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RESUMO

A Urochloa decumbens cv Basilisk € uma graminea forrageira que tem grande
importancia na pecuaria brasileira por ser amplamente utilizada na alimentacdo animal. Possui
caracteristicas vantajosas, como adaptacao as varias condi¢des de solo e clima, alta qualidade
nutricional e resistentes a seca. Devido a sua importancia e para aprofundar os conhecimentos
a respeito desta planta, 0 RNA da planta foi extraido pela EMBRAPA Gado de Corte (Campo
Grande, MS) e sequenciado pelo Beijing Genomics Institute, na China. Foi encontrado um
importante conjunto de genes que codificam a expansina, proteinas que estdo ligadas ao
afrouxamento da parede celular, regulando a expanséo e o crescimento da planta. Observou-se
88 expansinas no transcriptoma de Urochloa decumbens, que se dividem em quatro grupos,
Expansina tipo A, Expansina tipo B, Expansina A e Expansina B. Das 88 expansinas, 38 sao
EXLA, 23 sdo EXLB, 8 sdo EXPA e 19 sdo EXPB. A partir destas sequéncias foram
realizados Blastn e andlises filogenéticas para verificar a similaridade e a homologia destas
sequéncias com outras expansinas de diferentes plantas, e verificar as variacdes delas
conforme o tempo de evolugdo. A partir dessas analises, observou-se que os grupos EXLA e
EXLB possuem grande similaridade e homologia com a Setaria italica, apontando que ambas
as sequéncias de expansina EXLA e EXLB possuem um ancestral comum com a Setaria
italica, esses resultados indicam que suas sequéncias sdao mais conservadas. Diferentemente
dos grupos de expansinas EXPA e EXPB que apresentaram maior similaridade e homologia
com outras plantas, como a Oryza sativa, Setaria italica, Phoenix dactylifera e Brassica rapa

para a EXPA e predominantemente Zea mays para a EXPB.

Palavras-chave: brachiaria, filogenia, bioinformatica.
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ABSTRACT

The Urochloa decumbens cv Basilisk is a forage grass that is very important in
Brazilian cattle industry to be widely used in animal feed. It has advantageous features such
as adaptation to various soil and climatic conditions, high nutritional quality and resistant to
drought. Because of its importance and to deepen the knowledge about this plant, the plant
RNA was extracted by EMBRAPA Gado e Corte (Campo Grande, MS) and sequenced by the
Beijing Genomics Institute in China. An important set of genes which encode the expansin
was found, proteins that are linked to the cell wall loosening, adjusting the expansion and
growth of the plant. There was 88 expansins the transcriptome of Urochloa decumbens, which
are divided into four groups, expansin type A, expansin type B, expansin A and expansin B.
Of the 88 expansins, 38 are EXLA, 23 are EXLB, 8 are EXPA and 19 are EXPB. From these
sequences were performed Blastn and phylogenetic analysis to verify the similarity and
homology of these sequences with other expansins of different plants, and check the
variations of them as time of evolution. From these analyzes, it was observed that the EXLA
and EXLB groups have great similarity and homology with Setaria italica, noting that both
sequences expansin EXLA and EXLB have a common ancestor with the Setaria italica, these
results indicate that their sequences are more conserved. Unlike expansins groups EXPA and
EXPB that showed greater similarity and homology with other plants such as Oryza sativa,
Setaria italica, Phoenix dactylifera and Brassica rapa for EXPA and predominantly Zea mays
for EXPB.

Keywords: brachiaria, phylogeny, bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria no Brasil € uma importante atividade econémica rural, que pode ser divida
em pecudria de corte e de leite, ambos os sistemas de producdo sdo baseados na utilizacao de
pastagens. As principais espécies forrageiras pertencem ao género Brachiaria. Estima-se que
80 a 90% da pastagem do Brasil sdo constituidas pela espécie forrageira Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha (PACIULLO et al, 2007). A espécie Brachiaria
decumbens, também conhecida como capim-braquiéria, ¢ uma forrageira que tem sua origem
na Africa e devido as suas qualidades e adaptacdes ao clima tropical, ela tem sido amplamente
disseminada e utilizadas nessas regides do mundo (JAKELAITIS et al, 2004).

A espécie Urochloa decumbens é uma graminea perene e herbacea, que produz e
desenvolve uma grande quantidade de estoldes, que é um tipo de caule que cresce
paralelamente ao ch&o produzindo gemas, permitindo assim, maior facilidade de
enraizamento, consequentemente, proporciona maior protecdo ao solo contra a erosdo e
cobrem todo o terreno, podendo atingir cerca de 60 a 70 cm de altura. Entre as caracteristicas
de interesse dessa forrageira, destaca-se ser adaptada a diversos solos, ndo ser exigente quanto
a fertilidade, possui adaptacdo em solos fraco e arenosos ou acidificados e inférteis, possuir
grande resisténcia a seca e possui, alta producdo de biomassa. Porém, a Unica exigéncia desta
planta é o de ter uma boa drenagem, porque essa forrageira ndo tolera o encharcamento além
de possuir baixa tolerancia a geada (ANDREAZZA et al, 2013).

“Recentemente foi realizado o transcriptoma das raizes de U. decumbens cv. Basilisk
por meio da técnica de RNA-Seq, disponibilizando um banco de dados das sequéncias
expressas para estudos desta forrageira” (OLIVEIRA et al, 2013).

As expansinas sdo proteinas que estdo presentes na parede celular das plantas, e estdo
envolvidas em diferentes processos de desenvolvimento da mesma, como o afrouxamento da
parede celular, a organogénese, germinacdo de sementes e maturacdo de frutos. Foram
identificadas expansinas em todas as plantas terrestres que foram examinadas. Trabalhos
anteriores demonstraram que o tamanho da familia das expansinas permanece relativamente
constante entre as espécies, mesmo quando os genes individuais tém uma diferente historia
evolutiva (CAREY et al, 2013).

No banco de dados construido com o transcriptoma da planta foi realizada uma analise

para avaliar a presenca das expansinas.
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1.1  Objetivos

Geral: Verificar a presenca de genes que codificam a expansina a partir do transcriptoma da
Urochloa decumbens cv Basilisk.

Especifico: Fazer uma avaliacdo da similaridade das expansinas presentes no transcriptoma de
U. decumbens com as encontradas no banco de dados bioldgicos genbank do NCBI e realizar

estudo evolutivo destas sequéncias de DNA.

1.2 Justificativa

Este é um trabalho inédito, e fornecera informagdes sobre evolugdo das sequéncias de
DNA que codificam expansinas da Urochloa decumbens cv. Basilisk.

As expansinas sdo importantes enzimas que realizam o afrouxamento da parede
celular e estd envolvida também em processos como a organogénese, a germinacao de
sementes e maturagdo de frutos. Devido a essas funcgdes relacionadas ao crescimento da
planta, é de grande interesse o0 estudo da sua expressdao em plantas com certa importancia

econdmica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  Urochloa decumbens (Stapf) cv. Basilisk

A espécie Urochloa decumbens, pertence a familia Poaceae do género Urochloa P.
Beauv. Spp. (sinbnimo de Brachiaria (Trin.) Griseb. Spp.), teve sua origem no oeste africano,
€ mais conhecida como capim-braquiaria e ocupa grande area de pastagens no Centro-Oeste
brasileiro, isso se deve as sua adaptacdo ao clima, facilidade no manejo e suas qualidades
como forrageira (JAKELAITIS et al, 2004).

No Brasil a Brachiaria decumbens, foi introduzida primeiramente no Norte do pais na
década de 1950, e teve maior disseminacdo na década de 1970 atraves de programas
governamentais que estimulava a pecuaria nos cerrados, como o Conselho Nacional de

Desenvolvimento da Pecuaria — Condepe — e Projeto de Melhoramento de Pastagens —
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Propasto. Propagou-se de maneira rapida devido a sua boa adaptacdo e produtividade em
solos acidos e pobres, caracteristicos dos cerrados brasileiros. Nas décadas de 1970 e 1980,
foram introduzidas sementes importadas da Australia em milhdes de hectares do Brasil
formando um extenso monocultivo no pais. Essas sementes eram produzidas na regido
chamada Basilisk, devido a isso a cultivar recebeu esse nome, podendo ser conhecida também
por “australiana” (VALLE et al, 2004).

