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RESUMO

A Urochloa decumbens (Stapf) cv. Basilisk (U. decumbens) é considerada uma
excelente forrageira, resistente a seca e se desenvolve nos mais diversos tipos de solos; assim
possui grande importancia para a producdo de ruminantes, ja que no Brasil as pastagens
representam o principal e mais econdmico recurso alimentar para a pecuaria. Para estudar
mais esta espécie, seu RNA foi extraido nas instalagdes da Embrapa Gado de Corte de Campo
Grande-MS, e sequenciado pelo Beying Genomics Institute na China. A partir desse
sequenciamento foram encontrados um conjunto de genes que codificam as fosfolipases, que
sdo enzimas envolvidas na sinalizacdo e imunidade das plantas e que sdo divididas em
fosfolipase Al (PLA1), fosfolipase A2(PLA2), fosfolipase B(PLB), fosfolipase C(PLC) e
fosfolipase D(PLD). A PLB foi o unico grupo ndo encontratado na U. decumbens. A partir
deste sequenciamento foram realizados Blastn e analises filogenéticas para verificar a
similaridade destas sequencias com outras fosfolipases de diferentes plantas. Este foi um
estudo inédito e apods analises observou-se que PLA1 e PLA2 possuem grande homologia
com o paingo (Setaria italica), PLA2 e PLD além da Setaria italica apresentaram alta
homologia com o braquipodio (Brachypodium distachyon) ¢ com o milho (Zea mays)
respectivamente. O estudo de novas cultivares, e do melhoramento dos cultivares ja existentes

¢ e sera sempre necessario para a manutengdo da qualidade das areas de pastagem no Brasil

Palavras-chave: brachiaria, enzima, filogenia.



ABSTRACT

Urochloa decumbens (Stapt) cv. Basilisk (U. decumbens) is considered as an
excellent forage, resistant to drought and grows in the most diverse types of soils; so it has
great importance for the production of ruminants, since in Brazil the pastures represent the
main and most economic resource for livestock. To further study the plant, its RNA was
extracted by Embrapa Cattle from Campo Grande-MS, and sequenced by the Beying
Genomics Institute in China. From this sequencing we found a set of genes coding for
phospholipases, enzymes involved in plant signaling and immunity, and which are divided
into phospholipase A1(PLA1), phospholipase A2(PLA2), phospholipase B(PLB),
phospholipase C (PLC) and phospholipase D (PLD). PLB was the only non- Found in U.
decumbens. From this sequencing Blastn and phylogenetic analyzes were performed to verify
the similarity of these sequences with other phospholipases from different plants. This was an
unpublished study and after analysis, it was observed that PLA1 and PLA2 have great
similarity with millet (Setaria italica), PLA2 and PLD besides Setaria italica presented high
similarity with braquidria (Brachypodium distachyon) and corn (Zea mays) respectively. The
study of new cultivars, and the improvement of existing cultivars is and will always be

necessary to maintain the quality of grazing areas in Brazil

Key words: brachiaria, enzyme, phylogeny.
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1. INTRODUCAO

Os paises tropicais e subtropicais representam aproximadamente metade da
produ¢do mundial de gado bovino (JANK et al., 2011). No Brasil sdo utilizados 172 milhdes
de hectares de pastagens para alimentar 215,20 milhdes de bovinos (IBGE 2015).

As pastagens no Brasil, representam os recursos alimentares mais econdmicos para a
producdo de ruminantes, nesse caso as pastagens tropicais, sabendo-se que ndo existe outro
tipo de modalidade alimentar que seja mais competitiva que a forragem colhida no campo
pelo proprio animal. Assim, um fator de suma importancia que contribui para o aumento
dessas pastagens e da producdo animal no pais, foi a insercdo das pastagens cultivadas
principalmente de origem africana, denominadas forrageiras pertencentes ao género
Brachiaria (VALLE et al., 2010).

Apesar da boa adaptacdo as regides de savana do Brasil e a alta importancia
economica de U. decumbens para a producdo animal em muitos paises tropicais, os dados
genOmicos sobre as espécies sdao limitados, por isso expandir o conhecimento sobre esta
espécie pode levar a eficientes programas de criagdo de animais. (SALGADO et al., 2017)

A importancia do género ¢ aumentada pela adaptabilidade que essas espécies
apresentam a varios tipos de solos e, principalmente, pela resisténcia a cigarrinha-das
pastagens (VALLE et al., 2010).

Nesse sentido uma das espécies ¢ a U. decumbens, que constitui-se como excelente
forrageira, perene, com grande producdo de massa foliar, resiste ao pastejo e ao pisoteio,
protege, portanto, o solo contra a erosao. Nos locais onde essa espécie foi posta como
forrageira, ao se transformar essas terras em lavouras, o capim-braquidria passara a ser um
importante infestante, e de controle dificultoso. A U. decumbens, resiste a seca, adapta-se as
regides tropicais e imidas, ndo ¢ muito tolerante ao frio e cresce nos mais diversos tipos de
solo, contudo necessita de boa drenagem (PEREIRA et al., 2012).

A espécie U. decumbens ¢é bastante resistente a secas ¢ adaptada a regides tropicais
umidas como a Amazdnia Legal. Cresce bem em diversos tipos de solos como arenosos e
argilosos, podendo ser trabalhada em solos com baixa ou média fertilidade. Porém, responde
bem quando em solos adubados (SILVA & FERRARI, 2012).

As fosfolipases estdo envolvidas na sinalizacdo e imunidade das plantas durante

interacdes planta-patogeno. Apds a infestacdo de microbios, as enzimas hidrolizantes de
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fosfolipideos sdo ativadas, contribuindo para o estabelecimento de uma resposta adequada a

defesa induzindo a producdo de moléculas de sinaliza¢do de defesa (SIEBERS et al., 2016).

1.1 Objetivos

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

Especificos:

1. Fazer uma avaliagdo da similaridade das fosfolipases presentes no transcriptoma de
U. decumbens com as encontradas no banco de dados bioldgicos genbank do NCBI.

2. Realizar analise filogenética entre as fosfolipases encontradas.

1.2 Justificativa

Este ¢ um trabalho inédito, pois foi o primeiro que forneceu informagdes sobre
evolucdo das sequéncias de fosfolipase no transcriptoma da Urochloa decumbens (Stapf) cv.

Basilisk, e auxiliara em futuros trabalhos de melhoramento genético.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Urochloa decumbens

A atual classificacao taxonomica de U. decumbens é:

Reino: Plantae; Divisao: Angiospermae; Familia: Poaceae; Subfamilia: Panicoidae; Género:

Urochloa; Espécie: Urochloa decumbens (Shirasuna, 2015).

