RTq-ScCOMT2 R
CCoAMT1.1 RTq-ScCCoAOMT1.1F 200 1:50
RTq-ScCCoAOMTI1.1 R
CCoAMT1.2 RTq-ScCCoAOMT1.2 F 400 1:50
RTq-ScCCoAOMT1.2 R
CCoAMT1.2 RTq-ScCCoAOMT1.2N F * &8
RTq-ScCCoAOMT1.2N R
CCoAMT2.1 RTq-ScCCoAOMT?2.1 F 600 1:25
RTg-ScCCoAOMT2.1 R
CCoAMT2.2 RTq-ScCCoAOMT2.2 F & *
RTq-ScCCoAOMT2.2 R
CCoAMT2.3 RTq-ScCCoAOMT2.3 F 600 1:50
RTq-ScCCoAOMT2.3 R
CCoAMT3 RTq-ScCCoAOMT3 F & *
RTQg-ScCCoAOMT3 R
C3H1 RTg-ScC3H1 F 200 1:50

(Continua)
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(Conclusio)
RTqg-ScC3H1 R
C3H2 RTqg-ScC3H2 F 200 1:50
RTg-ScC3H2 R
C4H1 RTq-ScC4H1 F 200 1:50
RTqg-ScC4H1 R
C4H2 RTq-ScC4H2 F ¥ et
RTqg-ScC4H2 R
C4H2 RTqg-ScC4H2N1 F 400 1:50
RTq-ScC4H2N1 R
C4H3 RTqg-ScC4H3 F 200 1:50
RTqg-ScC4H3 R
F5H1 RTq-ScF5H1 F 200 1:50
RTq-ScF5H1 R
FS5H2 RTq-ScF5H2 F & &
RTqg-ScF5SH2 R
F5H2 RTq-ScF5SH2N1 F & &
RTqg-ScF5H2N1 R
F5H2 RTq-ScF5SH2NS2 F 600 1:25
RTq-ScF5SH2NS2 R
F5H2 RTq-ScFSH2N2 F & &
RTq-ScFSH2N2 R
CSE1 RTq-ScCSE1 F 400 1:50
RTg-ScCSE1 R
CSE2 RTqg-ScCSE2 F & *
RTqg-ScCSE2 R
CSE2 RTq-ScCSE2N1 F & &
RTg-ScCSE2N1 R
CSE2 RTqg-ScCSE2N2 F & *
RTq-ScCSE2N2 R
CSE2 RTq-ScCSE2N3 F * *
RTqg-ScCSE2N3 R
CSE1 RTg-ScCSE1S F & *
RTg-ScCSE1S R
CSE1 RTqg-ScCSE1SN1 F & &
RTqg-ScCSEISNI R

Fonte: Autoria prépria