De acordo com Seiffert (1984), a introducdo no Brasil da Brachiaria decumbens
ocorreu primeiramente em 1952 no IPEAN (Instituto de Pesquisas e Experimentacao
Agropecuaria Norte). A Brachiaria decumbens é classificada como uma espécie apomitica, ou
seja, ndo ocorre fecundagdo. Possui um numero de cromossomos 2n=36. Sdo citadas duas
cultivares de Brachiaria decumbens introduzidas no Brasil com procedéncias diferentes, uma
de procedéncia da IPEAN, e a outra proveniente de sementes importadas da Australia.

A Brachiaria decumbens cv. Basilisk Também é espécie perene, possui um porte
maior de 60 cm-1 m de altura, sub-ereta, geniculada em alguns dos nés inferiores e pouco
radicante. Seus rizomas possuem forma de nodulos pequenos. Suas folhas sdo linear-
lanceoladas, com 150-250 mm de comprimento e 20 mm de largura, sdo rigidas e
esparsamente pilosas. Sua inflorescéncia e suas raques sdo iguais a Brachiaria decumbens cv.
IPEAN, formada por 1-5 racemos, de 20- 100 mm de comprimento e raques de 1,5 mm de
largura. Suas espiguetas sdo ligeiramente pilosas no apice com 5 mm de comprimento e
bisseriadas ao longo da raques (SEIFFERT, 1984).

A espécie Urochloa decumbens cv Basilisk ndo é exigente quanto a fertilidade e
possui boa adaptacdo na maioria dos solos, mesmo em solos fracos e arenosos ou acidificados
e inférteis, além de ser resistente a seca e ter alta producdo de biomassa, porém o solo deve
ser bem drenado, visto que essa forrageira ndo tolera o encharcamento e possui baixa
tolerancia a geada (ANDREAZZA et al, 2013).

2.2  Expansinas

As expansinas sdo um grupo de enzimas extracelulares que modificam diretamente as
propriedades mecanicas da parede celular da planta, induzindo a extensdo da parede celular,
ou o afrouxamento da tensdo em condi¢6es de pH acido (MCQUEEN-MANSON et al, 1992;
LEE et al, 2002; BUDZINSKI et al, 2011). As expansinas sdo proteinas que estdo presentes
na parede celular das plantas, e estdo envolvidas em diferentes processos de desenvolvimento

da mesma, foram identificadas em todas as plantas terrestres que foram examinadas.
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Trabalhos anteriores como: Portrait of the expansin superfamily in Physcomitrella patens,
artigo de Carey e Cosgrove de 2007 e Genome histories clarify evolution of the expansin
superfamily, artigo de Sampedro, Carey e Cosgrove de 2006, demonstraram que 0 tamanho da
familia das expansinas permanece relativamente constante entre as espécies, mesmo quando
o0s genes individuais tém uma diferente histdria evolutiva (CAREY et al, 2013).

A parede celular da planta é composta de microfibras de celulose, que se liga a
diferentes glicanos, incluindo o xiloglucano e a xilana (hemiceluloses). A extensdo da parede
celular envolve a separacdo dessas microfibras de celuloses das hemiceluloses pelo processo
de deformacdo molecular, promovendo o deslizamento entre os polimeros e permitindo que a
célula absorva agua, levando a expansdo da parede celular. Existe uma hipoOtese que a
expansina A promove este movimento induzindo a dissociacdo local e o deslizamento de
xiloglucanos, enquanto que a expansina B trabalha de maneira semelhante sobre um glicano
diferente, talvez sobre a xilana. No entanto, ndo existem ensaios que demonstre que as
expansinas tém essa atividade hidrolitica ou qualquer outra atividade enzimatica (ZHU, Y. et
al, 2014).

As expansinas hidrolisam as ligaces entre a hemicelulose e as microfibrilas de
celulose e, assim, induzem o alongamento/extensao irreversivel da parede celular e também o
seu relaxamento. Elas também desempenham importante papel nos processos de
desenvolvimento da planta como a organogénese, a germinagéo da semente e a maturacéo de
frutos (LEE et al, 2003; BUDZINSKI et al, 2007). Acredita-se que as expansinas
interrompam ligacdes ndo covalentes, como as pontes de hidrogénio, na interface da celulose
e hemicelulose, limitando desta forma o turgor presente na expansao celular (MCQUEEN-
MANSON et al, 1992; BUDZINSKI et al, 2007).

As expansinas sdo codificadas por uma superfamilia de genes, e sdo divididas em
quatro familias: a-expansina (EXPAs), B-expansina (EXPBs), expansina tipo A (EXLA) e
expansina tipo B (EXLB). As expansinas possuem em media 250 a 275 aminodcidos de
comprimento, e contém dois dominios que sdo precedidos por um peptideo de sinal com 20 a
30 aminoéacidos de comprimento. O dominio | homélogo a familia de glicosideo hidrolase (45
proteinas), e o dominio Il especula-se ser um dominio de ligacdo de polissacarideos na
superficie da proteina (ZHU, Y. et al, 2014).

A Andlise evolutiva indica que o ultimo ancestral comum de monocotiledoneas e

eudicototiledoneas tinham pelo menos 12 genes de a-expansina e 2 genes p-expansina. Os
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descendentes de cada um desses genes formam clados que s&o identificados com numerais
romanos (SAMPEDRO et al, 2015).

Segundo Tomazini Janior (2012) as a -expansinas podem ser diferenciadas das demais
pela presenca de uma grande inser¢do e uma delecdo no dominio 1, as proteinas semelhantes a
a-proteinas por sua vez apresentam um exclusivo motivo de conservacdo (CDRC) na
extremidade amino-terminal do dominio 1 e seu dominio 2 apresenta uma extensdo de
aproximadamente 17 aminoacidos nao encontrados em outras familias de expansinas. Ja as -
expansinas sdo aquelas relacionadas filogeneticamente com o grupo, polen alergénico de
gramineas. Todos os membros da superfamilia expansina possuem dois dominios na proteina:
um N-terminal que é relacionado distantemente ao dominio catalitico de glicosilhidrolases da
familia 45 (GH45) e um C-terminal que estd relacionado distantemente ao dominio pdélen
alergénico em gramineas.

Apenas as maiores familias (EXPA e EXPB) estdo relacionadas ao afrouxamento da
parede celular, ao passo que as expansinas semelhantes (EXLA e EXLB) s&o reconhecidas
apenas pelas suas sequéncias conservadas e as suas funcdes permanecem desconhecidas
(SANTO, S. D. et al, 2013). As a-expansinas, que representam a maior familia, referem-se a
um grupo de proteinas altamente conservadas que provavelmente controla a extensdo da
parede celular e processos de desenvolvimento, incluindo a dissociacdo e separacdo das
células. As B-expansinas, que compdem a segunda maior familia, sdo secretadas pelo pdlen
das gramineas e promovem intensa degradacdo da parede celular dos grdos de pélen. Em
relacdo as EXLA e EXLB, atualmente sdo conhecidas somente as sequéncias génicas
(SAMPEDRO & COSGROVE, 2005).

Segundo Sampedro (2015) em gramineas, a familia de PB-expansina expandiu-se
consideravelmente, podendo conter até 50% do total de expansinas da planta. Os membros
mais bem estudados da familia b-expansinas, sdo proteinas que se acumulam a niveis
elevados em pdlen de gramineas, estas facilitam a penetracdo intercelular dos tecidos pelo
tubo polinico. Em adi¢do ao seu papel fisioldgico, estas proteinas sdo indutores potentes da
febre dos fenos e asma sazonal em seres humanos, imunologistas tém chamado-os de grupo-1
dos alérgenos de polén de grama.