Graminea de habito decumbente, bastante enfolhada, formando denso relvado de até

100cm de altura. Folhas muito pubescentes e inflorescéncia racimosas contendo racemos com
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fila dupla de sementes (Figura 2), raquilas em ziguezague e finas. As plantas sdo robustas,
geniculada em alguns noés inferiores e pouco radicante. Os rizomas apresentam-se na forma de
pequenos nddulos e emitem grande quantidade de estoldes, bem enraizados e com pontos de
crescimento protegidos (rizomas e gemas axilares) (FIGUEIRAS,2012).

As espécies do género Urochloa foram trazidas para América da Africa e foram
amplamente utilizados em pastagens para pastoreio de gado, especialmente U. decumbens e
U. brizantha, que tem mostrado ampla adaptagdo e sdo amplamente utilizados como
pastagens no ecossistema (VALLE et al., 2010). U. decumbens ganhou especial atencdo
devido a sua alta produtividade sob uso intensivo, crescimento vigoroso, facilidade de
estabelecimento e boa forragem valor ao longo do ano, bem como sua adaptagdo excepcional
para solos acidos inférteis, que ¢ principalmente devido a sua alta tolerdncia ao Aluminio
(SALGADO et al, 2017).

A U. decumbens, constitui-se como excelente forrageira, perene, com grande produgao
de massa foliar, resiste ao pastejo e ao pisoteio, protege, portanto o solo contra a erosao. Nos
locais onde essa espécie foi posta como forrageira, ao se transformar essas terras em lavouras,
0 capim-braquidria passard a ser um importante infestante, e de controle dificultoso. A U.
decumbens (Figura 1), resiste a seca, adapta-se as regides tropicais e umidas, ndo ¢ muito
tolerante ao frio e cresce nos mais diversos tipos de solo, contudo necessita de boa drenagem

(PEREIRA et al., 2012).

Figura 1: U. decumbens, ¢ um cultivar com habito em touceira, com ramo delgado

(FIGUEIRAS, 2012).
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Figura 2: Os ramos possuem largura de 2-4mm, disposi¢do das espiguetas ao longo

dos ramos da inflorescéncia sera sempre duplas (FIGUEIRAS, 2012).

Sabe-se que a U. decumbens se nao for manejada corretamente pode se transformar em
uma espécie daninha ocasionando prejuizos as lavouras (PEREIRA et al., 2012). Jakelaitis et
al. (2004) concordam que apesar da U. decumbens, apresentar excelente adaptagdo a solos de
baixa fertilidade, facil estabelecimento e producdo de biomassa no decorrer do ano,
proporciona 6tima cobertura vegetal do solo, em virtude de sua agressividade e resisténcia, ¢
também uma espécie daninha da maioria das culturas anuais e perenes. “U. decumbens pode
ser considerada importante espécie de planta daninha em lavouras de soja da regido Centro-
Oeste, em areas de cana-de-actcar no Estado de Sao Paulo, com ocorréncia também nas mais
diversas culturas.” A integragdo entre agricultura e pecuaria pode ser constituida de distintas
formas, por isso o consorcio entre a cultura de graos e a espécie forrageira traz uma dessas
possibilidades e para esse sistema de cultivo tem-se o género Urochloa, dentre eles a U.
decumbens que em consodrcios de culturas anuais de graos, pode-se estabelecer uma vantagem
competitiva as culturas anuais ao efetuar a semeadura das gramineas forrageiras em maior
profundidade do solo (IKEDA et al., 2013).

O estudo de novas cultivares, e do melhoramento dos cultivares ja existentes ¢ e sera
sempre necessario para a manutencdo da qualidade das areas de pastagem no Brasil, os
programas de pesquisa buscam boa produgdo por hectare, adaptabilidade a clima e solo, um
sistema sustentavel por longo tempo, alto valor nutricional, resisténcia a estresses bidticos e
abioticos, produgdo de sementes de boa qualidade, ¢ um bom pastejo em condi¢des gerais,

que assegure a transformacgdo vegetal em proteina animal de alto valor (PEREIRA et al.,

2012).
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2.2. Fosfolipases vegetais

Dentre as enzimas que apresentam o fendmeno de catalise interfacial, tém-se as
fosfolipases, uma grande familia de enterases, que objetivam a hidrolise de
glicerofosfolipidios e atividade catalitica. As fosfolipases foram divididas em cinco categorias
(Figura 3): PLA1, PLA2, PLB, PLC e PLD (SAITO, 2014).

As fosfolipases estdo envolvidas na sinalizacdo e imunidade das plantas durante
interacdes planta-patdégeno. Catalisam a conversdo de fosfolipideos em &cidos graxos e
lisofosfolipideos, diacilglicerol, dependendo da sua especificidade de posicdo. Apods a
infestacdo de micrdbios, as enzimas hidrolizantes de fosfolipideos sdo ativadas, contribuindo
para o estabelecimento de uma resposta adequada a defesa induzindo a produ¢ao de moléculas

de sinalizagdo de defesa (SIEBERS et al., 2016).

PLA1
0
{I:HZ_U"EJL\W
0 CH—O.]
i 11y | T
R3—O-+P+0—CHy | O
El-1 PLA2

Ra

s
PLD PLC
Figura 3. Estrutura quimica do fosfolipidio. As fosfolipases PLD, PLC e PLA clivam os
fosfolipidios em diferentes locais, como indicado por linhas tracejadas (SIEBERS et al.,

2016)

As Fosfolipases Al, apresentam a hidrolise de ligacdes na posicdo Sn-1 de
fosfolipidios, cuja reagdo resulta na formacao de 2-acilfosfolipidios e de acidos graxos livres.
Ja a fosfolipase A2 catalisam a hidrolise da posi¢do Sn-2 de glicerofosfolipidios de
membrana, produzem 1-acilfosfolipidios e acidos graxos livres. Esta reacdo ¢ particularmente
importante quando o dcido graxo gerando o acido araquidonico. Fosfolipases B por sua vez
clivam as ligacdes sn-1 e sn-2 de glicerofosfolipidios, exerce agdo fosfolipidica e

lisofosfolipidica. A fosfolipase C, sdo importantes no metabolismo dos fosfolipidios
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inositolicos e as fosfolipases D, objetivam realizar a hidrdlise de glicerofosfolipidios
(OLIVEIRA, 2006).

As fosfolipases liberam moléculas que podem atuar como mensageiros (DAG, e IP3,
por exemplo) ou outro substrato para a sintese de mensageiros (por exemplo, acido
araquidonico), responsaveis nao somente por degradacdo de fosfolipidios mais ainda o
remodelamento, ou seja, a fosfolipase Al e A2 removem d&cidos graxos especificos de
membrana que podem ser substituidos por acidos graxos alternativos por acdo de acil-CoA-

tranferase (HARVEY & FERRIER, 2012).