A alta atividade de B-expansina foi ensaiada como a inducéo de deformacéo da parede
celular em coleoptilos de trigo, anteriormente detectado em extratos de pdlen de milho e em
outras duas espécies de gramineas, Phleum pratense e Lolium perenne, em todos os trés

casos, associado a presenca de EXPB. Para se testar a atividade da expansina, foram obtidos
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extratos de pdlen proteicos de 19 espécies pertencendo a trés subfamilias e sete tribos
Poaceae. Todos os extratos de pdlen foram capazes de induzir um aumento na taxa de
extensdo gradual de coleoptilos de trigo inativado. Assim, essa atividade € uma caracteristica
comum de polen de diversas espécies de gramineas (SAMPEDRO et al, 2015).

Diversos trabalhos mostraram que, em arroz, cujo genoma contém muitos genes de
EXPA e EXPB, a expressdo de genes especificos EXPA e EXPB encontra-se correlacionado
com a inducdo de alongamento rapido de entrenos por giberelina (LEE & KENDE, 2001;
COSGROVE et al, 2002). O grande nimero de genes EXPB em arroz sdo expressos em
diferentes 6rgéos, e pelo menos, alguns deles sdo expressos em um padrdo consistente com 0
papel de crescimento celular. No milho, que também tem numerosos genes de EXPA e
EXPB, a zona de crescimento da raiz expressa apenas um pequeno nimero de genes EXPA e
EXPB, e alguns destes sdo regulados positivamente por déficit de agua (COSGROVE et al,
2002). Este aprimoramento de expressdo da expansina pode ser uma parte importante da
resposta adaptativa do crescimento das raizes do milho ao estresse hidrico. Em outra graminea
onde a expressdo do gene da expansina foi analisada, a expressdo da expansina na folha foi
relacionada ao crescimento (alongamento das células) e a diferenciacao celular (REIDY et al,
2001; COSGROVE et al, 2002).

2.3 Filogenia

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, juntamente com o proprio conceito de
ancestralidade entre espécies. O modelo de uma arvore é utilizado para representar supostas
relacfes de ancestralidade entre as espécies (SOUZA, 2011). A arvore é um modelo utilizado
para representar uma hipétese mais provavel da historia evolutiva de um grupo de sequéncias
ou de organismos, consiste de nds conectados por bracos. NGs terminais representam
sequéncias ou organismos que estdo sendo estudados. NOs internos representam os hipotéticos
ancestrais. O ancestral comum, ou de todas as sequéncias da arvore é a raiz desta (YANG,
2006; SOUZA, 2011).
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Figura 1. Modelo de arvore filogenética com sequéncias de Urochloa decumbens e Setaria italica.

A melhor medida da relacdo filogenética de duas espécies é a idade do evento de
especiacdo sofrido pelo ancestral mais recente em comum. Essa relacdo filogenética entre
duas espécies pode ser estimada através da diferenca nos pares de base de um gene neutro
usado em filogenia molecular entre duas espécies (HARVEY & PAGEL, 1991;
CIANCIARUSO et al, 2009).

Para realizar trabalhos com reconstrucédo filogenética baseada em dados moleculares é
preciso conhecer algumas caracteristicas das sequéncias que se deseja comparar. Em primeiro
lugar, elas tém de ser homologas, ou seja, apresentar um ancestral comum. Ha trés tipos de
homologia: ortologia, quando as sequéncias tém um Unico e mesmo ancestral comum;
paralogia, quando se originam de uma duplicagdo génica; e xenologia, quando se originam
por incursdo lateral (ou horizontal). Somente as sequéncias ortdlogas podem fornecer
informacdes filogenéticas na historia de organismos (FERNANDES & MATIOLI, 2001).

Existem diferentes métodos de construcdo de arvores filogenéticas, cada método de
construcdo é escolhido de acordo com os dados biolégicos que serdo utilizados. No método de
maxima parciménia o objetivo é encontrar a topologia da arvore para um grupo de sequéncias
gue possa ser explicada com o menor nimero de mudancas de caracteres ou mutacoes.

De acordo com Pinto (2004, p. 23).

O algoritmo da maxima parciménia calcula a probabilidade da esperanga de cada nucleotideo
(ou aminoécido) no né ancestral (interno) e infere a chance da ocorréncia de cada topologia
para aquela probabilidade. Trata-se de um processo complexo, principalmente porque
diferentes topologias de arvores requerem diferentes tratamentos matematicos, o que demanda

atividade computacional elevada.

Neste método, a variabilidade das sequéncias em alguns casos pode nado ser (Util, pois,
aquelas que apresentarem variagdo numa Unica sequéncia adicionardo um passo para qualquer
uma das arvores consideradas, ou seja, aquela que tiver o0 menor nimero de mudangas. Em

seguida, para cada uma das arvores possiveis, 0 numero de substituicbes de cada sitio
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informativo é inferido e o total, para cada uma das &rvores possiveis é calculado. A arvore
com menor comprimento é selecionada como mais parcimoniosa. Pode haver mais de uma
arvore parcimoniosa e todas devem ser consideradas (MATIOLI, 2001; SOUZA, 2011).

A vantagem do método da parcimdnia € facil interpretacdo dos dados, uma vez que
escolhe o caminho mais simples. Sua desvantagem é quando os marcadores usados
apresentam grande nimero de homoplasias relativamente a quantidade de sitios informativos.
Muitas substituicdes nas sequéncias geram ramos longos comparativamente aquelas com
menores numeros de substituicdes, e serdo agrupadas de maneira errada pelo método da
parcimonia. Este problema é denominado atracdo de ramo longo. Este erro pode ser evitado
com o uso de marcadores com menores taxas de evolugdo (YANG, 2006; SOUZA, 2011).

3. MATERIAL E METODOS

Parte do presente trabalho foi realizado pela EMBRAPA Gado de Corte (Campo
Grande, MS).

3.1 Material bioldgico e extracdo de RNA para o sequenciamento.

Aproximadamente 640 sementes de U. decumbens cv. Basilisk (genotipo tolerante ao
Al3+) foram germinadas em bandejas com areia e vermiculita 1:1. Apds doze dias da
germinacdo, 200 plantulas foram transferidas para dois sistemas hidropdnicos, contendo 0s
seguintes tratamentos: (1) 200 uM CaCl2, pH 4.2; e (2) 200 uM CaCl2 + 200 uM AICI3, pH
4.2; preparadas conforme WENZL et al (2006). Foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés repeticdes, com cerca de 30 plantulas cada. As plantulas
permaneceram nos tratamentos por 8 horas. Depois deste periodo, as plantulas foram retiradas
dos tratamentos e suas raizes foram cortadas em aproximadamente 1 centimetro a partir da
ponta para a extracdo do RNA total.

A extracdo de RNA dos seis bulks de raizes (trés submetidos ao Al3+ e trés controles)
foi feita utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen) conforme o protocolo do fabricante. O
RNA total foi entdo ressuspendido em 20 puL de agua MilliQ estéril e tratado com Dnase
(Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. A quantificagdo do RNA total foi
realizada no NanoDrop® 1000 (Thermo), obtendo-se concentragdes superiores a 1000 ng L

! A qualidade do RNA foi avaliada pela razao das absorbancias A260 nm e A280 nm, sendo
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proximas a 1,8; e pela anélise em gel de agarose 1%. Apds esta avaliacdo, as amostras foram
ressuspendidas novamente em etanol 70% e enviadas para o Beijing Genomics Institute
(BGI), Shenzhen, China.

3.2 Construcao das bibliotecas de mRNA

No Beijing Genomics Institute (BGI) em Shenzhen, China, o RNA total foi tratado
com Dnase e 0 mRNA foi isolado e purificado utilizando esferas magnéticas com oligo(dT).
O mRNA purificado foi fragmentado por enzimas de restricdo e, em seguida, a primeira fita
de cDNA foi sintetizada. O mRNA molde foi removido e a segunda fita de cDNA foi
sintetizada. Posteriormente, as extremidades dos cDNAs foram reparadas e foi adicionado ao
meio um nucleotideo A (adenina) em cada extremidade 3’ para ligacdo com os adaptadores
(linkers). Foi realizada uma PCR com oligonucleotideos especificos para as sequéncias dos
adaptadores, aumentando o nimero de fragmentos das bibliotecas. Para validagdo dos dados,
as bibliotecas foram quantificadas e qualificadas usando o Agilent DNA 1000 no Bionalyzer e
ABI StepOnePlus Real-Time PCR System. As bibliotecas de cDNA foram sequenciadas
utilizando a plataforma Illumina HiSeqTM 2000.

3.3  Obtencéao das sequéncias de expansinas do banco de dados.

O transcriptoma de raizes de Urochloa decumbens cv Basilisk foi obtido pela Embrapa
Gado e Corte em Campo Grande — MS. Os transcritos obtidos foram disponibilizados para
realizacdo do presente estudo.

Para realizacdo das analises de expansinas em U. decumbens, inicialmente buscou-se
todas as sequéncias de expansinas existentes no Genbank, banco de dados online do NCBI

(Disponivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov) para realizacdo da comparagdo. Todas as sequéncias

de nucleotideos foram copiadas no formato FASTA. Em seguida um banco de dados local foi
criado em um computador da UFGD Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais.

Antes de realizar a analise filogenética, as sequéncias de nucleotideos foram separadas
por grupos onde cada uma delas foi comparada com outras sequéncias do banco de dados
criado anteriormente através do Basic Local Alignment Search Tool (Blast), neste caso foi
utilizado o Blastn (Disponivel em: www. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) que faz uma
comparacdo de sequéncias de nucleotideos com um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos. Em seguida foi criada uma tabela para cada tipo de expansina da Urochloa

decumbens com as sequéncias do banco de dados que apresentaram maior similaridade.
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O Blastn das sequéncias foram realizados em varias datas, de acordo com o progresso
do trabalho, sendo a ultima no dia (20/10/2015).

3.4  Alinhamento de sequéncias

Alinhamentos multiplos foram obtidos utilizando-se o programa Clustal X2 (LARKIN
et al, 2007). A partir dos alinhamentos foram preparadas arvores filogenéticas utilizando-se o
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis ou MEGA (TAMURA et al, 2013),
utilizando-se 0 método de maxima parciménia. Os ramos das arvores foram testados por
bootstrap, com 1.000 repeti¢Ges, ou seja, a arvore filogenética foi criada 1000 vezes para

gerar um resultado.

3.5  Construcéo das arvores filogenéticas

Para a construcdo das arvores filogenéticas, foi preciso separar as sequéncias da
Urochloa decumbens com sua respectiva sequéncia do banco de dados que apresentou maior
similaridade, contudo, muitas sequéncias da Urochloa decumbens apresentou maior
similaridade com a mesma sequéncia do banco de dados, devido a isso, essas sequéncias
foram separadas e foi construida uma arvore filogenética. Todas as arvores filogenéticas
foram construidas com apenas sete sequéncias, devido a grande diferenca entre elas que néo
permitia que o programa MEGA (TAMURA et al, 2013) criasse arvores filogenéticas do
modelo desejado.

Foram construidas 8 arvores para analise filogenética da EXLA, 5 arvores para EXLB,

2 arvores para EXPA e 4 arvores para EXPB.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel encontrar 88 expansinas sequénciadas no transcriptoma de Urochloa
decumbens, que se dividiam em quatro grupos, a EXPA, EXPB, EXLA e EXLB. Das 88
expansinas sequénciadas no transcriptoma de Urochloa decumbens, 38 sdo EXLA, 23 sdo
EXLB, 8 sdo EXPA e 19 sdo EXPB.
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4.1  Resultados do alinhamento local feito pelo Blast

Das 38 sequéncias de expansina EXLA de Urochloa decumbens, 36 apresentaram

maior similaridade com o painco Setaria italica, uma com o fungo Penicillium digitatum e

uma o milho Zea mays (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias de EXLA da Urochloa decumbens e suas respectivas sequéncias mais

similares do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens GI* Planta Total Query E-value Iden
score cover
Unigene29848 425774237  Penicillium 274  88% 6,00E°  92%
digitatum
CL22053.Contig2 514707164  Setariaitalica 1116  72% 0.0 92%
Unigene39118 514773304  Setaria Italica 1617  99% 0.0 90%
Unigene39123 514773304  Setaria Italica 1127  79% 0.0 92%
Unigene39124 514773304  Setaria Italica 1533  99% 0.0 90%
CL18540.Contigl 514788476  Setaria ltalica 231  56% 4,00E™"  91%
CL.18540.Contig2 514788476  Setaria ltalica 231  74% 3,00E°"  91%
Unigene70707 514788476  Setaria ltalica 287  89% 7,00E™  91%
CL591.Contigl 514816584  Setaria Italica 1109  86% 0.0 88%
CL591.Contig2 514816584  Setaria Italica 1142 82% 0.0 89%
CL591.Contig5 514816584  Setaria ltalica 536  80% 1,00E™*®  89%
Unigene39117 514816584  Setaria Italica 314 87% 7,00E®%"  86%
Unigene39121 514816584  Setaria Italica 833 78% 0.0 85%
Unigene39122 514816584  Setaria Italica 926 75% 0.0 86%
CL591.Contig6 514816586  Setaria ltalica 466  97% 1,00E™*"  92%
Unigene3615 514816586  Setaria ltalica 246  94% 1,00E®  82%
Unigene52964 514816586  Setaria Italica 233  45% 1,00E°"  91%
CL9937.Contigl 514821954  Setaria Italica 671 100% 0.0 95%
Unigene39115 514821954  Setaria ltalica 499  90% 2,00E™"  94%
Unigene43754 514823794  Setaria ltalica 363  73% 2,00E%  93%
CL591.Contig3 514823796  Setaria Italica 992 66% 0.0 91%
CL591.Contig4 514823796  Setaria Italica 883 60% 0.0 90%
Unigene81713 670411550  Zea mays 89,9 58% 3,00E™  76%
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CL22053.Contigl
Unigene39119
CL11849.Contigl
CL11849.Contig2
Unigene3830
Unigene45025
CL22207.Contigl
Unigene26661
CL2142.Contig5
Unigene70074
CL2142.Contigl
CL2142.Contig2
CL2142.Contig3
CL2142.Contig4
Unigene93967

835908068
835915498
835924943
835924943
835924943
835963113
835976643
835976643
836017714
836017714
836026364
836026364
836026364
836026364
836028131

Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica
Setaria Italica

Setaria Italica

411
442
354
239
1131
348
505
446
1311
1315
1271
1507
1302
1345
158

100%
96%
68%
45%
85%
99%
92%
71%
59%
69%
67%
92%
68%
90%
42%

5,00
2,00E*%
5,00E°
4,00E™°
0.0
4,00E %
3,00E™*
2,00E*4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
6,00E%

93%
94%
85%
85%
90%
87%
90%
90%
88%
90%
93%
92%
93%
90%
92%

*Gl: nimero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI; Total Score: nimero de pontos

similares entre a sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk e as do banco de dados; Query Cover:

porcentagem da sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk que é similar sequéncia do banco de dados; E-

value: probabilidade do alinhamento tem ocorrido ao acaso; Identidade: quantidade de pareamentos corretos.

Todas as sequéncias de expansinas EXLB da Urochloa decumbens apresentaram

maior similaridade com o paingo Setaria italica, com excecdo da sequéncia Unigene81589,

que ndo apresentou similaridade com nenhuma sequéncia do banco de dados (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncias de EXLB da Urochloa decumbens e suas respectivas sequéncias mais

similares do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens  GI* Planta Total Query E-value Ident
score  cover
CL731.Contigl 836025731  Setaria italica 800 92% 0.0 87%
CL731.Contig2 514817951  Setariaitalica 1338  90% 0.0 89%
CL731.Contig3 514817951  Setariaitalica 1408  86% 0.0 91%
CL731.Contig4 514817951 Setariaitalica 1450 92% 0.0 91%
Unigenel6735 836025731  Setariaitalica 1059  86% 0.0 86%
Unigenel6736 514817961  Setariaitalica 869 63% 0.0 89%
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Unigenel6737 514817961  Setaria italica 950 76% 0.0 86%
Unigenel6738 514817961 Setariaitalica 1249 90% 0.0 90%
Unigenel6739 514817951  Setariaitalica 1175 93% 0.0 86%
Unigenel6741 514817957  Setariaitalica 826 71% 0.0 92%
Unigenel16742 836030222 Setariaitalica 849  96% 1,00E™%  90%
Unigenel6743 514817951  Setaria italica 959 98% 0.0 86%
Unigenel6744 836030222  Setariaitalica 1221  80% 0.0 92%
Unigenel6745 836030222  Setariaitalica 1187 78% 0.0 91%
Unigenel16746 836024210 Setariaitalica 610  64% 1,00E™  89%
Unigene29880 835907332  Setariaitalica 588  99% 3,00  95%
Unigene43994 836023346  Setariaitalica 470  99% 9,00E™®  93%
Unigene73184 514817957 Setariaitalica 326  99% 2,00E®  86%
Unigene75926 514817961 Setariaitalica 182  40% 4,00E*  96%
Unigene81685 835906424  Setariaitalica 361  97% 5,00E%  90%
Unigene90429 836004032 Setariaitalica 291  100%  5,00E" 91%
Unigene56935 835937498  Setariaitalica 658  83% 0.0 91%