2.2.1. Fosfolipase A1l

A superfamilia da fosfolipase A (PLA) ¢ dividida em PLA1 e PLA2. As PLAs estdo
envolvidas na regulagcdo do crescimento da planta, raiz e desenvolvimento do poélen, respostas
ao estresse e sinalizacdo de defesa. As enzimas PLA1 catalisam a hidrolise das ligacdes de
¢ésteres de acilo de fosfolipidos nas posi¢cdes sn-1 produzindo acidos graxos livres e
lisofosfolipideos. (SIEBERS et al., 2016)

A fosfolipase Al (PLA1) ¢ bem distribuida em vdrios tecidos e organismos,
apresenta funcao fisioldgica na hidrdlise de glicerofosfolipideos, ainda possui grande interesse
industrial, em virtude da producdo de 2-acilfosfolipideos de elevado valor comercial. Os
lisofosfolipideos resultantes da acdo da PLAIl possuem propriedades emulsificantes e
desempenham importancia para induastria de alimentos, de cosméticos e farmacéuticos

(PEREIRA, 2012).

2.2.2. Fosfolipase A2

As fosfolipases A2 dividem-se em Ca®" dependentes-PLA2 secretorias (SPLA2),
citosolicas (cPLA2), acetilhidrolases fator de agrega¢do plaquetaria (PAF-AH) e as
lisossomicas e as Ca®" independentes. Todas dividem-se conforme o mecanismo catalitico e
suas caracteristicas funcionais e estruturais. As PLA2 secretorias dividem-se em 14 grupos,
conforme o niimero de residuos de aminoacidos e posicao das ligacdes dissulfeto (SANTOS
& FILHO, 2012).

As fosfolipases A2 catalisam a hidrolise da posi¢ao sn-2 dos glicerofosfolipidios de

membrana, produzindo 1- acilfosfolipidios e acidos graxos livres. Quando o acido graxo
16



gerado ¢ o acido araquiddnico, representa importante reagdo, ja que este é convertido por
enzimas metabdlicas em varios compostos bioativos, como as prostaglandinas e os
leucotrienos. Outros produtos da reagdo, como por exemplo, o acido lisofosfatidico e a
lisofosfatidilcolina também sdao importantes compostos reativos, sendo precursores de outros
mediadores bioativos tais como o fator de ativagao plaquetaria (PAF). Estudos indicam que a
PLA2 também possui fungio na apoptose e homostasia de Ca’>" (SANTOS & FILHO, 2012).

Fosfolipases potencialmente envolvidas na transdu¢do de plantas tém sido muito
estudadas. Na pesquisa realizada para avaliar a resposta de defesa da Ricinus communis
(mamona) contra predadores, observaram as atividades de PLA2, nos extratos das folhas da
planta, submetidas a injuria mecanica. Constaram que os métodos utilizados, ¢ uma
ferramenta eficaz para obter PLA2 a partir de outras fontes e aumentar a compreensdao do
sistema de processamento de informacao intracelular, a transcricdo de genes de defesa e os
papeis funcionais das fosfolipases especifica em plantas mamona. Ainda pode-se dizer que
estas informagdes poderdo ser uteis para modular a expressdo de proteinas alvo em plantas
transgénicas a fim de aumentar a sua resisténcia ao ataque de pragas no campo
(DOMINGUES et al., 2007).

Nas mudas de Papaver somniferum L. (papoula dormideira), foi encontrada uma
sequencia completa de uma nova fosfolipase A2, o DNAC de papoula fosfolipase A2,
denominado pspla2, com codificagdo de 159 aminoacidos com peptideo em cadeia com 31
aminoacidos na extremidade N-terminal de uma proteina, a psPLA2 (JABLONICKA et al.,
2016).

A Andrographis paniculata (Rei de bitters), ¢ uma planta muito utilizada na medicina
chinesa para inibir processos anti-inflamatorios. Porém as anti-inflamatorias, atividades da
fosfolipase A2 (PLA2) ndo estdo bem esclarecidas. No estudo realizado a partir do extrato
etanodlico da 4. paniculata, os pesquisadores induziram ratos Wistar albinos a terem edemas e
injetaram 0,5ug/ml, do extrato etanolico desta planta, os resultados demonstraram que a
mesma reduziu significantemente o edema, o que justifica estudos adicionais a fim de
desenvolver um composto bioativo a partir do extrato etandlico dessa planta (KISRORE et al.,

2016).
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2.2.3 Fosfolipases B

A terminologia fosfolipase B foi descrita pela primeira vez em 1933, por Contardi e
Ercoli como lecitinase, que atacava uma ligagdo de éster de acil de lisolecitina, ou seja, a
lisolecitina foi enzimaticamente derivada da lecitina por lecitase A, a unica conhecida até
aquele momento e sucessivamente a lecitase B. A fonte de enzima utilizada foi o farelo de
arroz. Desse modo a fosfolipase do mesmo tinha duas atividades, lisofosfolipase e atividade
fosfolipase, desse modo o termo fosfolipase B caiu em desuso, na verdade as fosfolipases
foram divididas em cinco se¢des: PLA1, PLA2, PLB, PLC e PLD (SAITO, 2014).

Diferente do PLA2, a PLB catalisa a desacilagao das ligacdes de esterdtipos de sn-1 e
sn-2 de diacilfosfolipidos. Trés maneiras sdo pensadas sucessivamente, como pode ser
observado na figura 4: 1) De sn-2 para sn-1, 2) de sn-1 para sn-2 e 3) simultaneamente, ambas
as ligacdes sn-1 e sn-2. Eles poderiam ser nomeados PLB2, PLB1 e PLB3, respectivamente

(SAITO, 2014).

Figura 4. O modo de hidrolise de diacilfosfolipideos por PLB. Bl, B2 ¢ B3 =
fosfolipase Bs (SAITO,2014).

As fosfolipases B podem realizar a clivagem das ligagdes Sn-1 e Sn-2 de
glicerofosfolipidios, apresenta acdo fosfolipidica e lisofosfolipidica. Em fungos hé atividade
tipo fosfolipase-transacilase dessa enzima. Assim considerada como fator de viruléncia para

organismos patogé€nicos. Logo a PLB apresenta trés atividades enzimaticas: fosfolipidica,
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lisofosfolipidica e transacilica em uma Unica proteina (PEREIRA, 2012).

2.2.4. Fosfolipase C

As fosfolipases C compdem-se por uma familia fosfodiesterases, importantes no
metabolismo de fosfolipidios inositdlicos, que possuem como substrato fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato, dando origem a dois produtos intracelulares: inositol 1,4,5-trifosfato (mensageiro
mobilizador de célcio e diacilglicerol (DAG) e um ativador da quinase C. “As fosfolipases C
desempenham papel no mecanismo de sinalizagdo celular em mamiferos e apresentam fungao
reconhecida na acdo de muitos hormonios, neurotransmissores e fatores de crescimento”
(PEREIRA, 2012).