Unigene81589*

*Gl: nimero de identificacdo da sequéncia no banco de dados do NCBI; Total Score: nimero de pontos
similares entre a sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk e as do banco de dados; Query Cover:
porcentagem da sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk que é similar sequéncia do banco de dados; E-

value: probabilidade do alinhamento tem ocorrido ao acaso; ldentidade: quantidade de pareamentos corretos.

As sequéncias de expansinas EXPA da Urochloa decumbens apresentaram diferentes
similaridades com as das sequéncias do banco de dados. Entre oito sequéncias, cindo
sequéncias apresentaram maior similaridade com o painco Setaria italica, uma com o arroz
Oryza sativa (arroz), uma com a tamareira Phoenix dactylifera e uma com o nabo Brassica

rapa (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias de EXPA da Urochloa decumbens e suas respectivas sequéncias mais

similares do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens  GI* Planta Total Query E-value Ident
score  cover

Unigene96298 67043796  Oryzasativa 99 56% 3,00E™"  82%

Unigene34981 514765896  Setaria itdlica 931 100% 0.0 93%
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Unigene66399
Unigene91205

Unigene61097
Unigene39116
Unigenel8564
Unigene21116

514765896
672190197

687568200
835982387
836008136
836031558

Setaria italica

Phoenix
dactylifera
Brassica rapa

Setaria italica
Setaria italica

Setaria italica

231
110

56,5
1177
1522
375

100%
69%

14%
86%
94%
100%

4,00E™’
1,00

2,00
0.0
0.0
2,00E™*°

81%
80%

94%
85%
92%
86%

*Gl: nimero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI; Total Score: nimero de pontos

similares entre a sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk e as do banco de dados; Query Cover:

porcentagem da sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk que é similar sequéncia do banco de dados; E-

value: probabilidade do alinhamento tem ocorrido ao acaso; Identidade: quantidade de pareamentos corretos.

Das 19 sequéncias de expansina EXPB da Urochloa decumbens quatro sequéncias

apresentaram maior similaridade com o paingo Setaria italica, quatorze com o milho Zea

mays e uma néo apresentou similaridade com nenhuma sequéncia do banco de dados (Tabela

4).

Tabela 4. Sequéncias de EXPB da Urochloa decumbens e suas respectivas sequéncias mais

similares do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens  GI* Planta Total Query E-value Ident
score cover
CL21623.Contigl 836025729  Setariaitadlica 12313 94% 0.0 96%
CL21623.Contig2 836025729  Setariaitdlica 526  85% 1,00E™  96%
CL731.Contigl0 836020380  Setariaitdlica 1020 51% 0.0 93%
CL731.Contigl1l 670373641  Zea mays 327 99% 4,00E®%  92%
CL731.Contig5 806638588  Zea mays 1020 72% 0.0 90%
CL731.Contig6 802083963  Zea mays 865 65% 0.0 89%
CL731.Contig7 802083963  Zea mays 865 66% 0.0 89%
CL731.Contig8 802083963  Zea mays 870 59% 0.0 89%
CL731.Contig9 802083963  Zea mays 870 58% 0.0 89%
CL8818.Contigl 825706074  Zea mays 802 71% 0.0 82%
CL8818.Contig2 825706074  Zea mays 784 55% 0.0 87%
CL8818.Contig3 825706074  Zea mays 411 60% 9,00E™  92%
Unigenel6734 836025729  Setaria italica 719 70% 0.0 88%
Unigenel6740 673921631  Zea mays 702 72% 0.0 88%
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Unigene39666 825706074  Zea mays 828 73% 0.0 83%

Unigene39667 825706074  Zea mays 392 89% 4,00E™%  79%
Unigene71615 195644913  Zea mays 291 76% 9,00E™  85%
Unigene91473 195625609  Zea mays 353  100%  6,00E™  95%
CL8818.Contig4*

*Gl: nimero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI; Total Score: nimero de pontos
similares entre a sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk e as do banco de dados; Query Cover:
porcentagem da sequéncia da Urochloa decumbens cv Basilisk que é similar sequéncia do banco de dados; E-

value: probabilidade do alinhamento tem ocorrido ao acaso; Identidade: quantidade de pareamentos corretos.

Sendo que o Blast foi realizado no dia 20/10/2015, é importante ressaltar que estes
resultados podem variar a medida que o banco de nucleotideos (Genbank) do NCBI for
atualizado ao longo do tempo, ou seja, novas sequéncias sdo depositadas no banco de dados,
podendo aparecer outras sequéncias que apresentam maior similaridade com as sequéncias da

Urochloa decumbens.

4.2  Resultados da analise filogenética da EXLA

Verificou-se com a andlise filogenética que a sequéncia Unigene39118 All da
Urochloa decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|514773304| Setaria
italica do banco de dados no ramo (1), indicando um ancestral comum entre essas duas
sequéncias, com um valor de bootstrap de 98%, o que significa que das 1000 vezes que a
arvore foi construida, 98% das vezes essas duas sequéncias apareceram juntas no ramo, 0
mesmo ocorreu para a sequéncia Unige39115 All da Urochloa decumbens (ramo 2) com a
sequéncia i|514821954| Setaria italica do banco de dados com um bootstrap de 100%
(Figura 2).

98— Unigene39118 All }1

100 L 0i|514773304| Setaria italica.
Unigene39123 All

— Unigene39115 All }2

100 “——— (i|514821954| Setaria italica.

Unigene39124 All

100 —  CL9937.Contigl All

50
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Figura 2. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene39118 All, Unigene39123 All, Unigene39115 All,
Unigene39124 All, CL9937.Contigl All, gi|514773304]| e gi|514821954|) de expansina do grupo EXLA.

J4 a sequéncia CL591.Contig3 All da Urochloa decumbens apresentou maior
homologia com a sequéncia gi|514823796| Setaria italica (ramo 1) do banco de dados com
um bootstrap de 100%, da mesma forma que a sequéncia Unigene70707 All apareceu junto
com a sequéncia do banco de dados gi|514788476| Setaria italica ramo (2), com um bootstrap
de 100%, confirmando o Blast feito anteriormente e descritos na tabela 1, as sequéncias que
apresentaram maior similaridade no Blastn também apresentaram maior homologia na anélise
filogenética. Também vale a pena destacar o tamanho do braco da sequéncia CL591.Contig4
All, o que indica que essa sequéncia sofreu muitas variagdes conforme o tempo de evolucéo

em comparacéo as sequéncias do ramo que ela possui um ancestral comum (Figura 3).

100 —— CL591.Contig3 All }
100 ——— 0i|514823796| Setaria italica.
— Unigene70707 All }
100 ———  (i|514788476| Setaria italica.

CL591.Contig4 All

—— CL18540.Contigl All
100 '— CL.18540.Contig2 All

——
50

Figura 3. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene70707 All, CL591.Contig3 All, CL591.Contig4 All,
CL18540.Contigl All, CL18540.Contig2 All, gi||514823796] e gi|514788476|) de expansina do grupo EXLA.

Na analise seguinte, apresentada na figura 4 as sequéncias do banco de dados
0i|514816586| Setaria italica e gi|835976643| Setaria italica se localizaram no ramo 2, junto
com a sequéncia da Urochloa decumbens CL22207.Contigl All, contudo, de acordo com a
tabela 1, as sequéncias que apresentaram maior similaridade com a sequéncia gi|514816586|
Setaria italica do banco de dados foram as sequéncias da Urochloa decumbens do ramo 1,
porém ocorreu maior homologia com as sequéncias do ramo 2 (Figura 4). Isso ocorreu porque
o0 Blast ele faz um alinhamento local, ele s6 compara as partes mais similares das sequéncias e
0 restante ele descarta, j4 a andlise filogenética faz um alinhamento global, ele leva em
consideracdo toda a sequéncia para fazer uma comparagdo, por isso podemos observar
resultados como esse, onde nem sempre a sequéncia que apresentou maior similaridade vai

apresentar maior homologia.
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48 Unigene52964 All
55 Unigene3615 All 1
CL591.Contig6 All
Unigene26661 All
0i|514816586| Setaria italica.
100 CL22207.Contigl All 2
100 0i|835976643| Setaria italica.

—
50

Figura 4. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene52964 All, Unigene3615 All, Unigene26661 All,
CL591.Contig6 All, CL22207.Contigl All, gi|514816586| e gi|835976643|) de expansina do grupo EXLA.

A préxima analise (Figura 5), verificou-se as sequéncias da Urochloa decumbens
CL11849.Contigl All e CL11849.Contig2 All estdo no ramo 1 e que a sequéncia do banco de
dados Qi|835924943| Setaria italica estd muito proxima, apresentando maior homologia entre
as 3 sequéncias, provando a similaridade encontrada entre essas sequéncias na Tabela 1. Ja a
sequéncia gi|836017714| Setaria italica apresentou maior homologia com as sequéncias do
ramo 2, embora tenha apresentado maior similaridade com as sequéncias CL2142.Contig5 All
e Unigene70074 All, de acordo com a Tabela 1, como foi explicado anteriormente, mas temos
que compreender que sdo dois teste diferentes, a similaridade s6 procura sequéncias de
nucleotideos parecidos, podendo apresentar até com outros tipos de organismos, como
encontramos com o fungo Penicillium digitatum, ja a analise filogenética € utilizada para
descobrir um nivel de parentesco entre as sequéncias, ela leva em consideracdo toda a
sequéncia, e devido a isso é obrigatério que as sequéncias que sdo estudadas apresentem

algum tipo de homologia.

100 f CL11849.Contigl All ]
100 CL11849.Contig2 All 1
100 L (i[835924943] Setaria italica. 2
Unigene3830 All
0i|836017714| Setaria italica.

— CL2142.Contig5 All
100 L Unigene 70074 All

—
100

Figura 5. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene3830 All, Unigene70074 All, CL11849.Contigl All,
CL11849.Contig2 All, CL2142.Contig5 All, gi|835924943| e gi|836017714|) de expansina do grupo EXLA.
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Na figura 6, verificou-se que a sequéncia da Urochloa decumbens CL591.Contig5 All
apresentou maior homologia com a sequéncia do banco de dados gi|514816584| Setaria
italica (ramo 1), com um bootstrap de 96%. Verifica-se também que o ramo 2 apresenta um
ancestral comum, e que a sequéncia da Urochloa decumbens Unigene39117 All apresenta
uma pequena homologia com o ramo 2, pois apresentou um valor de bootstrap abaixo de 50%
e que é a sequéncia mais conservada, apresentando menores varia¢es conforme o tempo de

evolugéo, devido ao tamnho do seu brago, que significa quantas alteracdes ela sofreu ao longo

do tempo.
5 — Unigene39122 All
04 ——— Unigene39121 All
0i[514816584| Setaria italica. .
[ 96 —— CL591.Contig5 All
—— Unigene39117 All
CL591.Contigl All
100 ——— CL591.Contig2 All
—

50

Figura 6. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene39122 All, Unigene39121 All, Unigene39117 All,
CL591.Contig5 All, CL591.Contigl All, CL591.COntig2 All e gi|514816584() de expansina do grupo EXLA.

Em seguida, na Figura 7, a sequéncias da Urochloa decumbens CL2142.Contigl All e
CL2142.Contig2 All apresentaram maior homologia e a sequéncia gi|836026364| Setaria
italica do banco de dados apresentou uma grande homologia com as duas da Urochloa
decumbens, com um bootstrap de 100% (ramo 1). Ja a sequéncia CL22053.Contig2 All da
Urochloa decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|514707164| Setaria
italica (ramo 2), com um bootstrap de 100%. Ambos os ramos confirmando a similaridade

encontrada no Blast, e demonstrada na Tabela 1.
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90 —— CL2142.Contigl All
100 L— CL2142.Contig2 All
0i|836026364|ref| XM 012842762.
0i|514707164|ref XM 004951177. }2
100 CL22053.Contig2 All
—— CL2142.Contig3 All
100 — CL2142.Contig4 All

—
100

Figura 7. Arvore filogenética de sequéncias (CL2142.Contigl All, CL2142.Contig2 All, CL2142.Contig3 All,
CL2142.Contig4 All, CL22053.Contig2 All, gi|836026364| e gi|514707164|) de expansina do grupo EXLA.

A proxima analise (Figura 8) verificou-se que as sequéncias do banco de dados
0i|835915498| Setaria italica e gi|836028131| Setaria italica apresentou maior homologia
(ramo 1), e que essas duas sequéncias apresentam uma homologia menor com as sequéncias
da Urochloa decumbens Unigene39119 All e Unigene93967 All (ramo 2). E a sequéncia da
Urochloa decumbens Unigene45025 All apresentou maior homologia com a sequéncia
0i|835963113| Setaria italica do banco de dados (ramo 3), e também maior similaridade,

como demonstrado na Tabela 1.

E Unigene39119 All
Unigene93967 All
| 0i|835915498| Setaria italica. |

100 | 0i|836028131] Setaria italica.
CL22053.Contigl All

| 0i|835963113| Setaria italica. |
gl — Unigene45025 All

90

—
50

Figura 8. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene39119 All, Unigene93967 All, Unigene45025 All,
CL22053.Contigl All, gi|835915498|, gi|836028131| e gi|835963113|) de expansina do grupo EXLA.

Na anélise seguinte (Figura 9), a sequéncia Unigene81713 All da Urochloa decumbens
apresentou maior homologia com a sequéncia do banco de dados gi|670411550| Zea mays,
com um bootstrap de 54%, o mesmo ocorreu para as sequéncias Unigene43754 All com a
sequéncia Qi|514823794| Setaria italica, com bootstrap de 100% e as sequéncias

Unigene29848 All com a sequéncia gil425774237| Penicillium digitatum. Também
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apresentaram maior similaridade com essas sequéncias (Tabela 1). E interessante ressaltar que
a sequéncia da Urochloa decumbens do ramo 4 apresentou maior similaridade e homologia
com um fungo Penicilium digitatum (MARCET-HOUBEN et al, 2012). Isso pode ter ocorrido
porque até o presente momento ndo foi depositado nenhuma sequéncia de planta com algum
nivel de similaridade com esta sequéncia da Urochloa decumbens. Outra hip6tese é o fato do

fungo também apresentar uma parece celular assim como as plantas e também expressar

expansina.
454|: 0i|670411550| Zea mays. )
86 Unigene81713 All 2
100 0i[835908068| Setaria italica.
Unigene43754 All X
100 L 0i|514823794| Setaria italica.
| Unigene29848 All
' gil425774237] Penicillium digitatum.
—

50

Figura 9. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene43754 All, Unigene81713 All, Unigene29848 All,
0i|514823794|, gi|670411550|, gi|835908068| e gi|425774237|) de expansina do grupo EXLA.

A partir das analises de similaridade e filogenética foi possivel observar que as
sequéncias de expansinas tipo A da Urochloa decumbens cv Basilisk apresentaram maior
similaridade e homologia com as sequéncias de Setaria italica, popularmente conhecido como
paingo, isso ocorreu devido as duas plantas possuirem as mesmas caracteristicas, 0 paingo

também é uma graminea, sdo monocotileddneas e pertence a familia Poaceae.