Enzimas PLC s3o conhecidas por atuar como importantes componentes de
sinalizacdo ao controlar as oscilagdes de Calcio. A ativacdo rapida de enzimas de fosfolipase
C ocorre logo apds a estimulagao de imuno-receptores de plantas (AHMED et al., 2016).

O grupo de fosfolipases C (PLC) em plantas pode ser dividido em trés familias de
acordo com a especificidade do substrato e fungdo celular: PLCs nao especificos,
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato; PLCs (PI-PLC) que agem sobre fosfoinositides e ¢
estimulada em plantas em resposta a infeccdo patogénica; e glicosilfosfatidilinositol (GPI-
PLCs) que hidrolizam ancoras GPI em proteinas (SIEBERS et al., 2016).

As enzimas sdao de seis classes, diferentes de animais e desempenham um papel
importante na sinaliza¢do intracelular por hidrélise de lipidios de inositol em membranas
celulares, e uma enzima PLC tipica contém um dominio de mao EF N-terminal que esta
envolvido na ligagao de célcio. Este dominio ¢ seguido pela X catalitica dominios que sao
conhecidos por formar em conjunto uma estrutura em cilindro distorcida triose fosfato
isomerase (TIM), contendo os residuos do local ativo (PLCXc) e Y (PLCYc). Além disso, os
CLPs tém um dominio C2, que esta localizado na extremidade C-terminal. Este dominio
verificou-se ser crucial para a atividade enzimatica (AHMED et al., 2016).

Arakawa em 2009 descreve que a ativagao da proteina G ativa a fosfolipase C (PLC),
uma enzima ligada & membrana, que hidrolisa um fosfolipidio da membrana
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) PIP,, ao qual gera dois mensageiros secunddrios; inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) e o lipidio diacilglicerol (DAG), a descoberta do papel dos mensageiros

IP3 e DAG, trouxe conhecimento da sinalizagdo pelos fosfoinositideos. Portanto as
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fosfolipases C sdo consideradas fundamentais reguladores nos processos celulares. Cinco
genes PLCs fosfoinositideos- especifica foram identificados em trés espécies de fungos
filamentosos, por exemplo, Aspergillus nidulans. Nos eucariotos superiores fosfolipases C
(PI-PLCs) fosfatidilinositol-especificas sdo importantes na patogenia do cancer, regulacao e
acdo de diversos fatores de crescimento da oncogénese envolvidas na proliferagdo de células.

Alvarenga et al. (2014) complementam que o Ca®" nuclear tem um papel importante
na terapéutica do cancer, desse modo a ligagdo do Ca" intracelular com o receptor localizado
na membrana das células. Essa ligacdo podera promover a ativagao da fosfolipase C, ao qual
gerara inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), onde serd difundido para o interior celular liberando
Ca?" dos estoques internos, através da ativacdo do canal Ca®*, por exemplo, do receptor de
insoitol-1,4,5-trifosfato (IP3R), presente na membrana das organelas armazenadoras de Ca*",
o que podera favorecer na diminuicao da colonizagdo de células tumorais.

Mikami (2014) destacam que foram Hirayama et al., que apresentaram o primeiro
registro do gene PI-PLC em plantas. Desde entdo as informagdes sobre gene PI-PLC de
plantas terrestres e algas verdes tem acumulado a partir de resultados de clonagem molecular
e analise in silico com base em sequéncia de dados do genoma.

Suh et al., (2008) destacam que a fosfolipase C ¢ uma molécula efetuadora no
processo de transducgdo de sinal. Ela gera mensageiro, inositol-1,4,5-trifosfato e diacilglicerol

de fosfotidil inositol 4,5-bifosfato.

2.2.5. Fosfolipases D

Hanahan e Chaikoff descreveram em 1947 as fosfolipases D, em extratos de cenoura.
As mesmas encontraram-se em diversos organismos como bactérias, virus, fungos, plantas e
animais. Em mamiferos encontram-se na maioria das células, possui atividade regulatoria
sobre o citoesqueleto, estdo envolvidas nos processos de sinalizacdo celular e no trafego
vesicular coligado a secrecdo e a endocitose (PEREIRA, 2012).

Nas plantas, PLD e PA emergiram como moléculas envolvidas na transdugdo de sinal
e metabolismo da membrana, tendo papel importante na regulagdo do crescimento,
desenvolvimento e resposta ao estresse (CHEN et al., 2016).

Segundo Guo & Wang (2012) a folhas da Arabidopsis thaliana, possuem 12 genes que

codificam PLD, os mesmos foram agrupados nas seguintes classes: PLD alfa, Omega,
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épsilon.

A agdo enzimdtica da fosfolipase D leva a hidrélise de ligagdes fosfodiésteres da
fosfotidilcolina (PC), resultando na formacao de 4cido fosfatidico (PA) e colina. Além dessa
reacdo de transfosfatidilagdo, onde o alcool primério ¢ utilizado, preferencialmente no lugar
da 4gua, formando um fosfodildlcool. Somente a PLD realiza essa reagdo, assim o
fosfotidilalcool ¢ utilizado para quantificar a atividade dessa enzima. Dessa forma o PLD
cliva a ligacdo fosfodiester da fosfotidilcolina (PC), resultando na producdo de &cido
fosfatidico (PA) e colina. PA podera ser metabolizada para formar lipideos, como
diacilglicerol e acido lisofosfatidico, que atuam como mensageiros secundarios (MARCHINI,
2008).

A fosfolipase D (PLD) ¢ uma enzima presente em todos os organismos conhecidos ¢ a
que possui o seu maior numero de membros no reino vegetal. No genoma de Arabidopsis
thaliana, por exemplo, estdo presentes 12 membros desta familia. ¢ estruturada e
caracterizada pela existéncia de um lado N- e C-terminal altamente conservados, sendo o lado
C, reservado para processos cataliticos e o lado N para a ligagao a regides lipidicas. No lado
C, existem dois motif, que sao unicos para esta familia de enzimas, e que promovem os
processos cataliticos. Do lado N-terminal, podem estar presentes dois tipos de motivos, os PH
e PX, e os C2. Os PH e PX fazem parte do mecanismo de transducdo de sinal via PIP2
(aquaporinas), enquanto que o CE, através de sinalizagdo via Ca’". Ambos estdo envolvidos
na ativacao da enzima (CRUZ, 2010).