4.3  Resultados da analise filogenética da EXLB

Observou-se que na Figura 10, que a sequéncia CL731.Contigd All da Urochloa
decumbens apresentou maior similaridade com a sequéncia gi|514817951| Setaria italica do
banco de dados, com um bootstrap de 60% (ramo 1), e a sequéncia gi|836025731| Setaria
italica apresentou uma homologia com as sequéncias do ramo 2, porém, todas as sequéncias
da Urochloa decumbens do ramo 2 apresentaram uma homologia maior com as sequéncias do
ramo 1, isso se deve ao fato que todas as sequéncias da Urochloa decumbens terem
apresentado maior similaridade com a sequéncia gi|514817951| Setaria italica do banco de
dados, como demonstrado na Tabela 2.
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60 I: CL731.Contig4 All , ]
39 0i|514817951| Setaria italica.
92 Unigene16743 All 2

—— CL731.Contig2 All
0i|836025731| Setaria italica.

———
100

Figura 10. Arvore filogenética de sequéncias (Unigenel6743 All, Unigenel6739 All, CL731.Contigd All,
CL731.Contig2 All, CL731.Contig3 All, gi|514817951] e gi|836025731|) de expansina do grupo EXLB.

Em seguida, na Figura 11, as duas sequéncias da Urochloa decumbens Unigene73184
All e Unigenel6741 All apresentaram maior similaridade com a sequéncia gi|514817957|
Setaria italica do banco de dados (Tabela 2), porém a sequéncia Unigene73184 All foi a que
apresentou maior homologia na analise filogenética, com um bootstrap de 29% (ramo 1), mas
é importante observar que a sequéncia Unigenel6741 All apresentou maior homologia com o
ramo 1, pois, possui maior similaridade com as suas sequéncias. Ja a sequéncia gi|514817961|
Setaria italica do banco de dados que apresentou maior similaridade com as Unigene75926
All, Unigenel6736 All e Unigenel6737 All (Tabela 2), apresentou maior homologia com as

sequéncias do ramo 2.

29 I: Unigene73184 All .
99 0i514817957| Setaria italica.

% L Unigene16741 All
0i|514817961| Setaria italica.

Unigene75926 All

— Unigene16736 All
o—— Unigene16737 All

—
100

Figura 11. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene73184 All, Unigenel6741 All, Unigene75926 All,
Unigenel6736 All, Unigenel6737 All, gi|514817957| e gi|514817961|) de expansina do grupo EXLB.

Na Figura 12, verificou-se que a sequéncia Unigenel16735 All da Urochloa decumbens
apresentou maior homologia com a sequéncia gi|836025731| Setaria italica do banco de

dados, com um bootstrap de 100% (ramo 1), 0 mesmo ocorre no teste de similaridade feito
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pelo Blast (Tabela 2). A sequéncia gi|836030222| Setaria italica apresentou maior homologia
com as sequéncias do ramo 1 (ramo 2), porém ela apresenta maior similaridade com as
sequéncias Unigenel6744 All, Unigenel6745 All e Unigenel6742 All.

100 — Unigene16744 All
100 Unigene16745 All
—— Unigene 16742 All

CL731.Contig10 All
0i|836030222| Setaria italica.

100 — Unigene16735 All . 2
100 | 0i|836025731 Setaria italica.

—
100

Figura 12. Arvore filogenética de sequéncias (Unigenel6744 All, Unigenel6745 All, Unigenel6742 All,
Unigenel6735 All, CL731.Contig10 All, gi|836030222| e gi|836025731|) de expansina do grupo EXLB.

A préxima analise (Figura 13) verificou-se que a sequéncia Qi|835937498| Setaria
italica do banco de dados apresentou maior homologia com sequéncias da Urochloa
decumbens do ramo 1, embora ela s6 tenha apresentado maior similaridade com a sequéncia
Unigene56735 da Urochloa decumbens (Tabela 2). No ramo 2, a sequéncia Unigene29880
All da Urochloa decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|835907332]
Setaria italica do banco de dados, do mesmo modo que apresenta maior similaridade
conforme mostrado na Tabela 2. E a sequéncia gi|835906424| Setaria italica do banco de
dados que apresentou maior similaridade com a sequéncia Unigene81685 da Urochloa

decumbens, apresentou maior homologia com as sequéncias do ramo 2.

36 Unigene16738 All
73 Unigene56935 All
— Unigene81685 All
0i|835937498| Setaria italica.
0i|835906424| Setaria italica.
— Unigene29880 All 2
100 0i|835907332| Setaria italica.

99

—
100

Figura 13. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene16738 All, Unigene56935 All, Unigene81685 All,
Unigene29880 All, gi|835937498|, gi|835906424| e gi|835907332|) de expansina do grupo EXLB.
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Na arvore filogenética seguinte (Figura 14) observou-se que a sequéncia
Unigenel6746 All apresenta uma homologia maior com a sequéncia Unigene81589 All
também da Urochloa decumbens, com um bootstrat de 66% (ramo 1), embora ela apresente
uma similaridade maior com a sequéncia gi|836024210| Setaria italica do banco de dados
(Tabela 2). E a sequéncia Unigene43994 All da Urochloa decumbens apresentou maior
homologia com a sequéncia gi|836023346| Setaria italica do banco de dados, com bootstrap
de 100%, estando de acordo com a similaridade demonstrada na Tabela 2. Ja a sequéncia do
banco de dados gi|836004032| Setaria italica que apresentou maior similaridade com a
sequéncia Unigene90429 All da Urochloa decumbens (Tabela 2), apresentou maior

homologia com as sequéncias do ramo 2.

66 Unigene16746 All
55 - Unigene81589 All
Unigene90429 All
0i|836024210| Setaria italica.
0i|836004032| Setaria italica.
55 — Unigene43994 All
100 0i[836023346| Setaria italica.

—o
50

Figura 14. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene16746 All, Unigene81589 All, Unigene90429 All,
Unigene43994 All, gi|836024210|, gi|836004032| e gi|836023346|) de expansina do grupo EXLB.

4.4  Resultados da analise filogenética da EXPA

Podemos observar na Figura 15, que a sequéncia Unigene96298 All da Urochloa
decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|67043796| Oryza sativa do banco
de dados, com bootstrap de 92% (ramo 1), ja a sequéncia Unigene21116 All da Urochloa
decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|836031558 Setaria italica do
banco de dados, com bootstrap de 100% (ramo 2), e a sequéncia Unigene66399 All da
Urochloa decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|514765896| Setaria
italica do banco de dados, com um bootstrap de 100% (ramo 3). Todas as sequéncias da
planta Urochloa decumbens apresentaram homologia maior com as sequéncias em que

apresentam maior similaridade (Tabela 3).
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Figura 15. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene96298 All, Unigene21116 All, Unigene34981 All,
Unigene66399 All, gi|67043796|, gi|836031558]| e gi|514765896|) de expansina do grupo EXPA.

Na proxima analise (Figura 16), verificou-se que a sequéncia Unigene91205 All da
Urochloa decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|672190197| Phoenix
dactylifera do banco de dados, com bootstrap de 91% (ramo 1), j& a sequéncia Unigene39116
All da Urochloa italica apresentou maior homologia com a sequéncia gi|835982387| Setaria
italica do banco de dados, com um bootstrap de 100% (ramo 2), ambas as sequéncias do ramo
1 e ramo 2 apresentaram maior homologia com as sequéncias que apresentaram maior
similaridade no Blast (Tabela 3). Embora as sequéncias gi|836008136| Setaria italica e
0i|687568200| Brassica rapa do banco de dados tenham apresentado maior similaridade com
as sequéncias Unigenel8564 All e Unigene61097 All respectivamente do banco de dados

(Tabela 3), elas apresentaram maior homologia com as sequéncias do ramo 3.

o1 — Unigene91205 All
0i/672190197| Phoenix dactylifera. }
Unigene61097 All
93 Unigene 18564 All
0i|687568200| Brassica rapa.

0i|836008136| Setaria italica.
Unigene39116 All ,
100 —— (i|835982387| Setaria italica.

72

65

o
100

Figura 16. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene91205 All, Unigene61097 All, Unigenel8564 All,
Unigene39116 All, gi|672190197|, gi|687568200|, gi|836008136] e gi|835982387|) de expansina do grupo EXPA.
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Como podemos observar, as a-expansinas apresentaram uma similaridade e homologia
mais diversificada, com o painco Setaria italica, o0 milho Zea mays, o arroz Oryza sativa, 0
nabo Brassica rapa e a tamareira Phoenix dactylifera. Embora todas sejam plantas diferentes,
elas apresentam algumas caracteristicas semelhantes com a Urochloa decumbens cv Basilisk,
como a Setaria italica, Zea mays e Oryza sativa, que sd&o monocotiledoneas e pertencem a
familia Poaceae, ja a Phoenix dactylifera € monocotiledénea. Um fato interessante é que a
Brassica rapa é uma dicotiledénea e pertence a familia Brassicaceae e a Urochloa decumbens
é monocotileddnea da familia Poaceae e mesmo assim apresentou um grau de similaridade e
homologia, porém baixo e s6 constou no trabalho porque até o presente momento nao havia
nenhuma outra sequéncia que apresentasse similaridade maior que ela, devido a isso seu E-
value esta acima do minimo aceitavel e a sequéncia ndo apresentou homologia com a

sequéncia da planta Urochloa decumbens cv Basilisk.

4.5  Resultados da analise filogenética da EXPB

Na Figura 17, observou-se que a sequéncia gi|802083963| Zea mays do banco de
dados, apresentou maior homologia com todas as sequéncias da Urochloa decumbens,
CL731.Contig8 All, CL731.Contig7 All e CL731.Contig6 All (ramo 1), com um bootstrap de
100%, as quais ela apresentava maior similaridade no Blast (Tabela 4), com excec¢do da
sequéncia CL731.Contig9 All. E a sequéncia Unigene91473 All da Urochloa decumbens
apresentou maior homologia com a sequéncia gi|195625609| Zea mays do banco de dados
(ramo 2), com um bootstrap de 100%, que € a sequéncia que apresentou maior similaridade
pelo Blast (Tabela 4). Podemos observar também que a sequéncia gi|195625609| Zea mays
sofreu maiores mudancas conforme o tempo de evolucdo em relacdo a sequéncia
Unigene91473 All.

50 r CL731.Contig7 All
100 ——— CL731.Contig8 All
100 —— CL731.Contig6 All
0i[802083963| Zea mays.
CL731.Contig9 All

— Unigene91473 All ,
100 0i|195625609| Zea mays.

50
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Figura 17. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene91473 All, CL731.Contig7 All, CL731.Contig8 All,
CL731.Contig6 All, CL731.Contig9 All, gi|802083963| e gi|195625609|) de expansina do grupo EXPB.

Em seguida, na Figura 18, verificamos que a sequéncia gi|825706074| Zea mays do
banco de dados apresentou maior similaridade somente com a sequéncia CL8818.Contig3 All
(ramo 1), embora ela tenha apresentado maior similaridade com todas as sequéncias da
Urochloa decumbens (tabela 4). E a sequéncia gi|226531575| Zea mays do banco de dados

apresentou maior homologia com as sequéncias do ramo 2.

99— CL8818.Contig3 All } ]

100 - 0i|825706074| Zea mays.

— CL8818.Contig2 All 2
100 —— Unigene 39666 All

0i|226531575| Zea mays.

CL8818.Contigl All

100 L——— Unigene 39667 All

—
100

Figura 18. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene39666 All, Unigene39667 All, CL8818.Contig3 All,
CL8818.Contig2 All, CL8818.Contigl All, gi|825706074| e gi|226531575|) de expansina do grupo EXPB.

Verificou-se na Figura 19, que a sequéncia Unigenel6734 All da Urochloa decumbens
apresentou maior homologia com a sequéncia gi|836025729| Setaria italica do banco de
dados (ramo 1), com um bootstrap de 49%, mesma sequéncia que ela apresentou maior
similaridade no Blast (Tabela 4). O mesmo nao foi observado na sequéncia gi|195644913| Zea
mays do banco de dados, que apresentava maior similaridade com a sequéncia Unigene71615
All da Urochloa decumbens (Tabela 4), mas apresentou maior homologia com as sequéncias

do ramo 2.
a9 Unigene16734 All .
56 0i|836025729| Setaria italica.
Unigene16740 All
0i|195644913| Zea mays.
Unigene71615 All
100 — CL21623.Contigl All
100 - CL21623.Contig2 All
—

50
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Figura 19. Arvore filogenética de sequéncias (Unigene16734 All, Unigene16740 All, Unigene71615 All,
CL21623.Contigl All, CL21623.Contig2 All, gi|836025729| e gi|195644913|) de expansina do grupo EXPB.

Na andlise seguinte (Figura 20), a sequéncia CL731.Contigs All da Urochloa
decumbens apresentou maior homologia com a sequéncia gi|806638588| Zea mays do banco
de dados (ramo 1), com um bootstrap de 100%, sequéncia que apresentou maior similaridade
no Blast (Tabela 4). E as sequéncias gi|670373641| Zea mays e gi|836020380| Setaria italica
do banco de dados apresentaram maior homologia com as sequéncias do ramo 2, porém,
apresentaram maior similaridade com as sequéncias CL731.Contigll All e CL731.Contig10

All da Urochloa decumbens respectivamente (Tabela 4).

100 — CL731.Contig5 All }1
88 L (i|806638588| Zea mays.

99 gi|670373641| Zea mays.
0i|836020380| Setaria italica.

—— CL8818.Contig4 All
— CL731.Contigll All
100 CL731.Contig10 All

—
100

Figura 20. Arvore filogenética de sequéncias (CL731.Contig5 All, CL8818.Contig4 All, CL731.Contig11 All,
CL731.Contig10 All, gi|806638588|, gi|6703733641]| e gi|836020380|) de expansina do grupo EXPB.

Podemos observar que as sequéncias de [3-expansinas apresentaram maior similaridade
com a Zea mays e algumas com a Setaria italica.

De um modo geral, todas as familias de expansinas apresentaram alguma similaridade
e homologia com as sequéncias de Setaria italica, o que nos leva a acreditar que todas as
familias apresentam um ancestral em comum com a Setaria italica. As familias que
apresentaram maior indice de similaridade e homologia com a Setaria italica sdo as EXLA e
EXLB, no caso da EXLA somente duas sequéncias ndo apresentaram, para EXLB todas
apresentaram. Uma hipdtese provavel é que essas familias e a Setaria italica apresentem
sequéncias conservadas e que sofreram poucas mudancas evolutivas com o passar do tempo,
isso explica a alta similaridade e homologia entre elas.

Outro fato que sustenta essa hipdtese, é as familias EXPA e EXPB apresentarem
similaridade e homologia com outras plantas mas, uma pequena parcela de suas sequéncias

ainda apresentarem similaridade e homologia com a Setaria italica, demonstrando que
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embora essas familias tenham sofrido muitas mudancas evolutivas, elas ainda possuem um

grau de ancestralidade com as sequéncias de Urochloa decumbens.
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5. CONCOLUSOES

Foi possivel constatar a presenca de genes que codificam expansina em sequéncia de
DNA de Urochola decumbens. Foi possivel verificar que a planta expressa 4 tipos de
expansinas, a EXLA, EXLB, EXPA e EXPB, sendo que somente as EXPA e EXPB estdo
relacionadas com o afrouxamento da parede celular enquanto que as EXLA e EXLB possuem
funcBes desconhecidas.

As analises de similaridade e filogenética dos grupos de expansinas permitiram
observar que os grupos de expansinas EXLA e EXLB possuem uma grande similaridade e
homologia com a planta Setaria itdlica, apontando que ambas as sequéncias de expansina
EXLA e EXLB possuem um ancestral comum com a Setaria italica.

Os grupos de expansinas EXPA e EXPB apresentaram maior similaridade e
homologia com outras plantas, como a Oryza sativa, Setaria italica, Phoenix dactylifera e
Brassica rapa para a EXPA e predominantemente Zea mays para a EXPB.
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