As fosfolipases D, tém sido implicadas em diversas respostas ao estresse das plantas.
Em sua transcri¢do de genes, a aumento da atividade posterior a exposi¢ao e manipulagdo dos
niveis de proteina PLD que ocasionam a alteracdo da tolerancia ao estresse. A familia PLD
encontradas em plantas ¢ grande e heterogéneo e com diferentes isoformas. O PLD e o seu
produto, acido fosfatidico, exercem os efeitos em cascatas de transducdo final e por
influenciar propriedades das membranas lipidicas (BARGMANN & MUNNIK, 2006).

Entre as PLD, as comumente encontradas em plantas sdo a PLDa. Trata-se de uma
subfamilia, dentro das PLD, com 3 membros, a PLDal, 2 e 3. As mesmas sdo reguladas
através de concentragdes na ordem milimolar de Ca** e ndo requerem a presenca de PIP2,
porém necessitam de um ph 4cido. O processo de catalise das PLD, passa pela hidrolise de
fosfolipidios estruturais da membrana plasmatica, originando o acido fosfatidico (PA) e um

grupo hidrofilico livre. O PA entra em dispares processos celulares, metabolicos e de resposta
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a estresse, o que auxilia na explica¢do da importancia da PLD (CRUZ, 2010).

A atividade da PLD em plantas aumentam em diferentes tensdes hiperosméoticas, tais
como desidratacdo e salinidade. Sendo que as diferentes PLDs tem func¢des tinicas. A PLDal
promove o fechamento dos estdmatos e reduz a perda de dgua. PLDal e PLD 6 estdo
envolvidos em mudancas de tolerancia ao estresse salino. PLDa3 e PLDe promovem o
crescimento vegetal e tolerancia hiperosmotica. As diferentes PLD regulam a produgdo de
acido fosfatidico (PA), que ¢ uma classe chave de mediadores lipidicos na resposta da planta
ao estresse ambiental (HONG et al., 2010).

Estudos realizados em planta, por exemplo, em Jatropha curcas (pinhdo manso),
demonstram o papel que esta familia de enzimas tem na resposta do estresse hidrico. Em
situacdes deste estresse, as PLD, e o seu composto de catalise, PA atuam de multiplas formas
a fim de amenizar os efeitos do estresse. A producao de ABA, induzida por uma situagdo de
estresse, leva a ativacdo da PLDal, que reduz PA, que por sua vez encontra-se no meio
celular e liga-se a uma fosfatase, PP2C (ABI), ao qual regula negativamente a abertura dos
estomas via ABA. As ligagdes de PA a PP2C irdo promover um fecho estomatico,
contribuindo para uma reducdo da perda de agua. “A situagcdo de stress hidrico origina
também uma reag¢do entre a subunidade Gou da proteina G, que se encontra na membrana
plasmatica, ¢ a PLDal. Esta reacdo leva a uma inibigdo da abertura estomatica, o que

complementa a a¢do de PA” (CRUZ, 2010).

2.3 Transcriptomica

Os ultimos anos tém visto avangos revolucionarios nas tecnologias de sequenciamento
de DNA pois com o advento do sequenciamento de nova geragdo (NGS), ¢ possivel que
milhdes de bases possam ser sequénciadas de uma vez, por uma fracao do custo em relagao ao
tradicional sequenciamento por Sanger (EGAN, 2012). Uma analise bastante beneficiada por
tais avangos metodologicos foi a transcriptomica.

Transcriptomica ¢ uma técnica amplamente utilizada que obtém informacdo sobre a
abundancia de multiplos transcritos de RNA mensageiro (RNAm) em uma amostra biolédgica.
Hoje sabe-se da importancia do papel do RNA na regulacao génica, onde o RNA ¢ capaz de
controlar a tradu¢ao de RNAm em proteinas (GLAVES, 2011).
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Estudos de RNAm visam observar o que esta sendo transcrito do genoma total de uma
espécie, afinal sabe-se que nem todos os genes sdo transcritos e expressos em todos os
momentos. Este tipo de pesquisa também pode fornecer informacdes sobre as diferentes
respostas que os organismos apresentam em condi¢des diferentes, como clima, estresse
hidrico, disponibilidade de nutrientes e respostas a doencas e patdogenos (CLARK, 2012).

O transcriptoma ¢ o conjunto completo de transcritos em uma célula, e também uma
técnica que permite acessar a quantidade dos transcritos por célula em um determinado
estagio de desenvolvimento. Compreender o transcriptoma ¢ essencial para interpretar os
elementos funcionais do genoma e revelar os componentes moleculares de células e tecidos.
Os objetivos principais da transcriptomica sdo catalogar todas as espécies de transcrigdo,
incluindo mRNAs, RNAs nao-codificantes e pequenos RNAs, para determinar a estrutura da
transcricdo de genes, em termos dos seus locais de iniciagdo, 5' e 3', os padrdes de splicing e
de outras modificagcdes pds-transcricionais, e para quantificar alteragdo dos niveis de
expressdo de cada transcrito durante o desenvolvimento e sob diferentes condi¢cdes (WANG,
2010).

A técnica de RNAseq foi desenvolvida para o sequénciamento de RNA e usa recentes
tecnologias de sequenciamento, esta foi a técnica utilizada para o sequénciamento da
Urochloa decumbens. Um pool de RNA ¢é convertido em uma biblioteca de fragmentos de
cDNA com adaptadores em uma ou nas duas extremidades, cada molécula com ou sem
amplificacdo ¢ entdo sequenciada com métodos de alto rendimento obtendo sequéncias curtas:
reads de 30 a 400 pb, dependendo da tecnologia de sequenciamento de DNA utilizada. Em
principio qualquer sequenciamento de alto rendimento pode ser usado para o RNAseq, ja
foram publicados trabalhos com Illumina IG, Applied Biosystems SOLiD, Roche 454 Life
Science. Os reads resultantes sdo alinhados a genomas ou transcriptomas referencias, ou
montados de novo para produzir um mapa da transcri¢do, que consiste tanto das estruturas
transcricionais quanto do nivel de expressdo para cada gene (WANG, 2010).

O RNA-seq, apresenta vantagens interessantes como o fato de que ndo ¢ limitado a
deteccao de transcritos que correspondem a sequéncias gendmicas existentes, o que ¢ bom
para estudar organismos ndo-modelos, que possuem sequéncias gendmicas ainda nao
determinadas. A técnica revela a localizacdo precisa das fronteiras da transcri¢ao na resolug¢ao
de at¢ uma base, e os reads curtos de 30 pb permitem entender como dois éxons estdo

conectados, enquanto que os reads mais longos revelam a conectividade entre multiplos
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éxons, ¢ 0 RNAseq também mostra as variagdes de sequéncias, como os SNPs, nas regides
transcritas. Estes fatores tornam possivel o estudo de transcriptomas complexos através da

metodologia de RNAseq (WANG, 2010).

2.4 Filogenia

Foi Darwin quem comegou a conceituar filogenia, conjuntamente com o proprio
conceito de ancestralidade comum entre espécies e seu unico diagrama publicado de filogenia
¢ representado por uma arvore. Desse modo as filogenias sdo a indicagdo das relagdes de
ancestralidade supostas para um conjunto de espécies. A arvore pode ainda ser vista como
uma representacdo de uma hipdtese utilizada como modelo da mais provavel historia
evolutiva de um grupo de sequéncia ou de organismos. As arvores sdo formadas por nos
conectados por bragos, onde nds terminais representam sequencias do que esta sendo estudado
e nods internos sao as hipdteses ancestrais. Assim a ancestralidade de todas as sequéncias da
arvore € a raiz desta (SOUZA, 2011).

A conceituacdo de filogenia ¢ a ancestralidade que hé entre as espécies, desse modo a
ancestralidade podera ser representada por um diagrama ramificado, em que os seus
elementos. Sdo espécies e as suas ramificagdes demonstram a proximidade genealdgica,
existente entre uma espécie e outra (MANSOUR, 2013).

A reconstrucdo filogenética incide em estimar as relagdes de ancestralidade para um
determinado nimero de organismos. O conjunto de arvores pode conter todas as arvores
possiveis (algoritmos exatos), porém o grande tempo computacional para o mesmo, pode ser
solucionado pela procura de uma arvores dentro de um subconjunto de arvores denominados
algoritmos heuristicos. A tarefa da filogenética molecular ¢ converter as informagdes contidas
nas sequéncias numa arvore evolutiva (SOUZA, 2011).

A ideia de evolucao aceita pela comunidade cientifica ¢ que qualquer espécie deve ter
pelo menos uma espécie ancestral comum. Ao se aplicar o raciocinio a todas as espécies,
obtém-se a imagem de uma enorme sequéncia de divisdes que se fragmentaram desde a
primeira espécie ancestral a todos os seres vivos até as espécies existentes nos dias de hoje
(MANSOUR, 2013).

Hé uma diversidade de métodos para fazer isto. Metodologia de distancia, baseados na
ideia de que conhece a real distancia evolutiva entre todos os membros de um grupo de

sequéncias. E ainda ha o método que procura a arvore cuja soma dos comprimentos dos
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bragos ¢ o minimo. E ainda tem-se a metodologia discreta, descritas pelos métodos de
maxima parcimdnia (MP) e a maxima verossimilhanga (SOUZA, 2011).

Miéxima parcimdnia e maxima verossimilhanga sdo métodos probabilisticos mais
precisos do que os métodos baseados em distancia, por ndo se basear no relogio molecular,
teoria pela qual todos organismos evoluem a uma taxa constante (YANG & RANNALA,
2012).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico e extracao de RNA para o sequenciamento.

Os 164.920 transcritos Unicos de Urochloa decumbens cv. Basilisk foram obtidos com
a EMBRAPA Gado de Corte em Campo Grande - MS, que realizou a parte pratica de acordo
com a seguinte metodologia:

Perfilhos de U. decumbens foram colhidos. Eles foram enraizadas em vasos contendo
solo adubado anteriormente (mistura de 0,2% de preto: terra vermelha 1:3, 0,2% de cal,
0,02% 0-20-20 fertilizantes e 0,005% de uréia) e foram mantidas em casa de vegetacao.
Quarenta e cinco dias depois, as plantas foram cortadas para estimular o perfilhamento. Apds
15 dias, os jovens brotos foram removidos e transferidos para uma mesa hidroponica
contendo solu¢do de enraizamento preparada de acordo com Hoagland & Arnon (1950). Este
procedimento foi realizado para padronizar a idade dos brotos usados na cultura hidroponica
nas solucdes com e sem aluminio (CHIARI et al., 2011). Plantulas de U. decumbens com 11
dias de idade, foram submetidas as condigdes de estresse (com aluminio) e ndo estresse (sem
aluminio) em hidroponia por oito horas. O experimento foi inteiramente casualizado com trés
repeti¢des, formadas por 20 plantulas cada. As pontas das raizes foram excisadas para
extracdo de RNA total e enviadas para sequenciamento pela plataforma Illumina HiSeq™
2000 no Beijing Genomics Institute (BGI). As seis bibliotecas construidas geraram

aproximadamente 40 Gb de dados (DOS SANTOS, 2014).
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3.2 Construciao 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 restri¢do 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 validagao 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 Obtencao das sequéncias de fosfolipases do banco de dados.

Para realizacao das analises de fosfolipases em U. decumbens, inicialmente buscou-se
todas as sequéncias de fosfolipases 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.

Antes de realizar a andlise 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 fosfolipase da U. decumbens

com as sequéncias do banco de dados que apresentaram maior similaridade.
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3.4 Construcao das arvores filogenéticas

Os alinhamentos multiplos globais foram obtidos utilizando-se o programa Clustal X2.

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.

A partir dos alinhamentos foram preparadas arvores filogenéticas utilizando-se o
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis ou MEGAG®, utilizando-se o método de
maxima parcimoOnia. Os ramos das arvores foram testados por bootstrap, com 1.000
repeticodes, ou seja, a arvore filogenética foi criada 1000 vezes para gerar um resultado.

Foram construidas 4 arvores, uma para PLA1, uma para PLB, uma para PLC e uma

para PLD.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel encontrar fosfolipases sequenciadas no transcriptoma de Urochloa
decumbens, que se dividiam nos grupos, PLA1l, PLA2, PLC e PLD. Das fosfolipases
sequenciadas no transcriptoma de Urochloa decumbens, 16 sao PLA1, 14 sao PLA2, 14 sdo

PLC e 20 sao PLD. A PLB nao foi encontrada na espécie.

4.1 Resultados do alinhamento local feito pelo Blast

Das 16 sequéncias de fosfolipase PLA1 de Urochloa decumbens, 11 apresentaram
maior similaridade com o paingo (Setaria italica), 2 com o milho (Zea mays), 2 com o

braquipodio (Brachypodium distachyon) e 1 com a tamareira (Phoenix doctylifera) (Tabela 1).

27



Tabela 1. Sequéncias de PLA1 da U. decumbens e suas respectivas sequéncias mais similares

do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens GIl/Ref Planta Score E-value Ident
CL1352.Contigl_All  004953259.2 Setaria italica 1415 0.0 89%
CL14285.Contigl_All  004953259.2 Setaria italica 1415 0.0 89%
CL19648.Contigl_All 004962229.2 Setaria italica 1354 0.0 92%
CL19648.Contig2 All 004962229.2 Setaria italica 936 0.0 89%
CL7968.Contigl All  012846470.2 Setaria italica 1762 0.0 93%
CL7968.Contig2 All  012846470.2 Setaria italica 1509 0.0 93%
CL7968.Contig3 All  012846470.2 Setaria italica 1558 0.0 93%
CL7968.Contigd_All  012846470.2 Setaria italica 1509 0.0 93%
LOC100192094 001137517.1 Zea mays 3245 0.0 100%
CL7968.Contig5 All  012846470.2 Setaria italica 1927 0.0 93%
LOC101775172 004953259.2  Setaria italica 3320 0.0 99%
LOC100842858 010237480.2 Brachypodium distachyon — 3493 0.0 99%
LOCI101754842 004962229.2  Setaria italica 3094 0.0 100%
Gb|EU961866.1| 195624307  Zea mays 2799 0.0 99%
LOC100824686 003568539.3  Brachypodium distachyon 2298 0.0 99%
LOC103711735 008797998.1 Phoenix dactylifera 2938 0.0 100%

GI/Ref: nimero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI;Score: nimero de
pontos similares entre a sequéncia da U. decumbens e as do banco de dados; E-value:

Expectation value; Ident: quantidade de pareamentos corretos.

Das 14 sequéncias de PLA2 de Urochloa decumbens, 9 apresentaram maior
similaridade com o paingo (Setaria italica), 2 com o milho (Zea mays), 1 com o braquipodio
(Brachypodium distachyon), 1 com o arroz (Oryza brachyantha), e 1 com o trigo (Triticum

durum) (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequencias de PLA2 da U. decumbens e suas respectivas sequencias mais similares

do banco de dados do NCBI

Urochloa decumbens Gl/Ref Planta Score E-value Ident
CL12153.Contigl_All 004984659.1 Setaria italica 232 2e-57 92%
CL12153.Contig2 All 004984659.1 Setaria italica 825 0.0 92%
CL12153.Contig3_All 004984659.1 Setaria italica 829 0.0 93%
Unigenel8672_All 004954467.3  Setaria italica 618 e-173 91%
Unigene69715_All 004979382.1 Setaria italica 335 5e-88 91%
Unigene69716_All 004979382.1 Setaria italica 264 le-66 90%
Unigene72044_All 004981972.1 Setaria italica 823 0.0 91%
LOC101755821 004984659.1 Setaria italica 1873 0.0 100%
LOC100281846 001154766.1 Zea mays 1451 0.0 97%
LOCI102719088 573924433 Oryza brachyantha 1786 0.0 98%
LOCI101761534 004954467.3  Setaria italica 940 0.0 100%
LOC100831578 003575937.3  Brachypodium 355 2e-94 100%

distachyon

SPLA2IV 021448.1 Triticum durum 737 0.0 94%

GI/Ref: numero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI;Score: nimero de

pontos similares entre a sequéncia da U. decumbens e as do banco de dados; E-value:

Expectation value; Ident: quantidade de pareamentos corretos.

Das 14 sequéncias de PLC de U. decumbens, 8 apresentaram maior similaridade com

o paingo (Setaria italica), 3 com o milho (Zea mays), 1 com o braquipodio (Brachypodium

distachyon), 1 com o arroz (Oryza brachyantha), € 1 com o sorgo (Sorghum bicolor) (Tabela

3).
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Tabela 3. Sequéncias de PLC da U. decumbens e suas respectivas sequéncias mais similares

do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens Gl/Ref Planta Score E-value Ident
CL10507.Contigl_All  014805511.1 Setaria italica 2038 0.0 95%
CL10507.Contig2 All  014805511.1 Setaria italica 2692 0.0 94%
CL10507.Contig3 All  014805511.1 Setaria italica 2694 0.0 94%
CL10507.Contig5 All  014805511.1 Setaria italica 2605 0.0 95%
CL14515.Contig2 All  004957548.3 Setaria italica 361 7e-96 87%
CL20217.Contigl_All  004960312.3 Setaria italica 783 0.0 94%
CL20217.Contig2 All  004960312.3 Setaria italica 787 0.0 93%
LOC101774810 014805511.1 Setaria italica 8915 0.0 99%
gi|242084431| 002442596.1 Sorghum bicolor 3834 0.0 98%
LOC103626494 008646911.1 Zea mays 4510 0.0 99%
gb|EU953212.1| 195606999  Zea mays 4216 0.0 99%
gi|162462712) 001111784.1 Zea mays 4000 0.0 99%
LOC102707180 015843320.1 Oryza brachyantha 3243 0.0 100%
LOC100840369 003579013.3  Brachypodium distachyon 2187 0.0 100%

GI/Ref: numero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI;Score: nimero de

pontos similares entre a sequéncia da U. decumbens e as do banco de dados; E-value:

Expectation value; Ident: quantidade de pareamentos corretos.

Das 20 sequéncias de fosfolipase PLD de U. decumbens, 11 apresentaram maior

similaridade com o paingo (Setaria italica), 2 com o milho (Zea mays), 1 com o braquipddio

(Brachypodium distachyon), 2 com o arroz (Oryza brachyantha), 1 com o arroz (Oryza

sativa) e 1 com o sorgo (Sorghum bicolor), 1 com o algodoeiro (Gossypium raimondii) e 1

com a bananeira (Musa acuminata) (Tabela 4).
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Tabela 4. Sequéncias de PLD da U. decumbens e suas respectivas sequéncias mais similares

do banco de dados do NCBI.

Urochloa decumbens Gl/Ref Planta Score E-value Ident
CL7256.Contigl_All 004962277.2  Setaria italica 2345 0.0 96%
CL7256.Contig2 All 004967470.2  Setaria italica 2601 0.0 95%
CL7256.Contig3_All 004962277.2  Setaria italica 4984 0.0 94%
CL7256.Contigd_All 004967470.2  Setaria italica 3402 0.0 89%
CL10037.Contigl_All 004957462.3  Setaria italica 3727 0.0 93%
CL10037.Contig3 _All 004957462.3  Setaria italica 3681 0.0 92%
CL13849.Contig2 All 008675020.1 Zea mays 1104 0.0 91%
CL14118.Contig2 All 004965886.3  Setaria italica 1443 0.0 89%
CL15636.Contig2 All 004983810.2  Setaria italica 4492 0.0 93%
CL16886.Contigl All 012845716.1 Setaria italica 4066 0.0 93%
LOC101776856 004962277.2  Setaria italica 7466 0.0 99%
LOC103630236 008651305.1 Zea mays 7471 0.0 99%
LOC102722297 006654235.2  Oryza brachyantha 6595 0.0 99%
LOC100831328 010233198.2  Brachypodium 7632 0.0 100%

distachyon

LOC101783531 004967470.2  Setaria italica 7018 0.0 99%
JO75150K01 242143.1 Oryza sativa 7493 0.0 99%
LOC102722297 006654236.2  Oryza brachyantha 6954 0.0 99%
gi|242057196| 002457699.1  Sorghum bicolor 6369 0.0 100%
LOCI105796852 001134535.1  Gossypium raimondii 6171 0.0 99%
LOC104000973 009423150.1 Musa acuminata 7430 0.0 100%
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GI/Ref: nimero de identificagdo da sequéncia no banco de dados do NCBI; Score: nimero de
pontos similares entre a sequéncia da U. decumbens e as do banco de dados; E-value:

Expectation value; Ident: quantidade de pareamentos corretos.

O Blastn foi realizado no comego do ano de 2017. E 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
U. decumbens.

Como pode-se observar nas 4 tabelas anteriores, todas as sequéncias maiores (Contig)
retornaram similaridade com a planta Setaria italica. Quanto maior a sequéncia, mais bem
caracterizada ¢ a sua sequéncia, por isso a identidade ¢ menor nos Contigs.

Também foi possivel perceber que a maioria das sequéncias que apresentaram alta
similaridade, sdo da familia Poaceae, familia com cerca de 793 géneros e 10.000 espécies

(Watson & Dallwitz, 1992), distribuidas em todas as regides do globo.
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4.2 Analise filogenética da PLA1

Na figura 5, o gene que codifica a PLA1 de U. decumbens foi mais proximamente
relacionado ao gene de PLA1 de Setaria italica, o que pode ser observado na arvore
filogenética entre as sequéncias: CL19648.Contig2.All, CL19648.Contigl.All e gi|83594532|

Setaria italica.

CL19648.Contig2 All

CL19648.Contig1 All
gi|835945432|Setaria italica.
gi[195624307|Zea mays.
gi[721638787|Brachypodium distachyon
gi|212275172|Zea mays
CL7968.Contig2 All
991 CL7968.Contig4 All
gi|672144639|Phoenix dactylifera

44

89

CL7968.Contig5 All
100 [ CL7968.Contig3 All
29 CL7968.Contig1 All
100 | CL1352.Contig1 All
| cL14285.Contig1 Al
100 - gi|835920028|Setaria italica
98 L—— @i|721666028|Brachypodium distachyon

—
0.2

Figura 5. Arvore filogenética com sequéncias de U. decumbens e fosfolipase do grupo Al
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4.3 Analise filogenética da PLA2

Na figura 6, foi possivel observar que o gene codifica PLA2 da U. decumbens, teve

maior homologia com gene PLA1 de Setaria italica e Brachypodium distachyon, o que pode

ser observado na arvore filogenética entre CL12153.Contig3.All e gi|514820051|Setaria

italica e também entre Unigene18672.All e gi|955708628| Brachypodium distachyon

34

100 —— CL12153.Contig3 All

96

100

L—— i|514820051|Setaria italica.

49

gi|226493198|Zea mays.
gi|573924433|0Oryza brachyantha.

Unigene69715 All

52 —— Qi|444289171|Triticum durum
68 L gi|960486752 Brachypodium distachyon

98

55

Unigene18672 All

Unigene69716 All
CL12153.Contig1 All

gi|195642817| Zea mays

100 L— @i|955708628 Brachypodium distachyon

——
100

97

CL12153.Contig2 All

Unigene72044 All

Figura 6. Arvore filogenética com sequéncias de Urochloa decumbens e fosfolipases do

grupo A2
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4.4 Analise filogenética da PLC

Na arvore filogenética abaixo (Figura 7), os genes PLC da Urochloa decumbens,
possuem maior homologia com o gene PLC da Setaria italica; essa proximidade pode ser
observada entre os genes CL10507.Contigl.All e CL10507.Contig5.All da U.decumbens e o
gene gi|955721773|Setaria italica.

100 CL10507.Contig1 All
CL10507.Contig5 All

gi|955721773|Setaria italica.

gi|162462712|Zea mays.
85 100 || 9il670407309|Zea mays.
90! gi|195606999 Zea mays.

gi|242084431|Sorghum bicolor
100 _|—— gi|573965045|Brachypodium distachyon
64 gi|960486611|Brachypodium distachyon.
| CL20217.Contig1 All
100 | CL20217.Contig2 All
CL14515.Contig2 All

| CL10507.Contig2 All
100 | CL10507.Contig3 All

89

29

50
Figura 7. Arvore filogenética com sequéncias de Urochloa decumbens e fosfolipase do grupo

C.
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4.5 Analise filogenética da PLD

Na figura abaixo, ¢ possivel observar maior proximidade entre os genes PLD da

U.decumbens, com os genes PLD de Setaria italica e Zea mays; através dos genes

CL7256.Contig3.All, CL7256.Contigl.All e gi|835954986|Setaria italica e gi|670417394|Zea

mays.

CL7256.Contig3 All

CL7256.Contig1 All

gi|835954986| setaria italica

gi|670417394| zea mays

gi|721638916| brachypodium distachyon
gi|116011508 orysa sativa japonica
gi|573943881| orysa brachyantha

100

100

99

1001 gi|573943883| orysa brachyantha

_66|—— gi|823164372| gossypium raimondii
gi|695002369] musa acuminata

CL7256.Contig4 All

42
% CL7256.Contig2 All
67 gi|835979364| setaria italica
64 gi|242057196| sorghum bicolor
| CL10037.Contig1 All
100 | CL16886.Contig1 All

CL14118.Contig2 All
CL13849.Contig2 All

87

| CL10037.Contig3 All

—
50

100 | CL15636.Contig2 All

Figura 8. Arvore filogenética com sequéncias de Urochloa decumbens e fosfolipase do grupo

D.
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5.CONCLUSAO

Foi constatado a presenca de genes que codificam a fosfolipase em sequéncias de
DNA de Urochloa decumbens. Foi possivel verificar que a planta expressa 4 tipos de
fosfolipases, sendo elas: PLA1, PLA2, PLC e PLD. A planta ndo expressa a PLB.

Das 64 fosfolipases sequenciadas no transcriptoma de Urochloa decumbens, 16 sdo
PLAI1, 14 sao PLA2, 14 sao PLC e 20 sdao PLD. A fosfolipase B, ndo foi encontrada na
braquidria.

Entre as fosfolipases encontradas, na andlise de similaridade, 39 demonstraram
elevada similaridade com Sefaria italica, as demais apresentaram similaridade com outras
plantas.

A andlise filogenética demonstrou elevada homologia entre as sequéncias de U.
decumbens e Setaria italica. Um niimero menor de sequéncias apresentou homologia com

outras plantas.
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